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. Resumen

Desde hace varias décadas, los tumores malignos se han posicionado en los
primeros sitios de incidencia y mortalidad a nivel mundial, lo que representa un gran
desafio para las economias y los sistemas de salud. Dentro de estas neoplasias, el
glioblastoma multiforme (GBM) representa el tumor cerebral primario mas letal y
agresivo, con una mediana de supervivencia menor a 15 meses. Este tumor
presenta respuestas generalmente deficientes a todas las modalidades
terapéuticas. En ese sentido, se ha propuesto una amplia gama de enfoques
experimentales en los dltimos afios para abordar los desafios asociados con su
desarrollo y progresion. Desafortunadamente, estos enfoques han resultado en
avances marginales, lo que ha impulsado a los cientificos a la busqueda de nuevos
compuestos bioldgicamente activos que representen estrategias innovadoras para
el desarrollo de agentes terapéuticos utilizados en el tratamiento de esta
enfermedad. Las cianobacterias han sido identificadas como uno de los grupos de
organismos mas prometedores a partir de los cuales se pueden aislar nuevos
productos naturales estructuralmente diversos y biolégicamente activos. En este
trabajo, evaluamos la actividad citotoxica de extractos de la cianobacteria
Dolichospermum sp. en células tumorales y cultivos primarios cerebrales, y
determinamos su perfil quimico. Nuestros resultados muestran que los extractos de
diclorometano (DCM) y metanol (MeOH) ejercieron moderada actividad citotoxica
en las lineas celulares de glioma RG2 y C6, con valores Clso que oscilan entre
106.70 y 154.82 pug/mL, mientras que se encontré una Clso >200 pg/mL en cultivos
primarios de neuronas. Ademas, las células RG2 y C6 expuestas a los extractos de
DCM y MeOH exhibieron caracteristicas morfoldgicas tipicas de células apoptéticas
y una disminucion en el numero de esferoides formados (RG2). Por su parte, el
analisis quimico revel6 que el extracto de DCM esta enriquecido con un compuesto
gue muy probablemente corresponde a la feofitina A. Estos hallazgos sugieren que
algunos metabolitos secundarios presentes en estos extractos pueden representar
una estrategia para el desarrollo de farmacos quimioterapéuticos utilizados para el
tratamiento de GBM debido a su potencial como agentes anticancerigenos y bajos

efectos neurotdxicos.



1l.  Abstract

For several decades, malignant tumors have positioned themselves in the first
places of incidence and mortality worldwide, representing a great challenge for
economies and health systems. Within these neoplasms, glioblastoma multiforme
(GBM) represents the most lethal and aggressive primary brain tumor with a median
survival of fewer than 15 months, presenting generally poor responses to all
therapeutic modalities. In that sense, a wide range of experimental approaches have
been proposed in recent years to address the challenges associated with its
development and progression. Unfortunately, these approaches have resulted in
marginal advances, prompting scientists to search for new biologically active
compounds that represent innovative strategies for the development of therapeutic
agents used in the treatment of this disease. Cyanobacteria have been identified as
one of the most promising groups of organisms from which new structurally diverse
and biologically active natural products can be isolated. Here, we evaluated the
cytotoxic activity of extracts of the cyanobacterium Dolichospermum sp. in cancer
cells and primary brain cultures. Also, we determined the chemical profile of these
extracts. Our results show that dichloromethane (DCM) and methanol (MeOH)
extracts exerted moderate cytotoxic activity on RG2 and C6 glioma cell lines with
ICso values ranging 106.70 to 154.82 pg/mL, whereas an 1Cso >200 pg/mL was found
for primary cultures of neurons. Furthermore, RG2 and C6 cells exposed to DCM
and MeOH extracts exhibited morphological characteristics typical from apoptotic
cells and a decrease in the number of spheroids formed under culture conditions
(RG2). On the other hand, chemical analysis revealed that the DCM extract is
enriched with a compound that most likely corresponds to pheophytin A. These
findings suggest that some secondary metabolites present in these extracts may
represent a strategy for the development of new chemotherapeutic drugs useful for
the treatment of GBM tumors due to their potential activity as anticancer agents and

low neurotoxic effects.



1. Introduccidn

El cAncer se considera un conjunto de enfermedades que resultan de la proliferacion
descontrolada de células anormales en el cuerpo con capacidad de invadir y dafar
otros tejidos, lo cual es causado, entre otros factores, por cambios en genes que
controlan mecanismos de proliferacion y muerte celular (Hanahan & Weinberg,
2011). En condiciones normales, las células mantienen una homeostasis entre
mecanismos de proliferacion y muerte celular. Cuando las células normales
“‘envejecen” o presentan algun dafo critico en el ADN, reciben sefales que les
indican dejar de dividirse o entrar en un proceso conocido como muerte celular
programada (apoptosis), el cual es esencial para restablecer la homeostasis celular
al deshacerse de las células que no son necesarias, 0 aquellas cuya integridad se
encuentra comprometida. En el cancer, este proceso ordenado se descontrola, pues
a medida que este proceso avanza, las células alteradas se vuelven células viejas
o dafiadas, pero sobreviven y se forman células nuevas cuando no son necesarias.
Estas nuevas células pueden dividirse sin interrupcion y pueden formar masas

celulares denominadas tumores.

1.1. Caracteristicas distintivas del cancer

De acuerdo con varios autores, las células cancerosas difieren de las células
normales en muchos aspectos, los cuales les permiten crecer sin control y volverse
invasivas. Segun Hanahan and Weinberg (2011), las células cancerosas comparten
seis caracteristicas biolégicas adquiridas durante el proceso de carcinogénesis que
constituyen un principio organizador para racionalizar las complejidades de la
enfermedad neoplésica. Estas caracteristicas distintivas del céncer incluyen
mantener la sefializacién proliferativa, evadir los supresores del crecimiento, resistir
la muerte celular, permitir la inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis y activar
la invasion y la metastasis. Estos procesos son causados por mutaciones en los
genes que controlan la forma de crecimiento y division celular, especialmente en
proto-oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores del ADN
(Christmann, Tomicic, Roos, & Kaina, 2003). Esta inestabilidad genémica en las

células cancerosas es el resultado de mutaciones aleatorias que pueden ser



heredadas de los padres, como resultado de errores que ocurren en el proceso de
replicacion celular o por el dafio al ADN causado por agentes quimicos y fisicos por

algunas exposiciones al ambiente.

Recientemente, el desarrollo, la progresion y el tratamiento del cancer se esta
abordando desde una perspectiva multiple, dentro de la cual, ademas de tomar en
cuenta la inestabilidad gendmica, se abordan los cambios epigenéticos, el
microambiente tumoral y el estado inflamatorio de lesiones pre-malignas (F. F.
Costa, 2010; Hanahan & Weinberg, 2011). Se ha llegado a sugerir que el
silenciamiento epigenético en el cancer puede ser una causa de inactivacion de
genes tan frecuente como pueden serlo las mutaciones (Tomasi, Magner, & Khan,
2006). De igual manera, se ha demostrado que los tumores dependen de manera
crucial de proteinas especificas del ciclo celular para inhibir los programas
supresores de tumores como la senescencia y la apoptosis (Otto & Sicinski, 2017).

1.2. Ciclo celular y cancer

El ciclo celular es un proceso altamente organizado y regulado que asegura la
duplicacién del material genético y la division celular. Este proceso consiste en la
progresion celular a través de cuatro fases distintas (G0/G1, S, G2 y M), que estan
reguladas por varias quinasas dependientes de ciclina (CDK) y que se activan al
unirse con sus respectivas ciclinas. La actividad de las CDK implicadas en la
regulacion del ciclo celular esta estrictamente controlada; es inducida por sefiales
mitogénicas y puede inhibirse mediante la activacién de puntos de control del ciclo

celular en respuesta al dafio del ADN (Otto & Sicinski, 2017).

El cancer se caracteriza por una actividad aberrante del ciclo celular. Esto
ocurre como resultado de mutaciones en las vias de sefializacion rio arriba, o por
lesiones genéticas dentro de los genes que codifican las proteinas reguladoras del
ciclo celular. Los oncogenes mutados y los supresores tumorales inactivados
pueden aumentar la dependencia de las células cancerosas a las CDK de la fase

G1, aumentar el estrés de replicaciéon y el dafio del ADN durante la fase S, e inactivar



los puntos de control que monitorean la progresion del ciclo celular (Sherr & Bartek,
2017). Estos defectos adquiridos generan una proliferaciéon descontrolada, pero
también vulnerabilidades especificas que brindan una ventana de oportunidad para

los tratamientos dirigidos.

1.3. Cancer: panorama mundial y en México

Segun las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer
es la primera/segunda causa de muerte desde antes de los 70 afios en 91 de 172
paises, y actualmente ocupa el tercer/cuarto lugar en 22 paises adicionales (Figura
1) (Bray et al., 2018). Se estima que esta enfermedad sera considerada como la
principal causa de muerte y la barrera a vencer mas importante para aumentar la

esperanza de vida en todos los paises del mundo en el siglo XXI.

Ranking de mortalidad
prematura por cancer (0-69)

1st (48)

2nd (43)

3rd - 4th (22)

5th - 10th (59)
- Sin datos I: No aplica

Figura 1. Mapa global que presenta la clasificacion nacional del cancer como causa de muerte en
edades inferiores a 70 afios en 2015 (Tomado de Bray et al., 2018).

Las estimaciones de GLOBOCAN (2022) de incidencia y mortalidad por
cancer a nivel mundial para ambos sexos indican que en el 2020 ocurrieron 19.2
millones de nuevos casos y 9.9 millones de muertes, siendo el cancer de mama el
mas comunmente diagnosticado (11.7% del total de casos), seguido de cerca por el
cancer de pulmon (11.4%), cancer colorrectal (10%) y cancer de prostata (7.3%) en

cuanto a incidencia, mientras que la principal causa de muerte por cancer



corresponde al cancer de pulmén (18% del total de muertes por cancer), seguido
por el cancer colorrectal (9.4%), cancer de higado (8.3%) y cancer de estbmago
(7.7%), respectivamente. Sin embargo, el cancer diagnosticado con mayor
frecuenciay la principal causa de muerte por cancer varian considerablemente entre
paises y dentro de cada pais, dependiendo del grado de desarrollo econémico, los
factores sociales y los factores de estilo de vida asociados (Bray et al., 2018). Cabe
destacar que, si bien los tumores cerebrales no figuran entre los 5 primeros a nivel
de incidencia o mortalidad, el glioblastoma multiforme (GBM) es un tipo de tumor
cerebral primario muy agresivo y letal, con 95% de recidiva y con una mediana de
supervivencia menor a 15 meses (Alifieris & Trafalis, 2015).

Respecto a México, el nimero de nuevos casos de cancer en el 2020 se
estimdé en 195,499, y el nimero de defunciones a 90,222, segun datos del
GLOBOCAN (2022). El cancer de mama presenté mayor incidencia (15.3% del total
de casos), seguido del cancer de proéstata (13.7%), cancer colorrectal (7.6 %),
cancer de tiroides (5.7%) y cancer cérvico-uterino (4.8%), respectivamente. Los
tipos de cancer que presentaron la mayor mortalidad estimada en México fueron el
cancer de mama (8.8% del total de muertes por cancer), seguido del cancer de
préostata (8.3%), cancer de higado (8%), cancer de pulmén (7.9%) y cancer de

estdbmago (7.5%), respectivamente.

A pesar de las mejoras en el diagnéstico y el tratamiento, la incidencia y la
mortalidad por cancer sigue creciendo rapidamente a nivel mundial, lo que implica
uno de los mayores retos de salud publica. Actualmente, el tratamiento convencional
de los tumores puede incluir cirugia, radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia, o
una combinacion de estos. Sin embargo, las perspectivas a largo plazo y las tasas
de supervivencia de las personas con tales neoplasias siguen siendo pobres. Es por
ello que se requiere buscar nuevos tratamientos con enfoques alternativos que
puedan ayudar en la erradicacion o en el incremento de las tasas de supervivencia

de esta enfermedad.



2. Antecedentes

En los ultimos afios, los productos naturales y sus derivados han sido reconocidos
como fuentes importantes de nuevas estructuras quimicas con potencial para el
desarrollo de agentes terapéuticos (Liang, Luo, & Luesch, 2019; Sithranga Boopathy
& Kathiresan, 2010). Actualmente, mas del 70% de los medicamentos para uso
clinico se derivan de productos naturales, y esto también se extiende a la
guimioterapia contra el cancer, en la que los productos naturales constituyen la
mayoria de los medicamentos de quimioterapia actuales (Mondal et al., 2020). Uno
de los elementos asociados a la gran diversidad de actividades biolégicas
encontradas es el amplio espectro de metabolitos secundarios presentes en varios
organismos. Estos metabolitos secundarios pueden ser producidos por los diversos
organismos como una estrategia de competencia por nutrientes y espacio, ademas
de utilizarlos como un posible mecanismo de proteccion ante depredadores y
condiciones ambientales adversas. Sin embargo, los compuestos bioactivos que
son producidos de forma natural por estos organismos también pueden suministrar

beneficios en el control y el tratamiento de enfermedades.

2.1. Cianobacterias

Las cianobacterias son un grupo importante de procariotas fotosintéticas de
crecimiento lento con méas de 5,000 especies (Guiry, M.D. & Guiry, G.M., 2022)
distribuidas en una amplia gama de ecosistemas en todo el mundo. Ademas del
reino vegetal, estos organismos son responsables de producir oxigeno atmosférico
y desempefian un papel notable en la generacion de un grupo de metabolitos
secundarios sorprendentemente novedoso en su estructura. Los primeros estudios
sobre estos organismos se centraron en su impacto ecoldgico y en la salud publica,
debido a su capacidad para producir toxinas (cianotoxinas) con efectos nocivos en
plantas, invertebrados y vertebrados (Blaha, Babica, & MarSalek, 2009; Buratti et
al., 2017; Corbel, Mougin, & Bouaicha, 2014). Mas alla de los notorios efectos
nocivos de las cianotoxinas, otros productos naturales de cianobacterias muestran
una amplia gama de bioactividades que podrian ser potencialmente Utiles para

diversas aplicaciones. En la actualidad, varios estudios han demostrado que las



cianobacterias son extraordinariamente ricas en compuestos con propiedades
biolégicamente activas, tales como antiproliferativas, antimicrobianas, antifungicas,
antituberculosas, inmunosupresoras y antiinflamatorias (Shah et al., 2017; Tan &
Phyo, 2020). Muchos de los agentes terapéuticos inspirados o derivados de
cianobacterias se encuentran actualmente en investigacion clinica (Khalifa et al.,
2021; Qamar et al., 2021).

2.2. Diversidad quimica y bioactividad de metabolitos secundarios de
cianobacterias

Actualmente se han aislado mas de 1600 moléculas de cianobacterias que han sido
agrupadas en 260 familias de metabolitos (Demay, Bernard, Reinhardt, & Marie,
2019). Su amplia diversidad estructural es el resultado de la capacidad del
metabolismo de las cianobacterias para integrar sintasas peptidicas no ribosémicas
con sintasas de policétidos, asi como varias enzimas responsables de otras
transformaciones biosintéticas, |0 que origina productos naturales quimicamente
diversos como alcaloides, depsipéptidos, lipopéptidos, macrdélidos/lactonas,
péptidos, terpenos, polisacaridos, lipidos, policétidos y otros (Dhakal, Chen, Luesch,
& Ding, 2021; Jones et al., 2010; Kleigrewe, Gerwick, Sherman, & Gerwick, 2016;
Mondal et al., 2020; Shah et al., 2017). De las 260 familias de metabolitos
reportadas, 66 pertenecen a la clase de péptidos, y junto con las clases
depsipéptidos y lipopéptidos, representan 133 familias de compuestos derivados de
péptidos (51% de las familias de metabolitos) (Demay et al., 2019).

Por otro lado, de la gran diversidad de actividades biolégicas reportadas en
la literatura, la actividad citotdxica contra varias lineas celulares es el tipo de
bioactividad que se evalla con mas frecuencia en compuestos derivados de
cianobacterias, con hasta 110 familias de metabolitos de las 260 reportadas (42%
de las familias), mientras que las bioactividades antioxidante y antiinflamatoria son
las menos evaluadas, con 3 y 7 familias de metabolitos (0.8% y 1.9%),

respectivamente (Demay et al., 2019).
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2.3. Actividad citotoxica de los metabolitos secundarios de cianobacterias

Las investigaciones sobre metabolitos secundarios con actividad citotoxica aislados
de cianobacterias comenzaron en la década de los setenta cuando Mynderse y
colaboradores informaron de las propiedades citotoxicas de la debromoaplisiatoxina
(aislada de la cianobacteria Lyngbya gracilis) frente a células de leucemia murina
P-388 (Mynderse, Moore, Kashiwagi, & Norton, 1977). Mas tarde, Carmely y
Kashman aislaron el swinholide A de la esponja marina Theonella swinhoei
(Carmely & Kashman, 1985). Posteriormente, Andriansolo y colaboradores lograron
aislar el swinholide A y dos nuevas moléculas relacionadas (ankaraholides A y B)
de las cianobacterias Symploca sp. y Geitlerinema sp., respectivamente
(Andrianasolo et al., 2005). El swinholide A fue el primer ejemplo de una familia de
metabolitos denominados en la actualidad como swinholides. Esta familia
representa una gama de productos naturales tipo macrélido que tienen un anillo de
lactona dimérico Unico de 44 miembros o mas grande, y que son potentes

citotoxinas que rompen el citoesqueleto de actina (Tao et al., 2018).

A partir de entonces, numerosas investigaciones se han encargado de
identificar, agrupar y evaluar las propiedades citotdxicas de los diversos compuestos
aislados de cianobacterias. Actualmente, varios estudios han demostrado que
algunas de las familias de metabolitos aisladas de cianobacterias presentan
actividad citotoxica importante contra diversas lineas celulares de cancer a
concentraciones nanomolares en modelos preclinicos (Qamar et al., 2021). Los
mecanismos implicados en la citotoxicidad de los metabolitos aislados de
cianobacterias son diversos, pero algunas familias de metabolitos presentan
mecanismos de citotoxicidad similares, como el caso de las bisebromoamidas, las
hectoclorinas, las lyngbyabellinas, las majusculamidas y los swinholides, que
generan alteraciones en el citoesqueleto de actina (Luesch, Yoshida, Moore, Paul,
& Mooberry, 2000; Marquez et al., 2002; Simmons et al., 2009; Sumiya et al., 2011;
Tao et al., 2018); el Largozol y el Santacruzamato A, que son inhibidores de las
histonas desacetilasas (HDAC) (Bowers et al., 2008; Gromek et al., 2016); y las
apratoxinas y la coibamida A, que inhiben el translocon trimérico Sec61 (Paatero et
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al., 2016; Tranter et al., 2020). Ademas, algunas familias de metabolitos presentan
otros mecanismos interesantes, como las dolastatinas, las cuales generan la
despolimerizacion de los microtubulos; las carmaficinas, que inhiben el proteosoma
20S; y las patelamidas, que evitan la resistencia a multiples farmacos (Catassi et
al., 2006; Fu, Do, Schmitz, Andrusevich, & Engel, 1998; Pereira et al., 2012). Sin
embargo, los mecanismos implicados en la citotoxicidad de la mayoria de los
compuestos de cianobacterias en lineas celulares tumorales aln se pasan por alto
en gran medida, aunque varios estudios apuntan a una implicacion en la apoptosis.
Esta asociacion se ha relacionado con varios indicadores apoptéticos como la
detencion del ciclo celular, alteraciones en la cascada de caspasas y alteraciones
en los niveles de proteinas especificas (M. Costa et al., 2012; Salvador-Reyes &
Luesch, 2015).

Ademas de los efectos anticancerigenos en modelos preclinicos, varios de
los compuestos aislados de cianobacterias han surgido como plantillas para el
desarrollo de nuevos medicamentos contra el cancer. Un claro ejemplo es la
molécula dolastatina 10 aislada de la cianobacteria Caldora penicillata (Engene,
Tronholm, Salvador-Reyes, Luesch, & Paul, 2015), la cual es un potente agente
desestabilizador de microtibulos que sirvi6 como plantilla para el desarrollo de la
monometil auristatina E, que se utiliza en los conjugados anticuerpo-farmaco (ADC)
brentuximab vedotin (Adcetris) y polatuzumab vedotin (Polivy) aprobados por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA). El brentuximab
vedotin se usa en el tratamiento del linfoma de Hodgkin y el linfoma anaplasico de
células grandes (Deng, Pan, & O'Connor, 2013; Minich, 2012), mientras que el
polatuzumab vedotin se usa en combinacién con bendamustina y un producto de
rituximab para el tratamiento de casos de recaida o refractarios de linfoma difuso de
células B grandes (Assi et al., 2021). En consecuencia, humerosos estudios de
investigacion se han centrado en el disefio y la utilizacion de miembros de la familia
de las auristatinas dentro de los ADC para el tratamiento de diversas neoplasias.
Actualmente, mas de 30 ADC, gue incorporan auristatinas como cargas utiles, se

encuentran en ensayos clinicos o en estado preclinico avanzado para la terapia del
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cancer (Gao, Wang, Hua, Li, & Tang, 2021; Maderna & Leverett, 2015; Newman &
Cragg, 2014).

2.4. Taxonomia de las cepas productoras de metabolitos secundarios de
cianobacterias

Segun la clasificacion de las familias de metabolitos de cianobacterias agrupadas

por Demay y colaboradores, las cepas del orden taxonomico de Oscillatoriales

producen el mayor nimero de familias de metabolitos (153 familias, 46.5%),

mientras que las cepas pertenecientes al orden de Nostocales producen 98 familias

(29.7%), seguido de los 6rdenes Chroococcales y Synechococcales, que exhiben

34 y 31 familias de metabolitos (10.3% y 9.4%), respectivamente.

A nivel taxonémico de familia, los principales productores de compuestos
bioactivos pertenecen al orden Oscillatoriaceae, con 122 familias de metabolitos
(30.3%), seguido de Nostocaceae y Microcoleaceae, con 69 y 48 familias de
compuestos (17.2% y 10.9%), respectivamente. En cuanto a género, los géneros
Lyngbya y Moorea, anteriormente agrupados en Lyngbya, exhiben el mayor nimero
de compuestos aislados (85 familias de metabolitos, 20.6%). Estos géneros estan
ampliamente extendidos en los ecosistemas marinos y a la fecha son los reportados
con el mayor numero de compuestos bioactivos producidos por cianobacterias. El
género Nostoc, productor de 50 familias de compuestos bioactivos (12.1%), es el
segundo mas prolifico, seguido de Anabaena, Oscillatoria y Microcystis con 32, 31
y 27 familias (7.8%, 7.5% y 6.6%), respectivamente (Demay et al., 2019).

2.5. Ecosistemas de cianobacterias

Las cianobacterias presentan una gama muy amplia de adaptaciones que permiten
su distribucibn en microambientes muy diversos en todo el mundo. Como
consecuencia, las cianobacterias crecen en habitats variados y a menudo extremos,
y luego pueden asentarse en diversos ecosistemas, por ejemplo, marinos,
terrestres, de agua dulce, manantiales termales, etc. (Kurmayer, Deng, & Entfellner,

2016). Su exitosa colonizacién en la naturaleza se atribuye en gran parte a su
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diversidad genética, asi como a la produccién de productos naturales de importancia
ecoldgica (Du et al., 2019).

Considerando los ecosistemas de las cianobacterias reportados en la base
de datos elaborada por Demay y colaboradores, de la gran variedad de
cianobacterias existentes, la mayoria de los compuestos han sido aislados de
cianobacterias de origen marino (148 familias de metabolitos, 53%), en
comparacion con la cantidad de familias aisladas de cianobacterias de agua dulce
(77 familias, 27.6%) y otros ecosistemas. Siguiendo esta premisa, la mayoria de las
evaluaciones de actividades terapéuticas se han realizado a partir de compuestos
aislados de cianobacterias marinas, en particular del género Lyngbya/Moorea, por
lo que existe una oportunidad potencial para la evaluacidon de las bioactividades de
compuestos procedentes de cianobacterias de otros ecosistemas y otros géneros
no explorados.

2.6. Cianobacterias del género Dolichospermum

Las propiedades biolégicamente activas de los compuestos de las cianobacterias
de agua dulce, en particular del género Dolichospermum, han sido poco exploradas,
y la informacion sobre su actividad citotoxica es escasa. Las cianobacterias del
género Dolichospermum se encuentran presentes en cuerpos de agua dulce en todo
el mundo. Se ha documentado que varias especies de este género originan
florecimientos toxicos gracias a la presencia de una amplia gama de metabolitos
secundarios bioactivos, incluidas algunas toxinas potentes como las microcistinas,
las anatoxinas, las saxitoxinas y la cilindrospermopsina (Buratti et al., 2017; Grachev
et al., 2018; X. Li, Dreher, & Li, 2016), lo que puede generar posibles consecuencias
para la salud humana. Sin embargo, ciertas cianotoxinas también podrian constituir

una oportunidad prometedora para el desarrollo de farmacos anticancerigenos.

Si bien la mayoria de las investigaciones sobre este género se han basado
en la toxicidad de sus metabolitos, en la actualidad se cuenta con pocos reportes

en donde se explore la actividad citotéxica de metabolitos extraidos a partir de estos
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organismos en diversas lineas celulares de cancer. Esto quiza se debe a la escasa
informacion taxonémica y bioactiva de estas especies, por lo que el poco interés de
la comunidad cientifica podria ser atribuido a dicha falta de informacion. Sin
embargo, estas pautas han generado una ventana de oportunidades para la
identificacion de productos bioactivos con actividad citotbxica que puedan
representar una fuente importante de nuevas estructuras quimicas con importancia
para el desarrollo de agentes antineoplasicos. Por lo tanto, en el presente estudio
se realiz6 el andlisis quimico y se evaluo la actividad citotdéxica de extractos de la
cianobacteria Dolichospermum sp. en diversas lineas celulares de cancer, a partir

de cultivos de cianobacterias provenientes de la presa Vicente Aguirre, en Hidalgo.

3. Justificacion

Desde hace varias décadas, los tumores malignos se han posicionado en los
primeros sitos de mortalidad a nivel mundial, lo que representa un gran desafio para
las economias y los sistemas de salud. A pesar de las mejoras en el diagndstico y
el tratamiento, las cifras de incidencia y mortalidad siguen en aumento y se estima
que el cancer sera considerado como la principal causa de muerte en todos los
paises del mundo en el siglo XXI. De igual manera, a pesar del amplio arsenal
farmacoldgico contra esta enfermedad, existen varias razones por las cuales la
terapia contra el cancer no es efectiva en un nimero importante de pacientes, las
cuales van desde el diagndstico tardio, la falta de apego al tratamiento, la resistencia
inducida a los antineoplasicos empleados durante el tratamiento mismo, la
capacidad recidivante de las células resistentes y/o no extirpadas quirdrgicamente,
y la carencia de farmacos mas eficaces, especificos y que presenten menores
efectos adversos. Todas ellas razones por las cuales es necesaria la busqueda de
nuevas moléculas que puedan representar una fuente importante de nuevas
estructuras quimicas con importancia para el desarrollo de agentes antineoplasicos
a partir de fuentes poco exploradas, como lo son las cianobacterias de aguas

dulces.

15



4. Hipoétesis
Algunos compuestos presentes en extractos de Dolichospermum sp. presentaran
efecto citotdxico y antiproliferativo en lineas celulares derivadas de diversos tipos

tumorales.

5. Objetivos

5.1. General
Evaluar la actividad citotoxica y antiproliferativa de extractos de Dolichospermum

sp. en lineas celulares derivadas de diversos tipos tumorales.

5.2. Especificos

a. Obtener y evaluar los extractos hidro-alcohdlico, de metanol, de
diclorometano y de n-hexano de Dolichospermum sp. en lineas celulares
derivadas de diversos tipos tumorales.

b. Determinar la actividad citotoxica de los extractos més activos en células
no cancerosas.

c. Evaluar la muerte celular inducida por los extractos mas activos en células
de cancer sensibles a ellos.

d. Realizar el andlisis quimico de los extractos mas activos.

6. Materiales y Métodos

6.1. Material celular

El material celular de Dolichospermum sp. previamente aislado, identificado
morfolégicamente hasta género y cultivado por Andrea Margarita Garcia Casillas,
esta en proceso de identificacion molecular y fue proporcionado por la Dra. Lorena
Maria Duran Riveroll del Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de
Ensenada, el cual fue recolectado en la presa Vicente Aguirre, en el estado de
Hidalgo (Figura 2). Durante el desarrollo del presente estudio, el cultivo de
Dolichospermum sp. para la obtencion de biomasa fue realizado a 25 °C con

iluminacion continua con una luz blanca de 2,000 Ix de intensidad en la Facultad de
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Farmacia de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos y en el Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM). La biomasa obtenida fue liofilizada para su procesamiento. Se utilizé un
total de 12 L de cultivo de Dolichospermum sp. para la obtencion de 2.84 g de

material liofilizado (peso seco).

P 5. j r Rw\ =% \% e
A : l \\‘:\ So

s
- ; . —
- >
P~ E; 3 4 .
¥ . & \
dpﬂ"/ 3 :7 ‘ @
4 /
.
> M
lﬁ -
’ NN ™y
N N g » i 2
\ / ki A D
b N s \\ .'-. i
¢ ~ >
> \"‘u . 4 \\\ 74 \\\ Y

/ rd
g L Y4 ¥
Do &
o // 11 N s
Figura 2. Cianobacteria del género Dolichospermum sp. utilizada en el presente estudio. Imdgenes

representativas observadas bajo microscopia en campo claro con un objetivo de magnificacion de
100x (1000x de magnificacién). Barra de escala = 100 um.

6.2. Obtencién de extractos de Dolichospermum sp.

Para la obtencibn de los diversos extractos, el material liofilizado de
Dolichospermum sp. fue sometido a sucesivas extracciones con diferentes
disolventes organicos en orden creciente de polaridad mediante el método
convencional de maceracion en frio. Para ello se utilizaron 1.5 g de la biomasa
liofilizada, a la cual se le adicionaron 150 mL de n-hexano en un frasco de vidrio, se
agitd en vortex durante 5 min, se sonicé durante 10 min en un sonicador Sonics, y
se dejo en maceracion durante 48 h. Después del tiempo de maceracion se separd
el extracto del residuo por medio de filtracion, utilizando un filtro de 0.22 pm,
posteriormente se concentrd por medio de un rota-evaporador Heidolph a 40 °C y
presién reducida, y se realiz6 el secado completo a temperatura ambiente. Este
procedimiento se repitié dos veces mas sobre el residuo obtenido para la obtencién
del extracto de n-hexano. Después de las tres maceraciones, se procedio a realizar

el mismo procedimiento en el residuo obtenido, utilizando diclorometano v,
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posteriormente, metanol. Para la obtencién de los extractos hidro-alcohélicos se
realizé el mismo procedimiento utilizando 1 g del liofilizado y como disolvente
metanol-agua en diferentes proporciones (1:1, 6:4, 7:3, 8:2 y 9:1). Los extractos se
almacenaron a -4 °C y se disolvieron en DMSO para ensayos biologicos, segun

fuera necesario.

6.3. Lineas celulares de cancer

Las lineas celulares C6 (glioma murino, ATCC® CCL-107™), RG2 (glioma murino,
ATCC® CRL-2433™), U87 (glioblastoma humano, ATCC® HTB-14™) y A549
(carcinoma de pulmén, ATCC® CCL-185™) se obtuvieron de la American Type
Culture Collection (ATCC®), mientras que la linea celular U373 (astrocitoma
humano, ATCC® CVCL-2219™) fue donada por el Instituto Nacional de
Cancerologia (México). Las células se cultivaron a 37 °C y 5% de CO2 en Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) (C6, RG2, U87 y U373) o DMEM/F-12 1:1 (A549)
con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, penicilina-estreptomicina al 1%, aminoacidos
no esenciales al 1%, y 2 mM de L-glutamina, hasta alcanzar una confluencia de
alrededor del 90% en una caja de cultivo de 75 cm?.

6.4. Cultivos primarios de neuronas y astrocitos

Los cultivos primarios se establecieron utilizando embriones de rata Wistar de 17
dias de gestacion. Brevemente, se disecaron los cerebros completos (incluida la
corteza y las regiones subcorticales, excluyendo el cerebelo y los bulbos olfatorios),
se homogenizaron mecanicamente, se expusieron durante 2 min a tripsina al 0.25%
a 37 °C, y se desactivaron con SFB. Después de centrifugar a 900 xg durante 10
min, las células se recolectaron, se resuspendieron en Minimal Essential Medium
(MEM) sin SFB, se pasaron a través de un colador celular (70 mm), se sembraron
1x10% células en placas de cultivo pre-tratadas con poli-D-lisina (12.5 mg/mL), y se
dejaron en reposo durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, el medio fue reemplazado
por medio Neurobasal suplementado con glutamina (2 mM) y 2% B-27 10X para
cultivo neuronal, o DMEM suplementado con SFB para cultivo de astrocitos,

dependiendo del propésito experimental. Las células se incubaron a 37 °C y 5% de
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CO2y la mitad del medio de cultivo se renové cada tres dias. Los experimentos con
células cultivadas se llevaron a cabo en el dia 7-10 de cultivo, una vez que los

cultivos se establecieron por completo.

6.5. Validacion de cultivos primarios neuronales

Para determinar la proliferacion e identidad de las células que se obtuvieron de las
disecciones de los cerebros de embriones murinos, se realizé un seguimiento del
cultivo primario de neuronas a diferentes tiempos (1, 2, 3, 7 y 9 dias) de incubacién
en el medio Neurobasal. Brevemente, a los tiempos determinados, los pozos
seleccionados se fijaron durante 1 h con paraformaldehido al 1% en PBS, se lavaron
tres veces con PBS, y se bloguearon por 1 h con albumina al 5% en PBS.
Transcurrido este tiempo, los pozos se lavaron en las mismas condiciones y se
incubaron durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario Anti-NeuN
(especifico para neuronas) obtenido en conejo, y el Anti-GFAP (especifico para
astrocitos) obtenido en ratdon, a una dilucion en PBS de 1:50 y 1:100,
respectivamente. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS y se
incubaron por 1 h con un anticuerpo secundario Anti-conejo marcado con CY5
(dilucién 1:1,500) para el caso de Anti-NeuN, y Anti-ratén (dilucién 1:2,500) para el
caso de Anti-GFAP. Finalmente, los pozos se recubrieron con una resina de montaje
+ DAPI para contrastar los nucleos celulares y se tomaron micrografias con un
objetivo de magnificacion de 20x (200x de magnificacion) en campo claro y
fluorescencia en un lector multimodal Cytation 3 marca BioTek, empleando
longitudes de onda de 503 (GFAP), 647 (CY5) y 405 nm (DAPI).

6.6. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular en las lineas celulares y cultivos primarios se determiné de
acuerdo con el protocolo de incorporacion del colorante rojo neutro como una
medida directa de la viabilidad celular, ya que solo las células vivas incorporan y
metabolizan el compuesto rojo neutro (Repetto, Del Peso, & Zurita, 2008).
Brevemente, las lineas celulares, asi como los cultivos primarios, se sembraron a

una densidad de 5x10° y 1x10* células/pozo, respectivamente, en placas de 96
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pozos con su medio de crecimiento respectivo durante 24 h. Transcurrido este
tiempo, se retird el medio, las células se lavaron tres veces con PBS estéril y se
expusieron a los extractos de Dolichospermum sp. a diferentes concentraciones
(0.1, 1, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 y 500 ug/mL) diluidos en el medio
respectivo dependiendo el propdsito experimental durante 48 h. El paclitaxel (PAC)
se utilizd como control positivo de dafio celular usando concentraciones empiricas.
Después del tiempo de exposicion a los tratamientos, los cultivos se lavaron con
PBS, se adicionaron 100 pL de rojo neutro (50 ug/mL) a cada pozo, y se incubaron
durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, se retiré el medio y se lavaron los pocillos con
PBS. Finalmente, el rojo neutro se eluy6é con 100 pL de etanol-acido acético-PBS
(50%:2%:48%) durante 10 min y se determiné la absorbancia a 540 nm en un lector
multimodal Cytation 3. Los controles negativos (solo medio de cultivo) contenian la
misma cantidad de DMSO (=< 0.5%, v/v) que los extractos de Dolichospermum sp.
en todas las condiciones de tratamiento. Los valores de Clso se determinaron por

analisis de regresion usando el software GraphPad Prism.

6.7. Ensayo de formacion de esferoides

El numero de esferoides en la linea celular RG2 se determind por microscopia
Optica. Este ensayo se basa en la capacidad de la linea celular RG2 para formar
esferoides como una de sus propiedades de autorrenovacion y diseminacion (Lee
et al., 2013). Brevemente, las células RG2 se sembraron a una densidad de 5x103
células/pozo en placas de 96 pozos en medio DMEM complementado durante 24 h.
Posteriormente, las células se lavaron tres veces con PBS estéril y se expusieron a
los diferentes extractos de Dolichospermum sp. en diferentes concentraciones (50,
100, 150, 200 y 250 ug/mL) durante 48 h. Después del tiempo de exposicion a los
tratamientos, las células se lavaron con PBS, se adicionaron 100 uL de rojo neutro
(50 pg/mL) a cada pozo, y se incubaron durante 2 h a 37 °C. A continuacion, se
lavaron los pocillos con PBS y se cuantificé el nimero de esferoides funcionales

(esferoides que internalizaron el colorante) formados en cada pozo.
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6.8. Evaluacion de la muerte celular

El tipo de muerte celular se determiné de acuerdo al protocolo de naranja de acridina
(NA) y bromuro de etidio (BE) (Kasibhatla et al., 2006). Brevemente, las lineas
celulares C6 y RG2 se sembraron a una densidad de 5x102 células/pozo en placas
de 96 pozos en medio DMEM + SFB durante 24 h. Posteriormente, se trataron
durante 48 h segun la Clso de cada extracto en cada linea celular. Para los controles,
las células se expusieron 30 min con H202 (control positivo de apoptosis), o bien
hirviéndolas en agua a 95 °C durante 10 s (control positivo de necrosis). Después
de 48 h de tratamiento, las células fueron expuestas a una solucion de NA y BE
(100 pg/mL NA, 100 pg/mL BE) y se observaron en un lector multimodal Cytation 3
en modo de fluorescencia para observar la morfologia celular y los cambios
nucleares. Los colorantes NA/BE son selectivos para los acidos nucleicos que
cuando se unen al ADN originan fluorescencia verde y roja-anaranjada,
respectivamente. La NA tefiird tanto las células vivas como las muertas, mientras
qgue el BE teiiira solo las células que hayan perdido la integridad de la membrana.
Los criterios de identificacion son los siguientes: las células vivas aparecen
uniformemente verdes con una estructura intacta, las células apoptéticas tempranas
se tifien de verde y exhiben puntos verdes brillantes en los nucleos como
consecuencia de la condensacion de la cromatina y la fragmentacion nuclear, las
células apoptéticas tardias también incorporan BE y, por lo tanto, se tifien de rojo-
anaranjado, pero a diferencia de las células necroticas, las células apoptoticas
tardias muestran ndcleos condensados y a menudo fragmentados, mientras que las
células necrdticas se tifien de rojo-anaranjado, pero tienen una morfologia nuclear

gue se asemeja a la de las células viables, sin cromatina condensada.

6.9. Analisis quimico de los extractos de diclorometano y metanol de
Dolichospermum sp.

El analisis quimico de los extractos fue realizado en el Instituto de Quimica de la

UNAM por el Dr. Baldomero Esquivel Rodriguez y la Dra. Celia Bustos Brito.

Brevemente, los extractos de diclorometano (52.4 mg) y metanol (41.8 mg)

procedentes de la cianobacteria Dolichospermum sp. se etiquetaron como CB-
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DDCM y CB-DMeOH, respectivamente. Las determinaciones de los espectros de
resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en los equipos Jeol Eclipse
operando a una frecuencia de 300 MHz, y Fourier Bruker AVANCE Il operando a
400 MHz para 'H. La separacion cromatografica en columna se realiz6 en gel de
silice de malla 230-400. La cromatografia en capa fina preparativa fue realizada en
placas (Merck KGaA) de 0.25 mm de espesor. El seguimiento de la separacion
cromatografica se llevé a cabo con cromatografia en capa fina analitica (CCFA),
empleando placas de gel de silice de 0.20 mm de espesor con indicador de
fluorescencia de marca (Merck KGaA), y su revelado se realizé con una lampara de
luz UV y sulfato cérico (bisulfato de cesio) en acido sulfarico concentrado.

6.9.1. Analisis quimico del extracto de diclorometano
El extracto de diclorometano se sometié a cromatografia en columna abierta con el
objetivo de separar el componente mayoritario. La cromatografia se realizo bajo las

siguientes condiciones:

Tabla 1. Condiciones de la cromatografia en columna abierta.

Peso de la muestra 42.4 mg

Diametro de la columna 1.3cm

Longitud de la columna 18.5cm

Disolventes de elucién Mezclas de diclorometano-acetona (la

proporcion de acetona se incrementé

gradualmente de 10 a 100%, en pasos

de 10%)
Volumen de las fracciones 10 mL
Fracciones colectadas 51

Las fracciones se reunieron de acuerdo con su perfil cromatografico en capa
fina, revelando con luz UV, sulfato cérico y ninhidrina. Posteriormente, se determino

la RMN *H de las principales fracciones.
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6.10. Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). Todos los experimentos se llevaron a cabo en
por lo menos 3 experimentos independientes por triplicado y los resultados se
expresaron como media + desviacion estandar (S.D.), o £ error estandar de la media
(S.E.M.). La significancia estadistica se determindé mediante analisis de varianzas
(ANOVA) de una via seguido del analisis post hoc de Tukey. Los valores de *P <

0.05, *™*P < 0.01 y ***P < 0.001 se consideraron estadisticamente significativos.

7. Resultados

7.1. Evaluacién de la actividad citotoxica de extractos de Dolichospermum
sp. sobre lineas celulares cancerosas
La extraccion de la muestra de Dolichospermum sp. produjo un extracto de n-
hexano amarillento (31.5 mg), un extracto de diclorometano verde oscuro (58.5 mg),
un extracto de metanol verde muy oscuro (126 mg) y extractos hidro-alcohdlicos
marron oscuro (115 mg en total). El efecto citotoxico de los extractos de
Dolichospermum sp. sobre la proliferacidon de las diversas lineas celulares de cancer
se determiné mediante el ensayo de incorporacion de rojo neutro. La actividad
antiproliferativa de los extractos hidro-alcohélico (HA 1:1), de metanol (MeOH), de
diclorometano (DCM) y de n-hexano (Hex) se muestra en la Figura 3. Los extractos
de MeOH y DCM, a concentraciones de 100 pg/mL, disminuyeron la viabilidad
celular de manera significativa en la linea celular RG2 de glioma murino en un
51.36% y 42.88%, respectivamente, mientras que en la linea celular C6, se observo
una disminucion de la viabilidad de manera significativa en un 19.61% y 24.30%,
respectivamente (Figura 3a y 3b). Por otro lado, las lineas celulares U87, A549 y

U373 no presentaron una disminucion significativa de la viabilidad celular.
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Figura 3. Efecto antiproliferativo de los extractos de Dolichospermum sp. a 100 pg/mL en células (a)
RG2, (b) C6, (c) U87, (d) A549 y (e) U373 después de 48 h de exposicion. Se utilizé paclitaxel (PAC)

como control positivo de dafio celular (2.5 uM, 2 uM, 2 uM, 100 nM y 2 uM de PAC respectivamente

para cada linea celular). Los valores representan medias + S.E.M. (n = 3 experimentos

independientes por triplicado por grupo). *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001, diferente del control
negativo.
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Para determinar la citotoxicidad de los compuestos presentes en los
extractos de MeOH y DCM sobre las lineas celulares RG2 y C6, se realizaron curvas
de concentracion-respuesta. Los resultados representados en la Figura 4 revelan
que los extractos evaluados exhibieron una actividad citotoxica de manera
dependiente de la concentracion, siendo el extracto de DCM el que mostré una
mayor actividad citotoxica, con una Clso de 106.70 + 1.75y 154.82 + 6.57 pg/mL en
células RG2 y C6, respectivamente, mientras que el extracto de MeOH presentd un
Clso de 115.07 £5.66 y 219.07 £ 8.42 pg/mL en células RG2 y C6, respectivamente.
Por otro lado, se decidio evaluar las diferentes proporciones del extracto HA para
determinar si las variaciones sobre la cantidad de MeOH-H20 influian sobre la

viabilidad celular; sin embargo, no hubo cambios significativos a la concentracion
evaluada (Figura 5).
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Figura 4. Efecto antiproliferativo de los extractos de MeOH y DCM de Dolichospermum sp. a
diferentes concentraciones (50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 y 500 pug/mL) en células (a) RG2 y (b)

C6 después de 48 h de exposicion. Los valores representan medias + S.D. (n = 3 experimentos
independientes por triplicado por grupo).
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Figura 5. Efecto antiproliferativo del extracto HA de Dolichospermum sp. en diferentes proporciones
de MeOH-H20 a 100 pg/mL en células (a) RG2 y (b) C6 después de 48 h de exposicion. Los valores
representan medias + S.E.M. (n = 3 experimentos independientes por triplicado por grupo). *P < 0.05,
**P <0.01 y**P =< 0.001, diferente del control negativo.

Durante el proceso de citotoxicidad inducido por los diferentes extractos en
las lineas celulares RG2 y C6, se observaron severas irregularidades en la
morfologia tipica. Algunos de los cambios méas evidentes después de 48 h de
tratamiento fueron la reduccion de proyecciones plasmaticas, detritos celulares en
el medio, cuerpos celulares redondeados, citoplasma multivacuolado y agregacion
celular. Sin embargo, estas alteraciones morfolégicas se observaron en diferentes

grados para cada uno de los extractos evaluados de manera proporcional a las dosis
evaluadas (Figuras 6 y 7).
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Figura 6. Cambios morfologicos y efecto citotoxico de los extractos de MeOH y DCM de
Dolichospermum sp. a 50, 100, 150, 200 y 250 ug/mL en células RG2 después de 48 h de exposicién.
Imagenes representativas observadas bajo microscopia en campo claro con un objetivo de
magnificacion de 4x y 20x (40x y 200x de magnificacion, respectivamente). Barra de escala = 1000
y 100 um, respectivamente.
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Figura 7. Cambios morfologicos y efecto citotoxico de los extractos de MeOH y DCM de
Dolichospermum sp. a 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL en células C6 después de 48 h de exposicion.
Iméagenes representativas observadas bajo microscopia en campo claro con un objetivo de
magnificacion de 4x y 20x (40x y 200x de magnificacion, respectivamente). Barra de escala = 1000
y 100 um, respectivamente.
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7.2. Evaluacion del numero de esferoides

El nimero de esferoides en la linea celular RG2 se determind bajo microscopia
Optica, utilizando la técnica de incorporacion de rojo neutro descrita previamente.
Recientemente se ha demostrado que las células RG2 tienen una poblacion similar
a las células madre cancerigenas, con la capacidad de formar esferoides como una
de sus propiedades de autorrenovacion y diseminacion (Lee et al., 2013). La Figura
8 muestra que el niumero de esferoides aumentd de manera dependiente de la
concentracion al utilizar concentraciones sub-citotoxicas. Sin embargo, en
concentraciones citotoxicas (>100 pg/mL), se observa una tendencia a la
disminucién de esferoides dependiente de la concentracion.
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Figura 8. Numero de esferoides originados por la exposicién de las células RG2 a los extractos de
(@) MeOH y (b) DCM de Dolichospermum sp. a 25, 50, 100, 150, 200 y 250 pg/mL después de 48 h
de exposicién. Los valores representan medias = S.E.M. (n = 3 experimentos independientes por
triplicado). *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001, diferente del control negativo.

Cabe destacar que la formacion de esferoides en células RG2 expuestas al
extracto de DCM fue menor respecto al numero de esferoides formados en
respuesta al extracto de MeOH en la mayoria de los grupos de tratamiento, con
excepcion de las concentraciones de 200 y 250 pg/mL, con las cuales practicamente
existian pocos o nulos esferoides. De igual manera, a concentraciones citotéxicas
(100 y 200 pg/mL) del extracto de DCM se observé pérdida de interconexiones entre
células cancerosas, reduccion de proyecciones plasmaticas y cuerpos celulares

redondeados en la periferia de los esferoides (Figura 9).
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DCM

Figura 9. (a) Determinacion de esferoides funcionales mediante la tincion de células viables por el
método de rojo neutro; (b) Cambios morfol4gicos de los esferoides de RG2 expuestos al extracto de
DCM de Dolichospermum sp. a 50, 100 y 200 pg/mL después de 48 h de exposicion. Imagenes
representativas observadas bajo microscopia en campo claro con un objetivo de magnificacién de
4x y 20x (40x y 200x de magnificacion, respectivamente). Barra de escala = 1000 y 100 pym,
respectivamente.
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7.3. Validacion de cultivos primarios neuronales

Para determinar la actividad de proliferacion e identidad de las células que se
obtuvieron de las disecciones de los cerebros de embriones murinos, se realizo el
seguimiento del cultivo primario de neuronas a diferentes tiempos de incubacién
mediante inmunofluorescencia. En la Figura 10 se muestra el reconocimiento de
diferentes estirpes de células cerebrales, en las cuales se observa un mayor nimero
de neuronas respecto a los astrocitos conforme avanza el tiempo de incubacion;
esto debido principalmente a los procesos de proliferacion y diferenciacion que se
generan al exponer a las células al medio de crecimiento adecuado, ya que los
componentes especificos del medio de cultivo favorecen estos procesos de manera

selectiva.

DAPI DAPI + Anti-GFAP  DAPI + Anti-GFAP +
Anti-NeuN

) - - -
N - - -
- - - -
- - - -

Figura 10. Inmunofluorescencia de células cerebrales en cultivos primarios de neuronas. El panel
muestra el reconocimiento de nicleos con DAPI (azul), neuronas con Anti-NeuN (rojo) y astrocitos
con Anti-GFAP (verde) a diferentes tiempos de incubacion (1, 2, 3, 7 y 9 dias). Imagenes
representativas observadas bajo microscopia de fluorescencia con un objetivo de magnificacién de
4x (40x de magnificacion). Barra de escala = 1000 pum.

48 h
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7.4. Evaluacion de la actividad citotéxica de extractos de Dolichospermum
sp. sobre lineas celulares control

El efecto antiproliferativo de los extractos de Dolichospermum sp. sobre cultivos
primarios de neuronas y astrocitos se evalué mediante el ensayo de rojo neutro.
Como se muestra en la Figura 11, el extracto HA (1:1) exhibié la mayor actividad
citotbxica sobre el crecimiento celular contra ambos cultivos primarios,
disminuyendo la viabilidad celular en un 39.62%, y un 55.54% para cultivos de
neuronas y astrocitos, respectivamente, a concentraciones de 100 ug/mL. Por otro
lado, los extractos de MeOH, DCM y Hex mostraron una actividad antiproliferativa
menos notable a la misma concentracion, disminuyendo la viabilidad celular en un
14.10%, 39.36% y 27.97%, respectivamente, en cultivos primarios de neuronas,
mientras que en cultivos primarios de astrocitos se observa una disminucién de la
viabilidad de 28.88%, 25.54% y 16.04%, respectivamente.
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Figura 11. Efecto antiproliferativo de los extractos de Dolichospermum sp. a 100 pg/mL en cultivos
primarios de (a) neuronas y (b) astrocitos después de 48 h de exposicion. Se utilizé PAC como control
positivo de dafio celular (2 pM). Los valores representan medias + S.E.M. (n = 3 experimentos

independientes por triplicado por grupo). *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P < 0.001, diferente del control
negativo.

Para indagar mas sobre la citotoxicidad de los extractos de MeOH y DCM
sobre el crecimiento celular de cultivos primarios de neuronas, las células se
expusieron a diferentes concentraciones (0.1, 1, 10, 100 y 200 ug/mL). Como se
observa en la Figura 12, los extractos de MeOH y DCM a concentraciones de 200

pg/mL disminuyeron la viabilidad celular de manera significativa en un 37.67% y
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48.30%, respectivamente, por lo que las Clso de tales extractos es >200 pg/mL,
aunque cabe destacar que la Clso del extracto de DCM en cultivos primarios de
neuronas podria ser aproximada a 200 ug/mL.
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Figura 12. Efecto antiproliferativo de los extractos de (a) MeOH y (b) DCM de Dolichospermum sp.
a0.1,1, 10, 100 y 200 pg/mL en cultivos primarios de neuronas después de 48 h de exposicion. Los
valores representan medias + S.E.M. (n = 3 experimentos independientes por triplicado por grupo).
*P <0.05, **P £0.01 y ***P < 0.001 diferente del control negativo.

Como se muestra en las Figuras 3, 4 y 12, los extractos de MeOH y DCM
exhibieron una moderada actividad antiproliferativa en las lineas celulares RG2 y
C6, mientras que en cultivos primarios de neuronas los extractos presentan
moderada selectividad con valores de Clso >200 pg/mL. Por lo tanto, los extractos
de DCM y MeOH se estudiaron mas a fondo para determinar su perfil quimico y los

posibles mecanismos responsables de su citotoxicidad.

7.5. Evaluacién del tipo de muerte celular inducida por extractos de
Dolichospermum sp. sobre lineas celulares cancerosas

Para explorar el posible mecanismo de muerte celular mediado por los extractos de

MeOH y DCM sobre lineas celulares cancerosas, se utilizo el protocolo de naranja

de acridina (NA) y bromuro de etidio (BE). Como se muestra en la Figura 13, las

células RG2 y C6 tratadas con el equivalente a la Clso de cada extracto mostraron

caracteristicas morfologicas similares al control pro-apoptotico tratado con H20:2.

Los cambios mas representativos fueron una clara condensacion de cromatina y
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fragmentacion nuclear representada como puntos verdes brillantes en los nucleos,
protuberancias en la membrana plasmatica y formacioén de cuerpos apoptoticos.
Cabe destacar que no se observé necrosis en ninguna de las células tratadas con
los extractos al realizar la comparacion con el grupo tratado con agua a 95 °C como

control positivo de necrosis.
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Figura 13. Efecto del extracto de MeOH y DCM de Dolichospermum sp. sobre la muerte celular en
células RG2 y C6 segun su Clso. Imagenes representativas observadas bajo microscopia de campo
claro y fluorescencia con un objetivo de magnificacién de 20x (200x de magnificacion). Barra de
escala = 100 pm.

7.6. Analisis quimico de los extractos de diclorometano y metanol de
Dolichospermum sp.
Los extractos de diclorometano (CB-DDCM) y metanol (CB-DMeOH) se analizaron

por resonancia magnética nuclear de proton (RMN *H) con el fin de determinar el
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tipo de componentes presentes en cada uno de ellos. El espectro de RMN H del
extracto CB-DDCM muestra una sefal muy intensa en 1.25 ppm, caracteristica de
acidos grasos con cadena de grandes longitudes. A frecuencias mas altas (5.23-
5.45 ppm), se observan sefiales de protones vinilicos, lo que indica que las cadenas
correspondientes a los acidos grasos deben contener insaturaciones en alguna
posicion de la cadena. Sin embargo, esta técnica no permite determinar la longitud
de dicha cadena ni la posicion, nimero o configuracidén de las insaturaciones. En
aproximadamente 2.8 ppm se observa una sefial que indica la presencia de
metilenos alilicos ubicados entre dos insaturaciones. En 6= 2.3 se observan las
sefiales de los protones metilénicos en posicion a al grupo carbonilo. Menos
desplazadas, en 2.02 ppm se observan los metilenos alilicos. En 1.6 ppm se
observan las sefiales correspondientes a los metilenos en posicion beta al carbonilo.
Finalmente, aproximadamente en 0.8 ppm se observan las sefales atribuidas a los
metilos terminales de las cadenas de los &cidos grasos. Adicionalmente, se
observan dos grupos de sefiales simples en el espectro, el primer grupo se observa
en la region de los hidrégenos aromaticos (9.53, 9.39, 8.55y 8.10 ppm) y el segundo
grupo se encuentra en la zona de metilos unidos a oxigeno (3.88, 3.69, 3.40y 3.24
ppm) (Figura 14). Estas sefiales son caracteristicas de unos compuestos

denominados feofitinas.

Respecto al extracto CB-DMeOH, la RMN 'H muestra las sefiales
caracteristicas ya mencionadas para los acidos grasos, los cuales constituyen los
compuestos mayoritarios en el extracto. Ademas de estos &cidos, se observan
seflales muy complejas entre 3.5 ppm que indican la presencia de hidrogenos
geminales de oxigeno que podrian corresponder a azucares, aminoacidos,
inositoles o a algun otro componente altamente oxigenado (Figura 15). La presencia
de este tipo de compuestos es de esperarse debido a la naturaleza polar del

disolvente empleado para preparar el extracto.
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Figura 14. Espectro de RMN H del extracto CB-DDCM (CDClIz, 400 MHz).
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Figura 15. Espectro de RMN !H del extracto CB-DMeOH (CD30D, 400 MHz).
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7.6.1. Analisis quimico del extracto de diclorometano

El extracto CB-DDCM se sometié a cromatografia en columna abierta con el objetivo
de separar el componente mayoritario. Las fracciones se reunieron de acuerdo con
su perfil cromatografico en capa fina, revelando con luz UV, sulfato cérico y
ninhidrina. Se obtuvieron 17 fracciones primarias (CB-DDCM-A hasta CB-DDCM-
P). En la Figura 16 se muestran las placas cromatogréaficas de algunas de estas

fracciones.

17245 1 245 567 8

Figura 16. Placas cromatograficas de las primeras ocho fracciones de la primera columna del
extracto CB-DDCM.

Posteriormente, se determiné la RMN *H de las fracciones CB-DDCM-A, CB-
DDCM-B, CB-DDCM-C y CB-DDCM-D. Los espectros se muestran en las Figuras
17-20. El espectro de la fraccion CB-DDCM-A (11.2 mg, Figura 17) indica que esta
compuesta principalmente por acidos grasos, por lo que en etapas posteriores del
proyecto se realizara una esterificacion de estos acidos, cuyos esterés metilicos se
analizaran por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de easas (CG-
EM) para identificar los constituyentes de la mezcla. En el espectro de la fraccion

CB-DDCM-B (10.6 mg, Figura 18) se observa la presencia de acidos grasos y las
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sefales caracteristicas de una feofitina. En el espectro de la fraccion CB-DDCM-
C (2.8 mg, Figura 19) se observa la presencia de una sefal en 1.25 ppm y sefales
atribuibles a hidrégenos geminales de oxigeno en la regién de 3 a 4 ppm del
espectro que podrian corresponder a alcoholes con grandes longitudes de cadena.
Se observan también otras sefiales muy pequefias en la region de hidrégenos
aromaticos. En el espectro de la fraccion CB-DDCM-D (1.0 mg, Figura 20) solo se
observan las sefiales en 1.25 y 0.8 ppm que podrian corresponder a alcoholes o
acidos de cadenas largas; sin embargo, la cantidad de muestra fue muy pequefia y

no fue posible observar mas sefales.

Como puede notarse, la suma de la cantidad de muestra obtenida en las
fracciones Ay B constituye casi la mitad de extracto. Las fracciones A-D constituyen
25.6 mg. El peso del resto de las fracciones esta por debajo de 1 mg por lo que no
se determiné la RMN; sin embargo, se espera que a mas altas frecuencias de RMN
(700 MHz) sea posible identificar algin componente.

La Fraccion CB-DDCM-B se sometid6 a cromatografia en capa fina
preparativa empleando una mezcla de hexano-acetato de etilo (8:2), y se obtuvieron
7.2 mg (16.9% del extracto total de CB-DDCM) del compuesto CB-DDCM-Bb, cuyo
espectro de RMN 'H se muestra en la Figura 21. La RMN *H indica que se trata de
un compuesto con una pureza del 83% que muy probablemente corresponde a la
feofitina A (Figura 22).
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Figura 17. Espectro de RMN H de la fraccion CB-DDCM-A (CDCls, 300 MHz).
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Figura 18. Espectro de RMN *H de la fraccién CB-DDCM-B (CDCls, 300 MHz).
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Figura 19. Espectro de RMN !H de la fraccién CB-DDCM-C (CDCls, 300 MHz).
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Figura 20. Espectro de RMN *H de la fraccién CB-DDCM-D (CDClz, 300 MHz).
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Figura 21. Espectro de RMN 'H del compuesto CB-DDCM-Bb (CDCls, 400 MHz).
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Figura 22. Estructura quimica de la feofitina A.

8. Discusion

Segun la OMS, el cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte en
todo el mundo, con casi 10 millones de fallecimientos en el afio 2020, lo que genera
un importante problema de salud publica a nivel mundial, ya que causa grandes
pérdidas de vidas humanas y de recursos econémicos (GLOBOCAN, 2022). A pesar
de los esfuerzos de investigacion realizados durante las ultimas décadas, las cifras
de incidencia y mortalidad por cancer siguen en aumento. En ese sentido, se ha
propuesto una amplia gama de enfoques experimentales en los ultimos afios para
abordar los desafios asociados con el desarrollo y progresion del céancer; sin
embargo, en su mayor parte, estos han dado como resultado avances marginales,
por lo que se requiere la busqueda de nuevos compuestos biol6gicamente activos
que representen una estrategia prometedora para el desarrollo de agentes

terapéuticos utilizados en el tratamiento contra esta enfermedad.

Las cianobacterias han sido identificadas como uno de los grupos de
organismos mas prometedores a partir de los cuales se pueden aislar nuevos
productos naturales estructuralmente diversos y bioldgicamente activos, con
beneficios potenciales contra el cancer (Shah et al.,, 2017; Tan & Phyo, 2020).
Algunos de los compuestos de cianobacterias y sus analogos se han utilizado con
exito en los ensayos clinicos contra el cancer (Khalifa et al., 2021; Qamar et al.,
2021). Cabe seialar que el potencial de las cianobacterias marinas como agentes

anticancerigenos ha sido el mas explorado a nivel experimental en busca de la
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generacion de patentes en el area de salud y la industria farmacéutica, dejando
abierta la posibilidad de descubrir compuestos nuevos mediante la exploracion de
cepas de cianobacterias de géneros y habitats inexplorados. Con ello se abre todo
un campo innovador que requiere una exhaustiva labor cientifica e investigacion
interdisciplinaria para proponer nuevas aproximaciones terapéuticas en el area

oncologica.

Alentados por la capacidad casi ilimitada de las cianobacterias para generar
compuestos novedosos, y con base en los antecedentes de las capacidades
citotdéxicas de dichos compuestos, en este estudio se evalud la citotoxicidad de
extractos provenientes de una cianobacteria poco explorada del género
Dolichospermum con la finalidad de encontrar moléculas con propiedades
antiproliferativas importantes para el desarrollo de quimioterapéuticos novedosos,

especificos y eficaces.

Dolichospermum es un género de cianobacterias que causa florecimientos
ubicuos, anteriormente considerado parte del género Anabaena. El género
Anabaena contenia cepas benténicas y planctdnicas que constituian entidades
filogenéticamente separadas, razon por la cual, desde hace mas de una década, las
cepas plancténicas se reclasificaron como un nuevo género al que se le denominé
Dolichospermum (X. Li et al., 2016; Wacklin, Hoffmann, & Komarek, 2009). Este
género comprende mas de 40 especies de cianobacterias diazotroficas que se
encuentran comunmente en agua dulce y que contienen vesiculas de gas que les
permite flotar y migrar verticalmente en el agua (X. Li et al., 2016; Wacklin et al.,
2009). Algunas cepas pertenecientes a este género presentan propiedades téxicas
contra diversos organismos debido a la presencia de varios tipos de toxinas (X. Li
et al.,, 2016). Ademas, se sabe que diversos compuestos presentes en estos
organismos tienen propiedades antibacterianas y antioxidantes (Guerreiro,
Andrade, Menezes, Vilarinho, & Dias, 2020; Senousy, Abd Ellatif, & Ali, 2020; Yalcin,

2020). Sin embargo, en la actualidad existe un déficit general de la informacién
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citotoxica de compuestos bioactivos aislados de cianobacterias de este género

sobre lineas celulares de cancer.

De acuerdo con los criterios establecidos por el Instituto Nacional del Cancer
(EE. UU.) y el protocolo de Geran, los extractos evaluados durante 48-72 h que
presenten una Clsp <20, 21-200 y 201-500 pg/mL son considerados alta, moderada
y débilmente citotdxicos, respectivamente, mientras que extractos con Clso >501
pg/mL son considerados sin citotoxicidad, siendo aquellos extractos con un Clso <20
pg/mL considerados con potencial antineoplasico prometedor (Boik, 2001; Geran,
Greenberg, MacDonald, Schumacher, & Abbott, 1972; Grever, Schepartz, &
Chabner, 1992). Sin embrago, este umbral deriva de estudios estadisticos
predictivos, por lo cual, algunos extractos considerados no prometedores bajo esos
criterios podrian contener compuestos extraordinarios en una concentracion

demasiado baja para ser detectados.

En este estudio se realiz6 un cribado de actividad fijando la evaluacién de los
extractos sobre las lineas celulares de cancer a una concentracion de 100 pug/mL
durante 48 h de exposicion. Los resultados mostraron que los extractos de MeOH y
DCM exhibieron una disminucién de la viabilidad celular de manera significativa
contra la linea celular RG2 de glioma murino en un 51.36% y 42.88%,
respectivamente, mientras que en la linea celular C6 (glioma murino) también se
observé una disminucion significativa de la viabilidad, pero de manera menos
pronunciada. Por otro lado, en cultivos primarios de astrocitos a la misma
concentracion y tiempos de exposicion, los extractos de MeOH y DCM disminuyeron
la viabilidad celular de manera aun menos notable en un 28.88% y 25.54%,
respectivamente, mientras que en cultivos primarios de neuronas se observaron

tendencias de valores de Clso >200 pg/mL.

Motivados por los hallazgos de citotoxicidad inducida por los extractos de
MeOH y DCM ante las lineas celulares RG2 y C6 a concentraciones de 100 pg/mL,

se decidio realizar curvas de concentracion-respuesta para determinar las Clso de
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los extractos probados, demostrando que la actividad citotoxica y los cambios
morfolégicos observados eran dependientes de la concentracién, siendo los
extractos de DCM y MeOH moderadamente citotdxicos en la linea celular RG2 con
valores de Clso de 106.70 + 1.75y 115.07 + 5.66 pg/mL, respectivamente, mientras
que la actividad citotéxica de los extractos de DCM y MeOH se consideré moderada
y débilmente citotoxica en la linea celular C6 con valores de Clso de 154.82 + 6.57
y 219.07 £ 8.42 ug/mL, respectivamente. Es probable que esta actividad citotoxica
pueda incrementarse al realizar, en un proximo estudio, un proceso de purificacion
de los extractos. Cabe sefialar que en este estudio también se utilizaron las lineas
celulares U87, U373 y A549 derivadas de glioblastoma, astrocitoma y carcinoma de
pulmén humano, respectivamente. Sin embargo, los extractos evaluados no
disminuyeron la viabilidad de estas lineas celulares de manera significativa a la
concentracion evaluada. Estos resultados podrian evidenciar las diferencias

genéticas entre las lineas celulares estudiadas.

Se ha reportado que las células RG2 presentan un aumento en la expresion
de PDGFB, IGF-1, RAS, ARNm precursor de Erb3 / Her3 y ciclina D2, ademas de
expresar un p53 de tipo silvestre y una pérdida concurrente en la expresiéon del locus
del gen Cdkn2a, mientras que las células C6 tienen un locus mutado para Cdkn2a,
inhibiendo la expresion del ARNm de pl16 y pl9ARF, asi como un p53 de tipo
silvestre. Ademas, la linea C6 presenta una mayor expresion de los genes PDGF,
IGF-1 y Erb3/Her3, asi como un aumento de la expresiéon de Ras y Rb (Barth &
Kaur, 2009; Sibenaller et al., 2005). Por su parte, aunque las células U87 y U373 se
derivaron de tumores cerebrales primarios, difieren principalmente en el estado de
expresion de p53, ya que las células U87 tienen un perfil de tipo silvestre, mientras
gue la expresiéon de p53 en células U373 esta alterado por la mutacion en este gen.
Sin embargo, ambas lineas celulares presentan alteraciones en la expresion de
PTEN y Cdkn2a, asi como una regulacion positiva en varios conjuntos de genes
gue representan vias de sefializacion candnicas asociadas a genes oncogeénicos,
como las relacionadas con VEGF, Wnt, PDGF, IGF, TGF y PI3K (Clark et al., 2010;
Ishii et al., 1999; A. Li et al., 2008; Motaln et al., 2015). De manera similar, la linea
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celular A549 presenta alteraciones principalmente en Cdkn2a, KRAS, STK11 y
SMARCA4 (Blanco et al., 2009). Estos datos sugieren que los mecanismos de
citotoxicidad observados podrian ser independientes de las vias de sefializacién
gue se encuentran alteradas por la sobreexpresion de genes en comun entre las
lineas celulares evaluadas, como PDGF y RAS, asi como de alteraciones en genes
comunes como cdkn2a, mientras que la citotoxicidad de los extractos hacia las
células RG2 y C6 podria estar mediada en parte por las caracteristicas genéticas
que comparten ambas lineas celulares y que difieren del resto de las lineas
celulares probadas, como un aumento en la expresion de Erb3/Her3, y cuyas
diferencias en sus niveles de expresion podrian sustentar la resistencia observada

hacia los extractos.

Por otro lado, si bien est4 reportado que la sobreexpresién de EGFR es una
caracteristica comun de las lineas C6 y U373, al igual que la proteina S100,
(Giakoumettis, Kritis, & Foroglou, 2018), nuestros resultados mostraron una
susceptibilidad diferencial entre estas lineas celulares al ser expuestas a la misma
concentracion y tiempo de los extractos probados de Dolichospermum. Estos datos
también podrian sugerir que los mecanismos de citotoxicidad observados podrian
ser independientes de las vias de sefializacion que se encuentran alteradas por la
sobreexpresién de genes como p53 y EGFR, los cuales difieren en el perfil de
expresion del tipo silvestre y el mutado entre las células afectadas respecto a las no
afectadas probadas en este estudio (Tabla 2). Sin embargo, también es importante
mencionar la gran diversidad de compuestos presentes en los extractos probados
de Dolichospermum que podrian afectar diferentes vias de sefializacion de manera
paralela, asi como el resto de las variaciones genéticas entre las células que podrian
modular el efecto citotdxico final observado. Por tanto, es necesario realizar estudios
de investigacion adicionales para determinar los mecanismos selectivos detras de

la citotoxicidad observada entre las lineas celulares cancerosas evaluadas.
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Tabla 2. Perfil genético comparativo de las caracteristicas mas importantes de las lineas celulares

utilizadas en el estudio.

Perfil RG2 C6 us7 U373 A549
EGFR
- + - + -
sobreexpresion
S100
- + - + ND
sobreexpresion
Vimentina
+ - + + ND
sobreexpresion
GFAP
., - - - + ND
sobreexpresion
PDGF
+ + + + ND
sobreexpresion
IGF
+ + + + ND
sobreexpresion
Erb3/Her3
L, + + ND ND ND
sobreexpresion
VEGF
» ND ND + + ND
sobreexpresion
Wnt
» ND ND + + ND
sobreexpresion
TGF
L ND ND + + ND
sobreexpresion
PI3K
.. ND ND + + _
sobreexpresion
p53 mutacion o
- - - + -
delecion
Cdkn2a
mutacién o + + + + +
delecion
PTEN mutacién
. ND - + + ND
o delecion
KRAS mutacion + + + + +

+: presencia; -: ausencia; ND: no disponible. EGRF: receptor del factor de crecimiento epidérmico;
GFAP: proteina &cida fibrilar glial; PFGF: factor de crecimiento derivado de plaguetas; IGF: factor de

crecimiento insulinico; Erb3/Her3: receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano; VEGF:
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factor de crecimiento endotelial vascular; TGF: factor de crecimiento transformante; PI3K:

fosfoinositol 3-quinasa; PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa.

Actualmente, solo existe un informe en la literatura de la actividad
anticancerigena de cianobacterias del género Dolichospermum, en el cual se evalu6
la actividad citotoxica de cuatro cepas contra cuatro lineas celulares de cancer
humano. En este estudio, el extracto total de Dolichospermum crassum HSSASE20
mostro el mayor efecto citotoxico contra la linea celular PC3 de cancer de prostata,
Caco-2 de cancer de colon y MCF-7 de cancer de mama con valores de Clso de
44.1,57.9y 41.1 pg/mL, respectivamente, después de 72 h de incubacion, mientras
que el extracto total de Dolichospermum spiroides HSSASE18 exhibié el mayor
efecto citotoxico contra la linea celular HepG-2 de cancer hepatico con valor de Clso
de 48.8 ug/mL (Senousy et al., 2020). Ademas, en ese mismo informe se estudio la
citotoxicidad de los extractos contra células mononucleares de sangre periférica
sanas (PNMCs) y se revel6 que Dolichospermum flos-aquae HSSASE? era la cepa
mas segura entre todas las estudiadas (Tabla 3). Se dedujo que la citotoxicidad
observada podria atribuirse a la presencia de compuestos fendlicos y enzimas
antioxidantes, asi como a la presencia de metabolitos secundarios; sin embargo,

tales metabolitos no fueron caracterizados.

En la literatura, los compuestos fendlicos son reconocidos por tener la
capacidad de secuestrar radicales libres, lo que les atribuye un importante potencial
antioxidante, ademas de un amplio espectro de actividades bioquimica incluyendo
la anticancerigena (Jiang et al., 2021; Vakili et al., 2020). Aunque los reportes de
compuestos fendlicos aislados a partir de cianobacterias de agua dulce son
escasos, resultaria interesante su futura evaluacion para determinar su potencial
antioxidante 'y, en consecuencia, su probable uso como compuestos

anticancerigenos.
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Tabla 3. Actividad citotdxica reportada en la literatura de extractos de cianobacterias del género

Dolichospermum contra diversas lineas celulares de cancer y células control.

Valores Clso
Caco-2 | MCF-7 | HepG-2 | PC3 | PBMCs
Dolichospermum flos-aquae HSSASE2 | 306 361.1 71.8 |198.3| 337
Dolichospermum circinale HSSASE14 | 640.4 | 137.5 | 131.2 155 52.8
Dolichospermum spiroides HSSASE18 | 124.2 94.7 48.8 |293.8| 277.5
Dolichospermum crassum HSSASE20 57.9 41.1 68.6 44.1 70.6

Muestra

Evidentemente, las diferencias observadas entre las concentraciones para
alcanzar valores de Clso entre nuestro estudio respecto al de Senousy y
colaboradores se debe principalmente a los compuestos presentes en las cepas de
Dolichospermum utilizadas y las lineas celulares evaluadas, puesto que cada cepa
de cianobacterias podria tener determinados compuestos a una concentracion
particular, los cuales podrian ejercer mecanismos de accion especificos y actuar de
una manera diferencial, dependiendo de las caracteristicas intrinsecas de cada
linea celular. Ademas, existen otras variables que podrian contribuir con las
diferencias observadas, tales como los diferentes tiempos de evaluacion y los tipos

de extractos evaluados.

Por otro lado, un agente anticancerigeno ideal deberia actuar unicamente
contra las células tumorales; sin embargo, la gran mayoria de los agentes
quimioterapéuticos utilizados actualmente en la terapia contra cancer tienen
impactos negativos significativos sobre células normales. En la investigacion
preclinica existen varios criterios que nos indican los niveles de seguridad de los
compuestos 0 extractos evaluados, y uno de los mas utilizados es el indice de
selectividad (IS). EI IS indica la capacidad de los extractos para discriminar su efecto
frente a lineas celulares normales y cancerosas, y se calcula a partir de la relacion
de la Clso entre células control frente a células cancerosas, donde un IS 23, 1-3y
<1 son considerados como alto, moderado y no selectivo, respectivamente
(Onyancha, Gikonyo, Wachira, Mwitari, & Gicheru, 2018; Prayong, Barusrux, &
Weerapreeyakul, 2008).
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En este estudio se puede apreciar que el extracto de DCM presenta un IS >1
sobre las células RG2 y C6 respecto a los cultivos primarios de neuronas (células
control), con lo cual es considerado moderadamente selectivo. Cabe destacar que
el extracto de MeOH resulté menos citotdxico en cultivos primarios de neuronas
respecto al extracto de DCM, y que los extractos de MeOH y DCM resultaron menos
citotéxicos en los cultivos primarios de astrocitos respecto a los cultivos primarios
de neuronas, por lo que los IS de estos extractos respecto a las lineas celulares
control son mas altos, lo cual es indicativo de mayor seguridad. Se espera que la
selectividad mostrada en este estudio se incremente conforme se avanza en el
desarrollo del proyecto con la evaluacién de compuestos individuales, puesto que
las células cancerosas presentan una mayor expresion de proteinas que podrian
actuar como dianas terapéuticas de los compuestos presentes en los extractos, con
lo cual se podrian tener efectos citotoxicos mas significativos en células cancerosas
a menores concentraciones, lo cual a su vez favoreceria el desarrollo de
evaluaciones posteriores en modelos murinos in vivo. De manera similar, los
compuestos citotoxicos no selectivos podrian funcionar como andamios para la
generacion de nuevas moléculas o complejos nano-moleculares con una mayor

selectividad y que conserven sus propiedades citotdxicas hacia células cancerosas.

Respecto a los resultados obtenidos por Senousy y colaboradores, podemos
observar que el extracto total de Dolichospermum crassum HSSASE?20, que resultd
ser el mas citotdxico para tres de las cuatro lineas de cancer evaluadas, también
mostrd una selectividad moderada respecto a la linea celular control con valores de
IS >1, mientras que el extracto total de Dolichospermum spiroides HSSASE18, que
resultd ser el mas citotoxico contra la linea celular HepG-2, exhibié un IS alto (5.6).
Estos resultados podrian sugerirnos que compuestos presentes en las
cianobacterias de este género presentan una selectividad moderada o alta, una

caracteristica clave para el avance en fases clinicas.

Actualmente, el enfoque experimental en la evaluacion de compuestos

citotoxicos consiste en aprovechar las vulnerabilidades especificas de las células
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cancerosas para identificar compuestos que actien a través de dianas terapéuticas
especificas que brinden la posibilidad de desarrollar terapias dirigidas, lo cual
reduciria  drasticamente los efectos secundarios presentes en los
guimioterapéuticos empleados actualmente. Como se ha reportado ampliamente,
uno de los farmacos de primera linea para el tratamiento de las diversas neoplasias
es el paclitaxel (Taxol), el cual es un antimitético que interfiere con los microtibulos
y es considerado uno de los medicamentos naturales contra el cancer mas exitoso
(Zhu & Chen, 2019). Sin embargo, se han reportado actividades toxicas importantes
ocasionadas por este farmaco, tales como la mielosupresion y la neuropatia
periférica, lo cual limita la eficacia de los regimenes de tratamiento basados en él
(Marupudi et al., 2007).

En la presente investigacion, el paclitaxel (PAC) se utiliz6 como farmaco
citotéxico de referencia. La comparacion de la actividad citotoxica del PAC mostré
una marcada resistencia en las células cancerosas de glioma empleadas, ya que
las concentraciones utilizadas para observar disminucion de la viabilidad celular
oscilaban en el rango de 2-2.5 pM, mientras que en la linea celular A549 de
carcinoma de pulmon present6 una disminucion de la viabilidad a concentraciones
de 100 nM. La actividad citotdxica del PAC fue mas evidente en cultivos primarios
de neuronas y astrocitos, puesto que presentaron una disminucion de la viabilidad
celular de 62.25% y 65.21%, respectivamente, a concentraciones de 2 uM,
denotando una elevada capacidad téxica sobre células normales. Nuestros
resultados son consistentes con la neurotoxicidad del PAC reportada por Cetin y
colaboradores, en la que las células neuronales de rata cultivadas expuestas a
concentraciones de 0.1 y 0.01 uM de PAC indujeron pérdida de la viabilidad celular
en un 26.6 % y 28.5%, respectivamente (Cetin, Hacimuftuoglu, Tatar, Turkez, &
Togar, 2016). De manera similar a nuestros hallazgos, Chen y colaboradores
reportaron una disminucion de la viabilidad celular y un aumento en la proporcion
de células apoptoticas en las neuronas del ganglio de la raiz dorsal expuestas in
vitro al PAC (C. Chen et al.,, 2017). De acuerdo con estos resultados, la

neurotoxicidad inducida por el PAC es un problema relevante por sus efectos
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secundarios adversos asociados con el tratamiento de diversas neoplasias, en

especial aguellas derivadas del sistema nervioso como son los gliomas.

Los gliomas son un conjunto de tumores cerebrales primarios que se forman
en las células gliales del cerebro y representan el 81% de las neoplasias cerebrales
malignas, siendo el glioblastoma multiforme (GBM) el subtipo de glioma mas
frecuente y letal (Alifieris & Trafalis, 2015; Ostrom et al., 2014). Se ha reportado
ampliamente que los GBM representan una causa importante de mortalidad debido
a sus caracteristicas intrinsecas que lo vuelven altamente agresivo, tales como su
alta invasividad, su alta capacidad angiogénica, su recurrencia frecuente, su
heterogeneidad intratumoral y la presencia de células madre de glioblastoma (GSC)
altamente resistentes, lo que provoca un prondstico desfavorable con una mediana
de supervivencia de 12 a 15 meses y una tasa de supervivencia media de solo 3.3%
a2 anosy 1.2% a 3 afos (Alifieris & Trafalis, 2015; Furnari et al., 2007). A pesar de
los continuos avances quirdrgicos y quimioterapéuticos en la medicina moderna, los
GBM siguen presentando respuestas generalmente deficientes a todas las
modalidades terapéuticas. Actualmente, la reseccién quirdrgica combinada con
radioterapia y el farmaco temozolamida (TMZ) constituye la terapia estandar para
los pacientes con estas neoplasias. Sin embargo, este tratamiento solo prolonga la
supervivencia del paciente en cortos periodos de tiempo, presentandose
frecuentemente efectos secundarios adversos de importancia para el paciente y su
calidad de vida (Alifieris & Trafalis, 2015). Por lo tanto, el desarrollo de terapias para
el tratamiento eficaz del GBM sigue siendo uno de los desafios mas urgentes en la

terapia contra el cancer.

Los reportes de moléculas aisladas a partir de cianobacterias que actlen
contra lineas celulares de GBM son escasos. Hau y colaboradores evaluaron la
molécula coibamida A contra células U87-MG y SF-295, observando una
citotoxicidad dependiente de la concentracion y el tiempo, con una concentracion
media maxima efectiva (CEso) de 28.8 y 96.2 nM, respectivamente (Hau et al.,

2013). Por otro lado, la dolastatin 16 y el largazol exhibieron actividades citotoxicas
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contra la linea celular SF-295 con valores de Clso de 5.2 ng/mL y 68 nM,
respectivamente, mientras que el largazol también exhibié actividad citotdxica
contra la linea celular SF-268 con un valor de Clso de 62 nM (Al-Awadhi et al., 2020;
Pettit et al., 1997).

En este trabajo, hemos demostrado la actividad citotoxica y antiproliferativa
de los extractos de MeOH y DCM de Dolichospermum sp. sobre dos lineas celulares
de glioma. A pesar de que ambas lineas celulares son derivadas de gliomas
murinos, presentan la expresion de genes afectados y estrategias de evasion
inmunitarias similares a las del GBM humano (Barth & Kaur, 2009; Giakoumettis et
al., 2018; Sibenaller et al., 2005). Ademas, la linea celular C6 es un modelo que en
general puede simular la alta tasa de crecimiento, la alta vascularizacion y el
caracter altamente infiltrativo del GBM en modelos in vivo, mientras que la linea
celular RG2 se considera un modelo mas agresivo e invasivo para el estudio del
GBM (Giakoumettis et al., 2018). Por lo tanto, ambas lineas celulares proporcionan

un modelo de GBM eficaz, reproducible y extrapolable.

Recientemente se ha demostrado que las células RG2 tienen una alta
capacidad para formar esferoides, ademas de elevar la expresion de marcadores
asociados con las células madre como ALDH, ABCG2, CXCR4, Nestin y Msi, lo que
sugiere que las células RG2 tienen una poblacion parecida a las GSC (Lee et al.,
2013). En este estudio hemos demostrado que la exposicién de las células RG2 a
los extractos de MeOH y DCM de Dolichospermum sp. a las diferentes
concentraciones sub-citotoxicas evaluadas originan la formacion de esferoides,
posiblemente como una respuesta de adaptacion al estrés inducido por los
compuestos presentes en los extractos sobre las células cancerosas. Sin embargo,
a concentraciones citotoxicas se observd una disminucion en el numero de
esferoides formados, asi como pérdida de funcionalidad de los mismos indicada por
una marcada disminucién de interconexiones entre las mismas células cancerosas,
presencia de cuerpos celulares redondeados en la periferia de los esferoides,

reduccion de proyecciones plasmaticas celulares y pérdida de incorporacion del
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colorante rojo neutro. Estos hallazgos son significativos, puesto que los compuestos
presentes en los extractos de DCM y MeOH podrian representar una estrategia
prometedora para el tratamiento de GBM, ya que diversos estudios han sugerido
que dirigirse a las GSC puede reducir la recurrencia del tumor y mejorar
sustancialmente el tratamiento de GBM (Alifieris & Trafalis, 2015). Sin embargo, es
necesario identificar y evaluar los compuestos purificados para definir su potencial
como agentes antineoplasicos para el tratamiento de este padecimiento.

Por otro lado, el tipo de muerte celular inducida por los compuestos
citotoxicos es crucial en la terapia contra el cancer, siendo la apoptosis relevante en
comparacién con la necrosis, ya que ocurre como un proceso coordinado que no
implica inflamacion, mientras que la necrosis esta asociada a la generacion de una
respuesta inflamatoria que podria promover por si misma el proceso de
carcinogénesis (Goldar, Khaniani, Derakhshan, & Baradaran, 2015; Hanahan &
Weinberg, 2011; Letai, 2017). Por su parte, la autofagia podria presentar un efecto
paraddjico, ya que mantener la supervivencia de células neoplasicas puede
promover el crecimiento de tumores establecidos (Rybczynska & Lisiak, 2014;
Swiderek & Strzadata, 2013).

Las células apoptéticas desarrollan alteraciones morfologicas tipicas que
permiten su identificacion, tales como presentar un tamafio menor al normal y un
citoplasma denso con organulos mas delgados, asi como alteraciones nucleares
visibles, como fragmentacion nuclear y condensacion de cromatina. Ademas de las
alteraciones morfologicas, se pueden identificar algunas otras alteraciones
moleculares asociadas a la apoptosis como la alteracion en la expresion de
proteinas pro-apoptoticas y anti-apoptoéticas (Goldar et al., 2015; Letai, 2017). En el
presente estudio, el efecto de los extractos de MeOH y DCM sobre la muerte celular
se caracteriz6 por cambios morfolégicos observados por microscopia de
fluorescencia utilizando la tincibn NA/BE. Los resultados mostraron que las células
RG2 y C6 expuestas a los extractos de MeOH y DCM exhibieron caracteristicas

morfologicas particulares de células apoptdticas como condensacion de cromatina
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y fragmentacion nuclear, asi como la formacion de cuerpos apoptoéticos y
protuberancias en la membrana plasmatica. Estos hallazgos sugieren que los
extractos probados de Dolichospermum sp. probablemente indujeron la muerte
celular de tipo apoptosis en estas lineas celulares de glioma, lo cual podria estar
relacionado con la detencion del ciclo celular mediada por p53, las disfunciones
mitocondriales y dafio oxidativo, y/o las alteraciones en la cascada de caspasas. Sin
embargo, es necesario realizar estudios moleculares para corroborar la induccién

de este tipo de muerte celular y sus mecanismos asociados.

Recientemente se han publicado numerosos datos referentes a diversos
aspectos de los metabolitos de las cianobacterias, especialmente de aquellos
compuestos biolégicamente activos aislados de cianobacterias marinas. Sin
embargo, en cianobacterias terrestres y de agua dulce también se han reportado
moléculas con actividades farmacolégicas importantes; por ejemplo, las
criptoficinas, las escitoficinas, las ciclamidas y las calotrixinas (Chlipala, Mo, &
Orjala, 2011). También se ha demostrado recientemente que algunas cepas del
género Dolichospermum presentan agrupaciones de genes biosintéticos que
pueden originar metabolitos secundarios como las anabaenopeptinas, las
anabaenopeptilidas, las hasalidinas, las aeruginosinas, las anaciclamidas, las
geosmina, las microviridinas y las pseudoespumiginas, asi como toxinas, tales como
las microcistinas, las anatoxinas, las saxitoxinas y la cilindrospermopsina (Akcaalan
et al., 2014; X. Li et al., 2016; Osterholm, Popin, Fewer, & Sivonen, 2020; Spoof,
Bfaszczyk, Meriluoto, Cegtowska, & Mazur-Marzec, 2016). Cabe mencionar que en

el presente estudio no se han identificado tales metabolitos.

El analisis quimico revelé que el extracto de CB-DDCM esta compuesto por
acidos grasos con cadenas de grandes longitudes e insaturaciones. Ademas, se
observd la presencia de dos grupos de sefales simples en el espectro
caracteristicos de compuestos denominados feofitinas. Respecto al extracto de CB-
DMeOH, la RMN 'H mostré las sefiales caracteristicas para los acidos grasos, los

cuales constituyen los compuestos mayoritarios en el extracto, ademas de sefiales
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que podrian corresponder a azucares, aminoacidos, inositoles o a algun otro
componente altamente oxigenado. Adicionalmente, el espectro de la fraccion CB-
DDCM-A indicé que esta compuesto principalmente por acidos grasos, mientras que
en el espectro de la fraccion CB-DDCM-B se observo la presencia de acidos grasos
y las sefales caracteristicas de una feofitina. Particularmente, el espectro de la
fraccion CB-DDCM-C revel6 la presencia de sefiales que podrian corresponder a
alcoholes con grandes longitudes de cadena, mientras que en el espectro de la
fraccion CB-DDCM-D solo se observaron sefales que podrian corresponder a
alcoholes o acidos de cadenas largas. Cabe destacar que, actualmente, el analisis
de la CG-EM para la identificacion de los acidos grasos se encuentra en proceso y
que se intentard separar el extracto de CB-DMeOH por columna abierta en gel de
silice modificada con grupos amino con el fin de identificar los componentes y
posteriormente realizar una separacion por cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC).

Asimismo, el espectro de la subfraccion CB-DDCM-Bb mostré que se trata
de un compuesto con una pureza de 83% que muy probablemente corresponde a
la feofitina A. Este compuesto identificado por medio de RMN 'H debe ser
corroborado mediante experimentos adicionales de RMN 'H mono vy
heteronucleares, asi como mono y bidimensionales, o en su defecto RMN 13C para
tener un comparativo de desplazamientos de carbono que valide nuestros datos. De
igual manera, la purificacion de este compuesto es necesaria para su futura
evaluacion citotoxica contra las lineas celulares de cancer que resultaron sensibles
al extracto para determinar si la actividad citotoxica observada en el presente
estudio puede ser atribuida a este metabolito o si es el resultado conjunto de otros
compuestos presentes en el extracto. Ademas, considerando que a partir de 42.4
mg del extracto de DCM de Dolichospermum sp. se obtuvieron alrededor de 7.2 mg
del compuesto que posiblemente es feofitina A (con un cierto grado de pureza),
resultaria importante estimar los rendimientos que se podrian obtener de este

recurso para fomentar futuras investigaciones y el manejo adecuado del mismo.
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Las clorofilas son una familia de pigmentos esenciales para la fotosintesis y
son ubicuas entre los organismos fotoautotrofos, incluidas las cianobacterias. Estos
compuestos comprenden un anillo de porfirina, también denominado tetrapirrol, y
una cadena hidrofoba de fitol. La clorofila A, la clorofila mas ampliamente distribuida
en la naturaleza, pasa por una serie de alteraciones estructurales de manera natural
que conducen a la formacion de feoférbidos y feofitinas libres de magnesio, asi
como derivados de metaloclorofila (Figura 23) (Freitas et al., 2019). A lo largo de los
afos, la clorofila A ha sido la molécula mas estudiada respecto a la feofitina A, sin
embargo, se ha demostrado que Ila feofitihna A presenta propiedades
antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias, antioxidantes y antimutagénicas, asi
como la capacidad de estimular la neurodiferenciacion (Chan et al., 2018; Ferruzzi,
Bohm, Courtney, & Schwartz, 2002; Ina, Hayashi, Nozaki, & Kamei, 2007,
Kapewangolo, Kandawa-Schulz, & Meyer, 2017; Sathyanathan et al., 2016; Wang
et al., 2009).

Clorofila A Feofitina A

Figura 23. Degradacioén de la clorofila A en la feofitina A.

Desafortunadamente, existen muy pocos datos publicados en la literatura
que describan los efectos anticancerigenos de la feofitina A. Higashi-Okai y
colaboradores sugirieron que la feofitina A de la fraccion no polifendlica del té verde
posee potentes actividades supresoras contra la promocién de tumores en la piel
de raton (Higashi-Okai, Otani, & Okai, 1998), mientras que Vankova y colaboradores
demostraron la citotoxicidad marginal de la feofitina A contra la linea celular PaTu-

8902 de cancer de pancreas (Varnkova et al.,, 2018). En ese mismo estudio, la
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feofitina A disminuyd la produccién mitocondrial de superoxido en las células de
cancer de pancreas tratadas a concentraciones de 10 uM. Ademas, se observaron
proporciones aumentadas de glutation reducido en las células de cancer de
pancreas, lo que sugiere una produccion atenuada de oxidantes intracelulares.
Recientemente, Shailaja y colaboradores demostraron que la feofitina A exhibio
actividad citotdxica con valores de Clso de 22.9 + 5.8 uM contra la linea celular A549
de carcinoma de pulmaon, mientras que presento alta selectividad contra las células
Vero no cancerosas (Clso 183.6 + 1.92 uM). Ademas, las células A549 expuestas a
la feofitina A mostraron una inhibicidon de la migracion celular, un arresto en la fase
S del ciclo celular, un ADN fragmentado y un potencial de membrana mitocondrial
reducido. En ese mismo estudio, la feofitina A indujo la expresion de ARNm de
genes relacionados con la apoptosis (BAX y BAD), mientras que redujo los niveles
de ARNm de genes metastéasicos (MMP-2 y VEGF). Las herramientas in silico
indicaron que el compuesto se une a la proteina translocadora mitocondrial humana
(TSPO) con alta eficacia, lo que conduce al colapso del potencial de membrana

mitocondrial y la promocién de la apoptosis (Shailaja et al., 2019).

Adicionalmente, Yaacob y colaboradores demostraron que una fraccién de
Strobilanthes crispus que contenia feofitihna A y otros compuestos exhibio
citotoxicidad contra las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 de cancer de mama,
ademas de generar una accion antitumoral en un modelo de tumor mamario de rata
inducido por N-metil nitrosourea (NMU). Sin embargo, en comparacion con la
fraccion activa, la evaluacion de feofitina A de forma individual mostré una
citotoxicidad mucho méas débil en la linea celular MCF-7, lo que indica que este
compuesto puede no contribuir directamente al efecto de muerte celular de la
fraccion activa (Yaacob, Yankuzo, Devaraj, Wong, & Lai, 2015). De manera similar,
Fang y colaboradores evaluaron la citotoxicidad de la feofitina A aislada del alga
parda Homoeostrichus formosanacontra contra la linea celular de cancer hepéatico
HepG2, demostrando que la feofitina A era inactiva con valores Clso >50 uM (Fang
et al., 2015).
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En el presente estudio, el extracto de DCM, probablemente enriquecido con
la feofitina A, mostré actividad citotoxica contra las células RG2 y C6, mientras que
no presentod actividad contra las células A549, U87 y U373. Estos hallazgos, junto
con los reportados en la literatura, sugieren que el efecto citotéxico mediado por la
feofitina A podria ser especifico hacia diversas células cancerosas. Asi mismo, las
diferencias observadas entre la citotoxicidad del extracto de DCM probablemente
enriquecido con la feofitina A presentada en este estudio respecto a los resultados
de citotoxicidad de Shailaja y colaboradores sobre la linea celular A549 podrian
estar relacionados con la cantidad de feofitina A utilizada para las evaluaciones, asi
como las diversas actividades antagonicas del resto de los compuestos presentes
en el extracto de DCM probado. De igual manera, Shailaja y colaboradores
demostraron la alta selectividad de la feofitina A, por lo que la moderada selectividad
del extracto de DCM hacia cultivos primarios en nuestro estudio podria estar

mediada por otros compuestos presentes en el extracto.

Por otro lado, es bien sabido que la respuesta inflamatoria puede contribuir
al proceso de carcinogénesis al suministrar moléculas bioactivas al microambiente
tumoral, incluidos factores de crecimiento, factores de supervivencia, factores pro-
angiogénicos y enzimas modificadoras de la matriz extracelular, asi como
sustancias quimicas, en particular especies reactivas de oxigeno, que son
altamente mutagénicas para las células cancerosas cercanas, ya que aceleran su
evolucidon genética hacia estados de malignidad mas agresivos (Hanahan &
Weinberg, 2011). En ese sentido, se ha demostrado que la feofitina A presenta
propiedades antiinflamatorias importantes, tales como la supresion de la activacion
de NF-kB, a través del bloqueo de su translocacion nuclear y la disminucion de la
expresion de p65, en la microglia; la supresion de la via de sefializacién del IFN tipo
[, a través de la inhibicion de mediadores de sefializacion como STAT-1 e IRF-1, en
la microglia; la supresion de la produccion de NO, PGE2 e IL-1B, a través de la
inhibicion de la via ERK1/2-STAT-1 y la inhibicion de la expresion de la proteina
INOS y COX-2, en macroéfagos; y la supresion de la liberacién de elastasa por los

neutrofilos; entre otras (Chan et al., 2018; Islam et al., 2013; Lin et al., 2014; Park et
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al., 2014). Ademas de sus propiedades antiinflamatorias, la feofitina A también
presenta propiedades antioxidantes importantes, por lo que se le ha considerado un
agente abundantemente disponible y prometedor para el desarrollo de farmacos
para el tratamiento de la inflamacion y las enfermedades relacionadas (Brun et al.,
2021; Hsu, Chao, Hu, & Yang, 2013; Lanfer-Marquez, Barros, & Sinnecker, 2005;
Radman et al., 2021).

Por tanto, las propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y citotoxicas de la
feofitina A reportadas en la literatura la postulan como un compuesto prometedor
para la prevencion y el tratamiento del cancer. De confirmarse la actividad citotoxica
de la feofitina A en su forma pura contra las células cancerosas utilizadas en este
estudio y dada su naturaleza no téxica, asi como su amplia distribucion, su facil
extraccion y la buena absorcion por via oral de las clorofilas y sus derivados (K.
Chen & Roca, 2018; Fernandes et al., 2021; Shailaja et al., 2019; Viera et al., 2018),
se podria pensar en avanzar en el desarrollo de este estudio al evaluar la actividad
anticancerigena del compuesto en modelos murinos, y determinar la expresion de
TSPO en las células evaluadas para definir si la modulacion en su expresion esta
relacionada con la selectividad del compuesto. De manera similar, la identificacion
del resto de compuestos presentes en los extractos evaluados, y la determinacién
de sus propiedades citotdxicas, podria contribuir al descubrimiento de nuevas
moléculas de importancia para el desarrollo de agentes antineoplasicos, ademas de
contribuir a la ecologia quimica de las cianobacterias de agua dulce, organismos
que a la fecha han sido escasamente explorados y explotados como fuente natural

de compuestos de importancia médica y farmacéutica.

9. Conclusiones

Debido a la gran diversidad quimica y sus propiedades bioactivas, los metabolitos
secundarios producidos a partir de cianobacterias pueden constituir una fuente
eficaz de nuevas estructuras quimicas para el desarrollo de nuevos farmacos
antineoplasicos. En el presente estudio demostramos que los extractos de DCM y

MeOH de Dolichospermum sp. presentan una moderada actividad citotdxica y

63



antiproliferativa en las lineas celulares de glioma RG2 y C6 de manera dependiente
de la concentracion, mientras que en cultivos primarios de neuronas y astrocitos
presentan moderada selectividad. Estos hallazgos sugieren que algunos
metabolitos secundarios presentes en estos extractos pueden representar una
estrategia para el desarrollo de farmacos quimioterapéuticos utilizados para el
tratamiento de GBM debido a su potencial como agentes anticancerigenos y bajos
efectos neurotéxicos. Sin embargo, se requieren mas estudios sobre los
componentes activos y sus mecanismos de accion para una evaluacion adecuada
de sus propiedades quimioterapéuticas. De igual manera, las conclusiones e
implicaciones generadas en este estudio hacen referencia a modelos in vitro. Por
consiguiente, es recomendable iniciar investigaciones en modelos animales para
validar y escalar nuestros resultados y con ello determinar su potencial empleo

como farmacos anticancerigenos novedosos y prometedores.

Este estudio representa el primer informe, por parte de investigaciones
mexicanas y el segundo a nivel mundial, de las propiedades citotdéxicas de
compuestos presentes en cianobacterias del género Dolichospermum. Por lo tanto,
la nueva informacion generada y su uso como premisa en futuras investigaciones
podria favorecer el desarrollo de mayor investigacion en esta area poco explorada,
gue permita identificar y evaluar metabolitos secundarios aislados a partir de estos
organismos y que sean relevantes para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos, ademas de sentar un precedente para el aprovechamiento de
este recurso acudtico, con el propdsito de fomentar su explotacion y minimizar el
impacto negativo con el que se le ha categorizado por su capacidad para crear

florecimientos algales nocivos en diversos ecosistemas.
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