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INDICE DE ABREVIATURAS

Por orden alfabético:

ADN: &cido desoxirribonucleico

AIF: apoptosis-inducing factor

ANG1: Angiopoyetina 1.

ANG2: Angiopoyetina 2.

ARN: &cido ribonucleico

aSMA: Actina de musculo liso alfa.

BHE: Barrera Hematoencefélica.

CD11b: integrina alfa M, antigeno de macréfagos.

CD248: gen que codifica para la proteina endosialina, antigeno de pericitos.
CD3: del inglés Cluster of Differentiation 3, antigeno de linfocitos T.

DAB: diaminobencina.

DAPI: 4 ',6-diamidino-2-fenilindol, marcador fluorescente.

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico.

EMT: Transicion epitelio-mesénquima.

F4/80: receptor de macrofagos.

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

GBM: Glioblastoma.

GICs: Glioma Initiating Cells.

HRP: peroxidasa de rabano.

H&E: hematoxilina y eosina

IDH: Isocitrato Deshidrogenasa.

MDSCs: Celulas supresoras de origen mieloide.

NF-kB: Factor Nuclear potenciador de cadenas kappa ligeras de células B activadas.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PDGFR: Receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PI13K: Fosfoinositida 3-cinasa.

PBS: del inglés Phosphate-buffered Saline, tampodn fosfato salino.

PTEN: del inglés Phosphate and Tensine homolog, proteina homdéloga de fosfato y tensina.

gRT-PCR: quantitative real-time Polymerase Chain Reaction, PCR cuantitativa en tiempo real.
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STATS3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3.
TAMSs: monocitos/macréfagos asociados al tumor.
TANSs: neutrofilos asociados al tumor.

TAZ: Tafazzina.

TERT: Transcriptasa inversa telomerasa.

TGFp: factor de crecimiento transformante beta
TME: Microambiente Tumoral.

TMZ: Temozolomida.

Treg: linfocitos T reguladores.

VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor.
WB: Western Blot.



RESUMEN

El glioblastoma es uno de los tipos de tumores cerebrales méas agresivos y letales. A pesar de
los avances en el tratamiento, el prondstico de los pacientes con glioblastoma sigue siendo malo,
debido principalmente a su agresividad y a su resistencia a las terapias actuales. Por lo tanto,
existe una necesidad urgente de identificar nuevas opciones terapéuticas para esta devastadora
enfermedad. La silibinina es un flavonoide natural que se encuentra en el extracto de cardo
mariano y que ha demostrado poseer propiedades anticancerigenas, incluso en células de
glioblastoma. En este proyecto, investigamos el efecto de la silibinina sobre la expresion de
varios genes clave implicados en la progresion del glioblastoma en modelos murinos con el fin
de detectar como se produce su potencial terapéutico. Para ello, se realizaron diferentes
experimentos como gRT-PCR, WB e inmunohistoquimica. En base a los resultados obtenidos,
se sugiere que la silibinina puede aumentar la infiltracién de linfocitos en el area tumoral, al
inhibir la transicién epitelio-mesénquima, lo que podria significar una mejor prognosis en los

ratones tratados con silibinina respecto a los controles sin tratar.

Palabras clave: glioblastoma, silibinina, cardo mariano, linfocito, transicion epitelio-

mesénguima, microambiente tumoral.

ABSTRACT

Glioblastoma is one of the most aggressive and lethal types of brain tumors. Despite advances
in treatment, the prognosis of patients with glioblastoma remains poor, mainly because of its
aggressiveness and resistance to current therapies. Therefore, there is an urgent need to identify
new therapeutic options for this devastating disease. Silybin is a natural flavonoid found in milk
thistle extract that has been shown to possess anticancer properties, including the ability to
inhibit the growth of glioblastoma cells. In this project, we investigated the effect of silybin on
the expression of several key genes involved in glioblastoma progression in murine models to
characterize how its therapeutic potential occurs. For this purpose, different experiments such
as gqRT-PCR, WB and immunohistochemistry were performed. Based on the results obtained,
it is suggested that silybin may increase lymphocyte infiltration in the tumor area by inhibiting
the epithelial-mesenchymal transition, which could mean a better prognosis in mice treated with

silybin compared to untreated controls.

Keywords: glioblastoma, silybin, milk thistle, lymphocyte, epithelial-mesenchymal transition,

tumor microenvironment.



INTRODUCCION

EL GLIOBLASTOMA

Los avances tecnoldgicos de las dos Ultimas décadas han mejorado sustancialmente nuestra
comprension de la biologia del cancer y han permitido desarrollar tratamientos especificos y
eficaces para varios de los tumores mas comunes, como los de mama y prostata. Sin embargo,
estos disefios terapéuticos no han tenido éxito para la mayoria de los tumores cerebrales, en
particular para los gliomas difusos, tumores neuroepiteliales de origen glial que siguen teniendo
uno de los peores prondsticos. Aunque estos representan un pequefio porcentaje de todos los
canceres, los gliomas constituyen los tumores cerebrales primarios mas frecuentes y son uno de
los tipos de cancer mas temidos, ya que mas de dos tercios de los adultos diagnosticados
moriran en los dos afios siguientes al diagndstico, lo que lo convierte en una de las diez
neoplasias oncoldgicas mas mortales [1,2].

Dentro de los gliomas se incluyen los astrocitomas, que histolégicamente se asemejan a los
astrocitos, y los oligodendrogliomas, similares a los oligodendrocitos. Todos ellos se
caracterizan por su naturaleza difusa, aunque la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los
clasifica desde los menos agresivos de grado Il, hasta los glioblastomas (GBM), que son
gliomas de grado 1V cuya mediana de supervivencia global es de aproximadamente 15 meses
[3]. Los GBM son los tumores cerebrales malignos mas agresivos, frecuentes y vascularizados
del sistema nervioso central, y generalmente muestran una rapida evolucion pre y
postoperatoria. Desde el punto de vista histoldgico, los GBM tienen caracteristicas astrociticas,
baja diferenciacion celular, un indice mitdtico y proliferativo alto con diseminacién
intracraneal, elevada heterogeneidad celular y areas abundantes de necrosis asociadas a hipoxia
y proliferacion microvascular (neovascularizacién) aberrante, asi como una fuerte supresion del
sistema inmune con presencia frecuente de células mieloides [4]. Aparecen en individuos
adultos principalmente, pero también ocurren en nifios, representando la segunda causa de
muerte por cancer entre nifios y adolescentes [5]. Este dramatico comportamiento se ha
atribuido a la alta invasividad y tasa de proliferacion que exhiben estos tumores. Ademas, el
GBM es muy resistente a la radioterapia y a la quimioterapia estandar. Estas caracteristicas
podrian explicarse en parte por la presencia de una pequefia subpoblacion de células en el
interior de la masa tumoral, denominadas Glioma Stem-like Cells o Glioma Initiating Cells
(GICs) por su similitud con las células madre normales y su capacidad para iniciar y mantener

el crecimiento tumoral [6-8].



El GBM no se compone unicamente de células tumorales, sino que éstas conviven con multitud
de otros tipos celulares no cancerigenos creando un ambiente que promueve el crecimiento, el
mantenimiento y la supervivencia del tumor, lo que se denomina microambiente tumoral (TME,
del inglés Tumor MicroEnvironment). En concreto el TME de los GBMs se compone de
astrocitos reactivos, fibroblastos, células inmunes, células endoteliales y pericitos vasculares,
ademaés de biomoléculas no proteicas y proteinas producidas por todos estos tipos celulares [9].
Las células del glioma mantienen una estrecha relacion con el estroma que las rodea, en
particular con la vasculatura. Para progresar a tumores de mayor grado, producen varios
factores solubles que inducen la proliferacion endotelial y dan forma a los nuevos vasos.
Ademas, las células tumorales contribuyen directamente a la neovasculatura mediante un
proceso de mimetismo vascular [10]. Las células inmunitarias constituyen otro componente
importante del microentorno del glioma y pueden alcanzar hasta el 50% del contenido de la
masa tumoral en algunos tumores. Recientes estudios sobre el cancer han subrayado las
caracteristicas tan especiales del compartimento inmunitario en los gliomas, enriquecido en
células mieloides con fuertes propiedades inmunosupresoras y escasez de linfocitos [11]. Una
amplia variedad de moléculas angiogénicas y citocinas ejercen un efecto simultaneo sobre el
endotelio y los leucocitos tumorales. Ademas, los cambios en la funcion de la vasculatura

tumoral afectan a la entrada de células inmunes y/o a sus propiedades inmunosupresoras [12].

Los gliomas presentan distintos perfiles transcriptomicos, que discriminan entre tumores
clasicos (CL), mesenquimales (MES), neurales (N) y proneurales (PN) [13]. También se sabe
que las células de glioma pueden transdiferenciarse en células endoteliales (mimetismo
vascular) o periciticas debido a su gran plasticidad [14-16], provocando graves efectos en la
vasculatura. Asimismo, se ha observado que la mayoria de los pericitos vasculares en gliomas
agresivos derivan de células tumorales [14,17]. El proceso de tumor a pericito se ha relacionado
con la sefializacion del factor de crecimiento transformante beta (TGFP) [14] y puede estar
impulsado por la via del NF-kB (factor nuclear potenciador de cadenas kappa ligeras de células
B activadas) y TAZ (tafazzina) en respuesta a la activacion del EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico) e implica la adquisicion de caracteristicas mesenquimales, incluida la

secrecion de factores proangiogénicos [17].

Estudios genémicos y transcriptdbmicos han permitido determinar las principales alteraciones

genéticas en los tumores gliales, distinguiendo entre gliomas con mutaciones en el gen isocitrato
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deshidrogenasa (IDH)1/2, que se encuentra en los gliomas de grado Il y 11 y en los GBM menos
agresivos; y los gliomas IDHwt, que incluyen casi todos los GBM vy tienen un peor prondstico
[18]. En los GBM-IDHwt son frecuentes las mutaciones que activan vias de sefializacion
descendentes de receptores tirosina quinasa, principalmente EGFR (receptor del factor de
crecimiento epidérmico). Ademas, estos tumores se asocian normalmente con la activacion de
la via PI3K (fosfoinositida 3-cinasa) por inactivacion de la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa (PTEN) o activacion directa de PI3K, mutaciones en el promotor de TERT
(transcriptasa inversa telomerasa) y pérdida de reguladores del ciclo celular como p16 y p19
[19]. Como consecuencia de estas alteraciones, es frecuente encontrar en los GBM la activacion
del factor de transcripcion STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), que
promueve la transformacion glial, modula el metabolismo y favorece la supervivencia de las
células tumorales. Esta via también se ha relacionado con la induccion de fenotipos
mesenquimales mas agresivos en los gliomas. Ademas de estos efectos directos, la activacion
de STAT3 se ha relacionado con alteraciones en el microambiente tumoral que también
promueven la agresividad de los GBMs. Asi, se ha relacionado con la induccién del fenotipo
inmunosupresor de los gliomas (y otros tipos de cancer), a traves de la estimulacién auto- y

paracrina de la via STAT3 en células mieloides [20].

Los tratamientos actuales contra el GBM incluyen la reseccion quirurgica del tumor (a menudo
solo parcial, segun la proximidad de la masa tumoral a regiones cerebrales elocuentes o
motoras, esto es, a aquellas areas corticales especificas que tienen determinadas funciones
cerebrales de alta expresividad), la radioterapia focal [6,7] y el tratamiento con diferentes
agentes quimioterapicos, siendo el mas utilizado el agente alquilante temozolomida (TMZ)
[5,21]. Todos estos tratamientos tienen una eficacia limitada, por lo que es crucial desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas que ayuden a combatir mas eficazmente esta enfermedad. En
este contexto de buscar nuevas terapias prometedoras surge la opcion de explorar el tratamiento

con el extracto de cardo mariano.

EL CARDO MARIANO (SILYBUM MARIANUM)

Silybum marianum (L.) Gaertner, conocido popularmente como cardo mariano, es una planta
medicinal perteneciente a la familia Asteraceae que se ha utilizado desde la antigliedad en la

medicina tradicional para tratar diversas dolencias por sus propiedades antioxidantes y
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antiinflamatorias. Es una planta anual invasora que se encontraba originalmente en la cuenca
mediterranea, pero ahora esta presente en todos los continentes. Requiere suelos secos y calidos

y es muy competitiva eliminando otras plantas [22].

Durante siglos se han usado sus frutos (llamados aquenios, similares a semillas) para tratar
enfermedades hepéticas y gastrointestinales por su capacidad para proteger el higado y
promover la regeneracion celular. Esto se debe a que, segun diferentes estudios, el extracto de
cardo mariano obtenido de estas semillas secas contiene varios principios activos (conocidos
como silimarina) que han demostrado que pueden ayudar a proteger el higado de los dafios
causados por toxinas y sustancias quimicas, a reducir su inflamacion y promover la
regeneracion celular, lo que puede ser Gtil en el tratamiento de enfermedades hepaticas crénicas

como la cirrosis y la hepatitis y dafios inducidos por el alcohol [23-25].

El extracto obtenido de las semillas de Silybum marianum contiene un 70-80% de flavolignanos
aproximadamente y entre un 20% y un 30% de una fraccion quimicamente indefinida
compuesta por otros polifenolicos. La fraccién conocida como silimarina es la mezcla de
isomeros de flavolignanos estructuralmente relacionados, formada por: silibina o silibinina,

isosilibinina, silidianina, silicristina, isosilicristina y taxifolina [26,27].

El principal componente de la silimarina es la silibinina (Figura 1), que es el mas abundante y
activo y estd formado por cantidades iguales de silibinina A y silibinina B (CAS 22888-70-6).
Aunque muchos informes antiguos utilizan indistintamente uno u otro término, no son
sinénimos, lo que puede dar lugar a cierta confusidn. Sélo los extractos de silimarina estan
disponibles en farmacias, mientras que los investigadores suelen utilizar la silibinina para sus
experimentos. Este extracto se obtiene comprimiendo las semillas secas, 1o que provoca una
pérdida de lipidos. A continuacion, el componente principal activo se extrae con acetona,
metanol, etanol o acetato de etilo. Tras una segunda extraccion de lipidos e impurezas, lo que
queda es la mezcla de flavolignanos llamada silimarina, y la silibina se obtiene finalmente a

partir de la silimarina mediante extraccion metanodlica [28].
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Figura 1. Cardo mariano y estructura quimica de la silibina (C25 H22 0O10), con su numeracion. Cabe destacar la
similitud entre la silibina y las hormonas esteroideas. El panel inferior muestra la formula estructural de la silibinina, donde se
pueden identificar 3 grupos quimicos diferentes: una taxifolina y un alcohol coniferilico unidos por un anillo oxirano. Segdn
Biedermann et al, [29] "se establecié que el grupo 20-OH es la fraccién mas activa de barrido de radicales y también el grupo
mas importante responsable de la actividad inhibidora de la lipoperoxidacion”. Las posiciones 2-3 también desempefian un
papel en la actividad antioxidante porque estas posiciones pueden oxidarse para producir 2-3 dehidrosilibina. La silibina tiene
5 grupos hidroxilo en posiciones 3, 5, 7, 20 y 23, que son las dianas para producir derivados de la silibina. Las posiciones 7 y

20 son lugares habituales de glucuronizacion de la silibina durante su conjugacion en el metabolismo humano.

La silibinina ha mostrado tener efectos antitumorales en varios tipos de cancer. Estudios
clinicos preliminares han demostrado que la silibinina es capaz de llegar al cerebro del paciente,
inhibiendo STAT3 en tumores metastasicos, factor que se ha demostrado su relevancia en la
transcripcion de los astrocitos reactivos que rodean a los tumores, deteniendo total o
parcialmente el crecimiento del tumor [30]. En base a esto, con el proyecto iniciado por la Dra.
Pilar Sanchez Gomez se pretendia analizar si la silibinina era capaz de frenar el crecimiento de

los GBM vy de sinergizar con la TMZ utilizando modelos murinos.



Para ello, se decidi6 evaluar el crecimiento de una linea celular de glioma de ratdn denominada
GL261, en modelos de ratones inmunocompetentes. Aunque estas células no portan ninguna
mutacion del EGFR, si expresan altos niveles de fosfo-STATS3, al menos en el contexto tumoral
(Figura 2A). Se inyectaron 50000 células en el cerebro de ratones C56/BL6 y 3 dias despueés
se empez6 a tratar a los animales con 100mg/Kg/dia (5 dias a la semana) de silibinina por via
intragéstrica en presencia 0 en ausencia de TMZ (10mg/Kg/dia) (5 dias a la semana),
administrada por via intraperitoneal. Como las células GL261 expresan el reportero de
luciferasa, se pudo monitorizar el crecimiento tumoral in situ con un equipo IVIS. El analisis
de la luminiscencia dos semanas después de la inyeccion del tumor mostré una reduccion
significativa del crecimiento del GBM en los animales tratados sistémicamente con TMZ o con
TMZ y Silibinina (Figura 2B-C). Ademas, las curvas de supervivencia confirmaron el efecto
antitumoral de la quimioterapia convencional (Figura 2D). La silibinina no sinergiz6 con la
TMZ, aunque tampoco interfirié en su efecto ni produjo ninguna toxicidad afiadida evidente.
Cabe destacar que el tratamiento sistémico con silibinina sola también fue capaz de frenar el

crecimiento de GL261 en los ratones (Figura 2D).

Posteriormente, se realiz6 una caracterizacion de los tumores control y de los tratados con
silibinina. Aunque no se observo ninguna disminucion clara de los niveles de fosfo-STATS3, si
se observo que los tumores tratados con silibinina eran menos hemorragicos que los controles
(Figura 2F). De acuerdo con esto, los tumores mostraron una menor cantidad de vasos
aberrantes y dilatados (Figura 2G) y una menor rotura de la barrera hematoencefalica (medida
como extravasacion de IgG en el tumor) (Figura 2H) en presencia de silibinina. Estos
resultados sugieren que los extractos de cardo mariano reducen la agresividad de los GBM en
los modelos inmunocompetentes a través de la modulacién de la vasculatura tumoral. Quedaba
por determinar si se trata de un efecto directo de los vasos tumorales o si estd mediado por
cambios en los componentes neoplasicos o en otros componentes de apoyo al tumor, como por
ejemplo las células inmunitarias, aspectos que se analizaran en este proyecto. Es interesante
destacar que, al contrario de lo observado en el modelo murino de GL261, la silibilina no inhibid
el crecimiento de la linea 12089, derivada de una muestra de paciente y que también expresa
niveles elevados de fosfo-STAT3 (datos no mostrados), pero que solo se puede crecer en el
cerebro de ratones que tienen el sistema inmunitario suprimido, los denominados ratones
“nude”. Esto refuerza la hipotesis de partida de que el extracto de cardo mariano podria estar

ejerciendo una accion anti-tumoral a través de cambios en el sistema inmune.
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Figura 2. Andlisis del efecto de la silibinina en el modelo de glioma GL261. A) Analisis por Western Blot (WB) de fosfo-
STATS5, fosfo-STAT3 y EGFR en aloinjertos de glioma de ratén. Los modelos de SVZ se describieron previamente [31]. La
actina se utilizé como control de carga. B-C) Cuantificacion de la luminiscencia emitida por ratones inyectados con GL261
tras el tratamiento sistémico con PBS-BSA (control), silibinina, temozolomida (TMZ) y silibinina + TMZ, previa inyeccion

del sustrato luciferina por via intraperitoneal. En C se muestran imagenes representativas de los ratones obtenidas en el 1VIS.
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D) Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de ratones C57/BL6 que fueron inyectados intracranealmente con células GL261
y tratados con vehiculo (control), silibinina, temozolomida (TMZ) y silibinina + TMZ. E) Andlisis por WB de fosfo-STAT3
en extractos tumorales de D. F) Iméagenes representativas de los cerebros de ratones C57/BL6 portadores de tumores GL261
tratados con vehiculo (control) o silibinina. G) Imagenes representativas de la tincion inmunohistoquimica (IHC) de
endomucina, que marca las células endoteliales, en secciones tumorales procedentes de D. H) Tincién de inmunofluorescencia
representativa de IgG y endomucina en secciones tumorales procedentes de D. Los nicleos se detectaron mediante tincién con
DAPI (azul). ** P<0,01

OBJETIVOS

La finalidad de este proyecto es profundizar en el estudio de como afecta la silibinina al
desarrollo y progresion tumoral y a su microambiente, partiendo de los resultados de
investigaciones previas realizadas por el equipo dirigido por la Dra. Pilar Sinchez Gomez, sobre
modelos murinos de GBM, y entender su funcién como posible farmaco terapéutico para este

tipo de tumores cerebrales. Para ello se han propuesto los siguientes objetivos:

- Observar el efecto de la silibinina sobre el control del microambiente tumoral en un

modelo murino de GBM, el generado por alotrasplante intracraneal de células GL261.

- Analizar las diferencias vasculares y de respuesta inmunitaria entre controles y tratados

con silibinina en el modelo murino de GBM.

- Investigar la posible correlacion entre la presencia de silibinina y las diferencias
halladas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras utilizadas: Para realizar los andlisis de este proyecto se utilizaron las muestras de
material tumoral procedentes del experimento de la Figura 2. Por una parte, el material
congelado en fresco se utilizo para los analisis de gRT-PCR y WB, mientras que para el analisis

histoldgico se utilizaron muestras de tumores embebidas en parafina.

Analisis de los tumores mediante inmunohistoquimica: Para el analisis histologico, los

tumores se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% durante 3 horas a 4°C y se embebieron en
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parafina. Seguidamente se utiliz6 un micrétomo para obtener secciones de los tumores que
fueron colocadas en portaobjetos. Las muestras obtenidas fueron desparafinadas (45 minutos a
65°C) y rehidratadas. A continuacion, fueron tratadas con citrato 10nM pH6 para lograr el
desenmascaramiento antigénico, e incubadas con una mezcla de tampon fosfato salino (PBS) a
0.1 My tritén al 1% (agente humectante) en agitacion para lograr la permeabilizacion de las
membranas. Tras un bloqueo de 1h con tampon de bloqueo: PBS 0.1M + triton 0.1% + albumina
de suero bovino al 5% + suero bovino fetal al 10%, las secciones tumorales fueron incubadas

con el anticuerpo primario anti CD3 (Tabla A3) a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (anti-rabbit),
durante 2 horas, a temperatura ambiente y en oscuridad. Para visualizar la sefial generada, los
anticuerpos secundarios empleados (listos para usar, DAKOQ) estan conjugados con peroxidasa
de rabano (HRP), que reacciona con un sustrato colorimétrico, la diaminobenzidina (DAB).
Este se agrega a la muestra de tejido produciendo un precipitado marron que se deposita donde
se encuentran los anticuerpos, permitiendo identificar y localizar visualmente la proteina de
interés. A continuacion, los cortes se trataron con hematoxilina y eosina (H&E) para identificar
la estructura celular y tisular. Finalmente, las muestras se deshidrataron sumergiéndolas en
soluciones de alcohol con concentraciones crecientes (70%, 80%, 90%, 100%), se aclaran en
xileno y se montan para preservarla y observarla al microscopio. Las imagenes fueron tomadas
con un microscopio Leica (20x) y analizadas con el programa de analisis de imagen ImagelJ

(http://rsh.info.nih.gov/ij) para cuantificar CD3.

Andlisis de expresion génica por medicion de ARN mensajero - PCR cuantitativa con
transcriptasa inversa: Partiendo del tejido tumoral seccionado del cerebro de los ratones
modelo, se realizaron extracciones de ARN y fue digerido por DNasa | empleando un kit
comercial de Roche y siguiendo las instrucciones del fabricante. Asimismo, la sintesis de ADN
complementario (ADNc) mediante retro-transcripcion se realiz6 con el kit Prime Script RT
reagent kit (PCR real time) (Takara).

Las reacciones de PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR, del inglés quantitative real time
polymerase chain reaction) se realizaron en placas de 96 pocillos utilizando un termociclador
Light Cycler 1.5 de Roche con SYBR Green (SYBR Premix Ex Taq, Takara) y empleando los
cebadores respectivos. La expresion géenica relativa fue cuantificada mediante el método doble

delta Ct, utilizando los niveles de expresion del gen Actina como control interno de expresion.
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Andlisis de la expresion proteica por Western Blot (WB): Para la extraccion de proteinas
totales se resuspendieron las muestras de tejido tumoral en tampdn de extraccion ABDALA (50
mM Tris (pH 7.5), 300 mM NaCl, 0.5% SDS, and 1% Triton X-100) e incubandolas en
termobloque con agitacidon a 900 rpm a 99°C por 15 minutos. A continuacion, se centrifugaron
los extractos a 14.000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente y la concentracion de
proteinas se determind a través de una prueba colorimétrica utilizando un kit comercial (BCA
Protein Assay Kit). Aproximadamente 15ug de proteina de cada muestra se cargaron en geles
de acrilamida SDS-PAGE al 10% vy, una vez corrida la electroforesis, las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham Biosciences). Las
membranas fueron tefiidas con rojo Ponceau para verificar la eficacia de la transferencia, asi
como la carga homogénea de la misma cantidad proteica de cada muestra. Seguidamente se
bloquearon en PBS con Tween 1% y leche en polvo descremada al 5% durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se incubaron con su correspondiente anticuerpo
primario (Tabla A2) diluido en PBS-Tween hasta el dia siguiente a 4°C. Posteriormente las
membranas se incubaron durante unas 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario respectivo (anticuerpo DAKO conjugado con HRP contra ratdbn o conejo, en
disolucion 1:5000). Por altimo, el revelado de las membranas se realizé con un generador de
iméagenes AmershamTM Imager 600, aumentando la sefial quimio-luminiscente con el agente

de deteccién comercial ECL de Pierce.

Analisis estadistico: El analisis estadistico fue realizado utilizando el software GraphPad Prism
5 para la presentacion de los datos y el andlisis estadistico. Debido a que el tamafio de la muestra
(N) es menor a 50, se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de la
distribucion en la poblacion. Los resultados mostraron un valor de p mayor a 0.05, confirmando
gue nuestra muestra sigue una distribucién normal. Por lo tanto, para los graficos de barras, se
utilizé una prueba t de Student independiente de dos colas para determinar el nivel de
significancia, y la prueba F se utiliz6 para comparar las varianzas. Se consideraron como

significativos aquellos valores de p inferiores a 0.05 (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

Disponibilidad de los datos: El autor confirma que los datos que respaldan las conclusiones
de este estudio estan disponibles en el articulo y en su material suplementario. Los detalles
metodologicos adicionales, incluida una lista de los cebadores utilizados para el anélisis por
PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR, Tabla A1), y de los anticuerpos utilizados para la
inmunohistoquimica y Western Blot (Tabla A2 y Tabla A3), se proporcionan en los anexos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS TRANSCRIPCIONAL DE MARCADORES VASCULARES Y
MESENQUIMALES EN RESPUESTA A SILIBILINA.

Mediante qRT-PCR se estudiaron los niveles de expresion de diferentes biomarcadores
relacionados con el TME en ratones tratados con silibinina y en ratones sin tratar (control). El
biomarcador de referencia utilizado fue la Actina. En primer lugar, con el fin de investigar
posibles cambios en la vasculatura, se examinG la expresion de una seleccion de genes
previamente identificados debido a su relacion con la funcion de los pericitos o su asociacion
con la composicion y estabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE). Los genes analizados
incluyeron: Cd31, Vegfr2, Angl, Ang2, Pdgfrg, Cd248, aSma, Aif, Snail, Serpinel, Tazy Cd44
[31].

Los resultados obtenidos que se muestran en la Figura 3 indican que se obtuvieron diferencias
significativas en la expresion de aSma, Serpinel, Taz y Cd44. El gen Serpinel es un gen que
codifica para una serina proteasa citoplasmica secretada en procesos de coagulacion sanguinea
y que desempefia un papel critico en la regulacion del activador tisular del plasmindgeno y de
los inhibidores del activador del plasminégeno. Cd44 es una glicoproteina de la membrana
celular, es un receptor transmembrana del hialuronano que se encuentra aumentado en el cancer
de mama y en muchos otros tumores, debido a la estimulacién del factor de crecimiento
epidérmico. La unién de Cd44 con el hialuronano desencadena una importante sefializacion
protumoral desde su segmento intracelular, induciendo la supervivencia de las células
cancerosas [32,33]. Cd31 es un marcador comun del endotelio de la BHE vy, por otro lado, la
actina de musculo liso alfa (aSma) y Cd248 son biomarcadores de pericitos. aSma de hecho es
una proteina citoesquelética y contractil que permite funcionar a los pericitos como células
musculares que regulan el flujo sanguineo cerebral (FSC). Los pericitos también expresan
multiples proteinas de membrana, como Pdgfiff (receptor B del factor de crecimiento derivado
de plaquetas). La regulacién al alza de estas proteinas indica progresion en los gliomas al
facilitar la formacién de pseuddpodos y remodelar el citoesqueleto para ganar motilidad e
invadir células cancerosas [34], por lo que la disminucion de la expresion que se observa es

favorable al impedir estos acontecimientos y sugiere un mejor pronéstico [35].
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Ademas, se sabe que aSma, Taz y Snail son genes que intervienen en la transicion epitelio-
mesénquima (EMT). La EMT es un proceso por el cual las células epiteliales adquieren
caracteristicas mesenquimales, lo que les permite volverse mas migratorias e invasivas. En el
contexto del cancer, se cree que la EMT desempefia un papel en la progresion tumoral,
invasividad y la metastasis al permitir a las células cancerosas invadir los tejidos circundantes
y penetrar en el torrente sanguineo o el sistema linfatico, y se ha relacionado con resistencia al
tratamiento (quimioterapia y radioterapia). Snail es un factor de transcripcion conocido por su
capacidad represora sobre la E-cadherina, proteina que ayuda a mantener la adhesion celula-
célula. Se ha observado que los niveles de Snail tienden a aumentar cuando las células
presentan un menor grado de diferenciacion. El descenso de Snail indica un grado patolégico
mas bajo en la progresion de la enfermedad. La regulacion a la baja de estos genes sugiere que
la silibinina podria inhibir el proceso EMT y suprimir la invasion y migracion de células de
GBM, al igual que parece hacer en otros tejidos malignos [36-38], promoviendo caracteristicas
epiteliales e inhibiendo caracteristicas mesenquimales como confirma el descenso de aSma, 10
que conllevaria a una supresion de la invasion y migracion de células de glioblastoma,

disminuyendo su resistencia a quimioterapia y radioterapia.
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Figura 3. Andlisis mediante gRT-PCR de los niveles de expresion de marcadores vasculares y mesenquimales. Se utiliz6
como control de carga Actina. En este grafico de barras se representan los resultados obtenidos con sus desviaciones estandar,

con un nivel de significacion *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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La angiopoyetina-1 (Angl) es fundamental para la maduracion, adhesion y supervivencia de los
vasos sanguineos. La angiopoyetina-2 (Ang2), en cambio, promueve la muerte celular e
interrumpe la vascularizacion, por lo que desempefia un papel central en enfermedades
relacionadas con la permeabilidad vascular y la angiogénesis. En condiciones fisiologicas
normales, los niveles de Ang2 son bajos, pero se elevan durante la inflamacion o el céncer.
Ang2 actua sobre las celulas endoteliales, aumentando la permeabilidad endotelial, e induciendo

la angiogenesis aberrante en los tumores y la metastasis [39-41].

Por tanto, la tendencia que se observa en la disminucion en la expresion génica de la ratio
Ang2/Angl (llustracion Al) y de Pdgfrg podria sugerir que la silibinina tuviera cierto efecto
inhibitorio de la angiogénesis en los glioblastomas, aunque no fue una diferencia significativa
la obtenida por lo que més estudios con una muestra ampliada serian necesarios para determinar

este efecto.

ANALISIS MEDIANTE WB DE MARCADORES VASCULARES Y
MESENQUIMALES EN RESPUESTA A SILIBILINA.

Con la intencion de profundizar en los posibles efectos del farmaco sobre el microambiente
tumoral y para confirmar la reduccion de los marcadores mesenquimales, se realizd mediante
la técnica de Western-Blot (WB) la cuantificacion de las proteinas TAZ, aSMA, pNFKp y
SNAI1, comparéndolas respecto a la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), en los tumores GL261 (objeto de nuestro estudio) cuyo resultado se muestra en la

Figura 4.

Para ello, se realizo posteriormente al WB un estudio de densitometria con el fin de evaluar los
cambios en los niveles de proteinas en las muestras control y tratadas con silibinina, usandose
como control interno de carga la expresion de GAPDH, que esta presente en el citosol de células
eucariotas y se encarga de catalizar una de las reacciones mas importantes de la glucolisis.

Material adicional se encuentra disponible en la lustracion A2.
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Figura 4. Andlisis por Western-Blot (WB) de TAZ, aSMA, pNFKp y SNAI1 en gliomas de raton. Se utiliz6 como control

de carga GAPDH. En A, imagen representativa del WB para analizar la expresion de estas proteinas en los extractos de tumores

control y tratados con silibinina, se observan los resultados del marcaje por anticuerpos. En B, la cuantificacion realizada por

densitometria del WB en A utilizando el programa ImageJ, con un nivel de significacion *p<0.05; **p<0.01.

Mediante este estudio pudimos corroborar que los resultados de expresion génica se relacionan con
los de la cuantificacion de proteinas, ya que en la linea GL261 se puede observar que en los ratones
tratados con silibinina disminuye la cantidad de SNAI1y de aSMA de forma significativa; mientras
que no observamos cambios significativos en los niveles de fosfo-NF-kB, la forma fosforilada del
factor de transcripcion NF-«xB, que interviene en diversos procesos celulares, como la inflamacion

o la supervivencia celular, y que estudios anteriores han demostrado que la activacion de esta via de

sefializacion esta implicada en el desarrollo y la progresion del glioblastoma.
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Estos hallazgos, junto con los resultados previos, sugieren que los GBMs tratados con silibinina
son menos mesenquimales, por lo que deberian ser menos angiogénicos y tener menos rotura
de la BHE. De todas formas, cabe sefialar que varios factores pueden influir en el
comportamiento de las células de GBM al ser tumores altamente heterogéneos, por lo que mas

estudios serian necesarios para confirmar lo expuesto anteriormente.

ANALISIS TRANSCRIPCIONAL DE MARCADORES INMUNES EN RESPUESTA
A SILIBILINA.

Por otro lado, se analizaron cambios en los niveles de expresion de genes relacionados con la
actividad inmunitaria presente en el microambiente del tumor; puesto que los GBMs contienen
una gran variedad de células inmunes entre los que se encuentran fundamentalmente linfocitos
T reguladores (Treg), monocitos/macrofagos asociados al tumor (TAMS), neutréfilos asociados
al tumor (TANS) y células supresoras de origen mieloide (MDSCs), predominando las células
inmunosuprimidas. Se ha visto que dentro del tumor las células inmunes que logran penetrar a
través de los vasos sanguineos son reeducadas para promover el desarrollo de vasos y evitar
que ataquen a las células neoplasicas, creando un microambiente inmunosuprimido. Las células
inmunes pasan de intentar acabar con el tumor a promover su crecimiento, agravando la
agresividad de los GBM. En esta inmunosupresion parecen intervenir, entre otros, Tregs y

TAMs induciendo tolerancia o desregulando puntos de control [42].

Mediante gRT-PCR, en relacién con este microambiente inmunosuprimido, se analizaron los
niveles de expresion de diferentes biomarcadores relacionados con las células del sistema
inmunitario, cuyos resultados se recogen en la Figura 5. En primer lugar, se estudiaron los genes
biomarcadores de macréfagos/microglia (TAMs) Cd11lb, F4/80, Mrcl, Pik3cg y Cd163. La
tendencia en la disminucién en la expresion génica de Cd163 sugiere que la silibinina puede
disminuir la respuesta inmunosupresora en los GBM, y aunque esta diferencia no llegé a tener
suficiente grado de significacion, quiza con una muestra méas grande realizando méas ensayos
podria llegar a ser significativa. No hubo cambios resefiables en el resto de los marcadores de
macrofagos/microglia. Asimismo, se analizd la expresion de Cd3, Cd4 y Cd8 como
biomarcadores de linfocitos T, y se detecté un aumento significativo de la expresion génica de

estos biomarcadores en los ratones tratados con silibinina respecto al control, lo que sugiere
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que la silibinina puede mejorar la respuesta inmunitaria en los GBMs, contraponiéndose al
efecto inmunosupresor. Este resultado sugiere que parece haber una mayor presencia de
linfocitos T CD3+ en los GBM tratados con silibinina, y esta mayor tasa de infiltracion de
linfocitos en el area del tumor puede ser un prondstico favorable. Este hallazgo es relevante
porque los GBM presentan un microentorno altamente inmunosupresor, que inhibe la
infiltracion y activacion de los linfocitos T; entonces una mayor infiltracion linfocitaria se
podria relacionar con una respuesta inmune mas activa en los pacientes tratados
farmacologicamente, ya que el aumento de la infiltracién de los linfocitos T activados,
esenciales en el reconocimiento y eliminacion de las células cancerosas, se asocia a una mejora
de las tasas de supervivencia de los pacientes. Por tanto, se podria afirmar que la silibinina
podria tener una actividad terapéutica asociada a la activacion de la respuesta inmune y a la
capacidad de potenciar la proliferacion y la infiltracion de linfocitos T, pudiendo ser eficaz en
el tratamiento del GBM.
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Figura 5. Analisis mediante gRT-PCR de los niveles de expresion de marcadores del sistema inmunitario. Se utilizo
como control de carga Actina. En este grafico de barras se representan los resultados obtenidos con sus desviaciones estandar,

con unos niveles de significacion *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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ANALISIS MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA DE MARCADORES
INMUNES EN RESPUESTA A SILIBILINA.

Para confirmar la hipotesis formulada anteriormente de que habria una mayor presencia de
linfocitos T CD3+ en los GBM tratados con silibinina, los resultados obtenidos fueron
complementados con una inmunohistoquimica contra CD3, para poder visualizar en el tejido
estos cambios. Como se puede apreciar en la Figura 6, se observa una mayor presencia de CD3
en el tejido tumoral de los ratones tratados con silibinina, lo que sugiere una mayor tasa de

infiltracion de linfocitos hacia el area tumoral para atacarlo.
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Figura 6. Estudio mediante inmunohistoquimica de la presencia de linfocitos en el tejido tumoral. En A, imagenes
representativas de la tincion inmunohistoquimica (IHC) de CD3 (en marrén) y hematoxilina/eosina (ndcleos en morado) en
secciones tumorales procedentes del cerebro de ratones control (arriba) vs. tratados con silibinina (abajo). En B, cuantificacion
de linfocitos mediante recuento por campo de aumento, en la cual se puede observar que el aumento de la proliferacién es
significativo con **p<0.01.

Sin embargo, aunque estos resultados son alentadores, se requieren investigaciones adicionales
para comprender completamente los mecanismos mediante los cuales la silibinina potencia la
proliferacion y la infiltracion de linfocitos T, asi como para evaluar si los hallazgos obtenidos
en lineas celulares y modelos de raton son aplicables a los GBM humanos.
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Cabe destacar que, en base a estos hallazgos, podria ser interesante la opcién de combinar la
silibinina con inmunoterapia en el futuro. Al actuar sobre el sistema inmunitario del paciente,
podria verse beneficiado por una sinergia de sus efectos, ya que se reforzaria el funcionamiento
del sistema inmunitario, potenciando su activacion y basqueda de células tumorales para

atacarlas en un microambiente tan inmunosupresor como es el de los GBMs.

Un ejemplo de inmunoterapia en la que podria ser prometedora la sinergia con silibinina seria
en el uso de anticuerpos inhibidores de los puntos de control del sistema inmune (anti-PD1 y
anti-PDL1). Esta combinacion podria ser beneficiosa porque se sabe que, concretamente en los
gliomas se sobreexpresa la proteina PD-L1, lo que tiene efectos devastadores sobre el sistema
inmunitario del huésped [43,44]. Esto se debe a que al unirse a su receptor PD-1, presente en
las células CD4+ y CDB8+, se inhibe la activacion de las celulas T, la proliferacion y la
produccion de citoquinas [45,46]. Asimismo, inhibidores de PD-1 como es el caso de
pembrolizumab han tenido éxito en modelos preclinicos, al aumentar las células CD8+ [47,48].
Gracias a su mecanismo de accién, se activan los linfocitos T para que pasen a reconocer y
destruir las células tumorales. Otra opcion podria ser el tratamiento con células CAR-T. Las
células CAR-T estdn modificadas genéticamente para dirigirse a antigenos asociados a tumor
independientemente de los complejos de histocompatibilidad [49,50]. Las CAR-T pueden
construirse para dirigirse a cualquier antigeno, especifico del tumor o asociado al mismo, y
pueden alterarse para distinguir las células tumorales de las no tumorales [50]. Las terapias
basadas en células CAR T han demostrado su eficacia en modelos murinos de glioma [51],

siendo también interesante probar su sinergia con silibinina como modalidad terapéutica.
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CONCLUSIONES

En este proyecto hemos podido observar que la silibinina ejerce sus efectos anticancerigenos
en el GBM a través de multiples mecanismos. Por una parte, en base a los resultados obtenidos,
parece que hay una bajada de expresion de los genes mesenquimales como Snail, aSma 'y Taz,
lo que podria asociarse a una menor vascularizacion del tejido tumoral y una menor rotura de
la BHE. Asimismo, con la regulacion a la baja de estos, se puede sugerir que la silibinina inhibe

el proceso EMT, favoreciendo caracteristicas epiteliales y reduciendo las mesenquimales.

Por otra parte, es sabido que los GBMs presentan un microentorno altamente inmunosupresor,
que inhibe la infiltracion y activacion de los linfocitos T. Segun los resultados de este proyecto,
en los ratones tratados con silibinina se ha potenciado la infiltracion de linfocitos T, al verse
aumentado su recuento en el area tumoral de manera significativa, lo que puede ser eficaz en el

tratamiento del glioblastoma.

No obstante, aunque la silibinina podria tener un potencial terapéutico como tratamiento del
glioblastoma, més estudios se tendrian que realizar para validar estos resultados en otro modelo
y con un mayor nimero muestral, por 1o que es necesario seguir investigando para terminar de
comprender plenamente los mecanismos por los que la silibinina aumenta la proliferacién y la
infiltracion de linfocitos T, para evaluar si los hallazgos en modelos de raton pueden
extrapolarse a los glioblastomas humanos. Seria interesante evaluar la opcion de combinar
silibinina e inmunoterapia con inhibidores anti-PD1 o anti-PDL1 como posible tratamiento en
el futuro, ya que como el TME de los GBMs es inmunosupresor podrian sinergizar y verse

potenciado su efecto conjunto.
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ANEXO A. MATERIAL COMPLEMENTARIO

Tabla Al. Lista de los cebadores utilizados para el analisis mediante qRT-PCR.

Actina Forward: ACCATCGGCAATGAGCGTTTCC
Reverse: GCTGTTGTAGGTGGTCTCATGG
Cd3l Forward: CCAAAGCCAGTAGCATCATGGTC
Reverse: GGATGGTGAAGTTGGCTACAGG
Vegfr2 Forward: CGAGACCATTGAAGTGACTTGCC
Reverse: TTCCTCACCCTGCGGATAGTCA
Angl Forward: AACCGAGCCTACTCACAGTACG
Reverse: GCATCCTTCGTGCTGAAATCGG
Ang2 Forward: AACTCGCTCCTTCAGAAGCAGC
Reverse: TTCCGCACAGTCTCTGAAGGTG
Pdgfrp Forward: GTGGTCCTTACCGTCATCTCTC
Reverse: GTGGAGTCGTAAGGCAACTGCA
Cd248 Forward: TTGATGGCACCTGGACAGAGGA
Reverse: TCCAGGTGCAATCTCTGAGGCT
aSma Forward: ACCATCGGCAATGAGCGTTTCC
Reverse: GCTGTTGTAGGTGGTCTCATGG
Aif Forward: CCTTTCCTGCTGATTGGTGGAG
Reverse: GGTCGCATGTATGGCAGTTCAG
Snail Forward: TGTCTGCACGACCTGTGGAAAG
Reverse: CTTCACATCCGAGTGGGTTTGG
Serpinel Forward: CCTCTTCCACAAGTCTGATGGC
Reverse: GCAGTTCCACAACGTCATACTCG
Taz Forward: CCTTATCACCGTCTCCAACCAC
Reverse: CCTTGGTGAAGCAGATGTCTGC
Cdaa Forward: CGGAACCACAGCCTCCTTTCAA
Reverse: TGCCATCCGTTCTGAAACCACG
Cd11b Forward: GCAGCACTGAGATCCTGTTTA
Reverse: CTCCACTTTGGTCTCTGTCTTAG
F4/30 Forward: CATAATCGCTGCTGGTTGAATAC
Reverse: GGCAAGGAGGACAGAGTTTAT
Mrcl Forward: GTTCACCTGGAGTGATGGTTCTC
Reverse: AGGACATGCCAGGGTCACCTTT
Pikacg Forward: CTGGAGAGCTTAGAGGACGATG
Reverse: AAGCCACGCTTCAGCAGGAATC
Cd163 Forward: GGCTAGACGAAGTCATCTGCAC
Reverse: CTTCGTTGGTCAGCCTCAGAGA
Cd3 Forward: TCTCATTGCGGGACAGGATGGA
Reverse: CCTTGGAGATGGCTGTACTGGT
Cda Forward: GTTCAGGACAGCGACTTCTGGA
Reverse: GAAGGAGAACTCCGCTGACTCT
Cd8 Forward: GAATGTGAAGCCAGAGGACAGTG
Reverse: GGGCAGTTGTAGGAAGGACATC
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Tabla A2. Lista de anticuerpos utilizados para el marcaje en el Western Blot.

GAPDH

Anticuerpo primario: Santa Cruz sc-47724 (1:1000)

Anticuerpo secundario: ThermoFisher Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, HRP (Product # G-21040) (1:5000)

oSMA

Anticuerpo primario: Santa Cruz Biotechnology (SC-32251) (1:1000)

Anticuerpo secundario: ThermoFisher Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, HRP (Product # G-21040) (1:5000)

SNAI1

Anticuerpo primario: Santa Cruz Biotechnology sc-271977 (1:1000)

Anticuerpo secundario: ThermoFisher Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed
Secondary Antibody, HRP (Product # G-21040) (1:5000)

TAZ

Anticuerpo primario: Cell Signaling 8418S (1:1000)

Anticuerpo secundario: Cell Signaling Goat anti-Rabbit 1gG Secondary Antibody
HRP-conjugated Cat# 7076 (1:5000)

PNF-kB

Anticuerpo primario: Cell Signaling #3033 (1:1000)

Anticuerpo secundario: Cell Signaling Goat anti-Rabbit IgG Secondary Antibody
HRP-conjugated Cat# 7076 (1:5000)

Tabla A3. Lista de los anticuerpos utilizados para la tincién de inmunohistoquimica.

CD3

Anticuerpo primario: DAKO (A045229-2) (1:1000)

Anticuerpo secundario: Cell Signaling Goat anti-Rabbit IgG Secondary Antibody
HRP-conjugated Cat# 7076 (1:5000)

2.5

1.54

1.0+

0.0

RATIO ANG2/ANG1

I Control
Silibinina

T
ANG2/ANG1

llustracion Al. Comparacion de la ratio de expresion de angl/ang2 entre las muestras control y las tratadas con silibinina. Se

observa una disminucién aproximadamente del 30%, pero esta bajada no llega a ser significativa.
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llustracion A2. Andlisis por Western-Blot (WB) de TAZ, aSMA, pNFKf y SNAI1 en la linea 12089.

ANEXO B. SOSTENIBILIDAD

Gracias al progreso de la biologia sintética, podemos disefiar plantas para mejorar su
productividad y hacer mucho mas de algo que ya producen mediante ingenieria genética. En
este caso, aplicandolo al cultivo de cardo mariano, podriamos obtener mayores cantidades de
sus principios activos para poder llevar a cabo una produccion mayor sin la necesidad de
recurrir a su sintesis quimica en un laboratorio, al aumentar el rendimiento de extraccion
mediante la adaptacion y refinamiento de la maquinaria que poseen. La gran ventaja de usar
plantas es que puede ser mucho menos costoso que producir estas moléculas complejas
mediante procesos quimicos y mas sostenible, ya que no producirian emisiones ni desechos
contaminantes, siendo un proceso mas respetuoso con el medio ambiente. En el futuro, es
probable que existan invernaderos que parezcan fabricas de plantas en las cuales se produzcan
moléculas de gran complejidad de una manera mas ecoldgica, barata y sostenible que en la

actualidad.
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