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“Reposicionamiento farmacéutico del ribavirín en linfomas no Hodgkin” 
 

Resumen 

Introducción: El ribavirín es un antiviral de amplio espectro que ha desmostrado que 

disminuye la proliferación celular a través de la inhibición de la expresión de la 

metiltransferasa de histonas EZH2, así como su actividad metiltransferasa y los niveles de la 

trimetilación de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27) en células de carcinoma mamario MCF-7. 

En este trabajo se demostró que ribavirín inhibe el crecimiento celular de la línea de cáncer de 

próstata PC-3 y disminuye los niveles de la proteína EZH2, así como de sus blancos eIF4E e 

IMPDH1 y 2. Interesantemente, un estudio computacional reveló que el ribavirín, tiene una 

similitud estructural con el fármaco 3-deazaneplanocin A (DZNep) uno de los primeros 

inhibidores de EZH2. Por otro lado. se ha reportado que EZH2 se encuentra sobreexpresada 

en cáncer de vejiga, colon, piel, hígado, endometrio, pulmón, gástrico, linfoma y mieloma.  

EZH2 tiene como función monometilar H3K27, sin embargo, al estar mutada adquiere una 

ganancia de función que resulta en la trimetilación de H3K27, una marca de represión 

transcripcional implicada en el proceso oncogénico. 

El “reposicionamiento farmacéutico” es una nueva estrategia para el desarrollo de nuevos 

fármacos antitumorales a través del re-descubrimiento de fármacos descritos y utilizados en 

otros padecimientos, que pudieran tener un efecto en cáncer. Por lo que consideramos 

evaluar el efecto de ribavirín como inhibidor de la actividad de EZH2 en linfomas no Hodgkin.  

Metodologías: Se analizó el efecto del tratamiento con ribavirín a diferentes concentraciones 

(10, 25 y 50µM) por 24, 48 y 120 horas sobre la viabilidad de las líneas celulares Hut78, 

Pfeiffer y Toledo de linfomas no Hodgkin a través de ensayos de viabilidad mediante exclusión 

con azul de tripano y un contador electrónico. Posteriormente se analizó el efecto del ribavirín 

a largo plazo mediante ensayos clonogénicos. Y finalmente, se determinó si el ribavirín tiene 

efecto en los niveles de EZH2 y en la trimetilación de la H3K27 mediante western blot. 

Resultados: Los resultados demostraron que el ribavirín disminuye significativamente la 

viabilidad las líneas celulares Hut78, Pfeiffer y Toledo de linfoma no Hodgkin. Así como 

también se observó una disminución en la capacidad clonogénica de manera significativa en 

Hut78 y de forma más evidente en células Pfeiffer. Finalmente se observó que el tratamiento 

con ribavirín no afecta los niveles de la proteína EZH2 ni de la trimetilación de H3K27 en este 

modelo biológico. 

Discusión y Conclusión: Estos resultados demuestran que el tratamiento con ribavirín 

disminuye la viabilidad y capacidad clonogénica de las líneas celulares Hut78, Pfeiffer y 

Toledo; sin embargo, nuestros resultados sugieren que el mecanismo de acción descrito para 

ribavirín en células MCF-7 y PC3 no fue el observado en células de linfoma No Hodgkin. Sin 

embargo, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el ribavirín podría estar 

regulando otros blancos implicados en la regulación de la proliferación celular y sería 

importante identificar qué vías están siendo afectadas por el tratamiento. 
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Introducción  

1.1.-Linfomas  

Los linfomas son un grupo de neoplasias que comienza en las células que son 

parte del sistema inmune, llamadas linfocitos B o T, los cuales se encuentran 

alojados en el sistema linfático (Figura 1). Existen dos tipos de linfomas: los 

linfomas de Hodgkin (nombrado así por su descubridor, el Dr. Thomas Hodgkin) y 

linfomas No Hodgkin. 

Los linfomas de Hodgkin se originan en los ganglios linfáticos de la parte superior 

del cuerpo con mayor frecuencia en el tórax, el cuello o debajo de los brazos. 

Todos los tipos de linfomas de Hodgkin son malignos porque, a medida que 

crecen, pueden propagarse a otros tejidos (Casulo et al., 2013).  

  

Figura 1. Esquema anatómico del sistema linfático humano. 
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Los linfomas de Hodgkin pueden clasificarse de acuerdo a su patología en:  

 Linfoma de Hodgkin clásico (LHc) 

 Linfoma de Hodgkin con predominio linfocitario nodular (LHPLN) 

El LHc se caracteriza por tener un pequeño número de células Reed-Stemberg 

(HRS), (apellidos de los médicos que las describieron por primera vez), las cuales 

son un tipo anormal de linfocitos B de gran tamaño, y un gran número de células 

inmunológicas normales circundantes, sin embargo, esta pequeña población es la 

causante de la inflamación en los ganglios. 

Por otro lado, el LHPLN presenta células linfocíticas e histiocíticas (L&H) las 

cuales representan < 1% de las células del tumor. Ambas células tumorales son 

derivadas del centro germinal (CG) de células B, pero son genética, morfológica y 

fenotípicamente diferentes (Mathas et al., 2016).  

Linfomas no Hodgkin 

Los linfomas no Hodgkin (LNH) son un grupo heterogéneo de neoplasias de 

diferente origen biológico y pronóstico. En comparación con los linfomas de 

Hodgkin, los LNH se generan en los nódulos linfáticos, así como también en 

diferentes órganos. Los LNH incluyen diversos subtipos cada uno con diferente 

epidemiología, genética, características clínicas y respuesta a terapia. En la tabla 

1 se muestra la clasificación, de los diferentes tipos de LNH basada en la 

morfología y linaje celular (Swerdlow et al.,2008). Como se puede observar en la 

tabla 1 dentro de las categorías de células B o T existen dos subdivisiones: 
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neoplasias precursoras y neoplasias maduras diferenciadas (Swerdlow et al, 

2008).  

Tabla 1. Clasificación de linfomas no Hodgkin según la OMS. Modificado de Swerdlow et al, 2008. 

 Linfomas de céluLas B Linfomas de células T 
Neoplasias de 
precursoras de 
células B o T 

Linfoma de precursores de 
células B 

Linfoma de precursores de 
células T 

Neoplasias de 
células periféricas 
(Maduras) 

Leucemia linfática crónica 
B/Linfoma linfocítico bien 
diferenciado 

Leucemia prolinfocítica T 

 Leucemia prolinfocítica Leucemia T de linfocitos 
granulares 

 Linfoma linfoplasmablástico Leucemia de células NK 
agresiva 

 Linfoma esplénico marginal 
(linfocitos vellosos) 

Leucemia/linfoma T adulto 
(HTLV-1) 

 Leucemia de células peludas Linfoma extranodal NK/T 
(nasal) 

 Plasmocitoma/Mieloma Linfoma enteropático 

 Linfoma de zona B marginal 
extranodal (MALT) 

Linfoma hepatoesplénico 

 Linfoma de células del manto Paniculitis subcutánea 

 Linfoma folicular (I, II y III) Micosis fungoide/ síndrome de 
Sezary (Linfoma cutáneo de 
células T) 

 Linfoma de zona B marginal 
nodal 

Linfoma anaplásico, tipo 
cutáneo primario 

 Linfoma difuso de células B 
grandes (LDCBG) 

Linfoma T periférico 

 Linfoma de Burkitt Linfoma angioinmunoblástico 

  Linfoma anaplásico tipo 
sistémico 

 

Datos epidemiológicos reportados por la organización mundial de la salud (OMS) 

indican que el linfoma difuso de células B grandes (LDCBG, tabla 1) es el subtipo 

de LNH más común ya que conforma el 25% de todos los linfomas (Swerdlow et 

al., 2008).  
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Interesantemente otro tipo de linfoma que representa aproximadamente el 50% de 

los linfomas primarios que se presentan en la piel es el linfoma cutáneo de células 

T (LCCT) (Swerdlow et al., 2008). Con base en lo anterior se considera que ambos 

linfomas podrían ser un buen modelo de estudio debido a su alta incidencia en 

pacientes con linfoma.  

Linfoma difuso de células B grandes 

El LDCBG se define como un grupo heterogéneo de células linfoides que 

proliferan de manera difusa en vez de nodular. Estas células tienen núcleo celular 

de gran tamaño, generalmente más grande que el núcleo de un macrófago o el 

doble del núcleo de un linfocito normal y contienen marcadores de células B 

(Caimi et al, 2016; Swerdlow et al., 2008). Los factores de riesgo más comunes 

relacionados con el LDCBG son el síndrome de inmunodeficiencia e infecciones 

con el virus de Epstein-Barr (Hummel, et. Al. 1995). 

Las células de LDCBG presentan marcadores de células B como CD19, CD20, 

CD22 y CD79a. El 70% de los casos tienen inmunoglobulinas M, G y/o A en la 

membrana celular o citoplasma (Swerdlow et al., 2008). En un estudio se observó 

que el 50% de los casos de LDCBG presenta una co-expresión de los marcadores 

IRF4/MUM1 y BCL6 (Falini et al., 2013). En otros estudios se han reportado varios 

marcadores asociados a un pronóstico negativo, algunos de ellos son BCL2, 

inhibidor de la apoptosis, ligado al cromosoma X, IRF4/MUM1, ciclina D2, ciclina 

D3, p53, CD5, FOXP1, PKC-β, ICAM1, HLA-DR, c-FLIP (Swerdlow et al., 2008).  
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Más del 40% de los pacientes con LDCBG han presentado esta neoplasia 

localizada en los nódulos linfáticos o de manera extranodal. El sitio extranodal más 

común es el tracto gastrointestinal, sin embargo, cualquier órgano extranodal 

puede generar un tumor primario de LDCBG, por ejemplo: piel, sistema nervioso 

central, hueso, testículo, glándulas salivales, tracto genital femenino, pulmón, 

riñón, hígado, anillo de Waldeyer y bazo. Interesantemente se ha reportado que 

cada sitio extranodal presenta variantes morfológicas de esta neoplasia y todas 

éstas pueden contener un gran número de células T e histiocitos. Las tres 

variantes morfológicas más comunes son la centroblástica, inmunoblástica y la 

anaplásica (Swerdlow et al., 2008) (tabla 2).  
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Tabla 2. Histología de variantes morfológicas del LDCBG. Panel 1.) Apariencia típica de la variante 

centroblástica de LDCBG donde se puede apreciar el núcleo con vesículas. Panel 2. variante 

inmunoblástica con el nucléolo centrado y Panel 3. variante anaplásica con el característico núcleo 

pleomórfico. 

Centroblástica Inmunoblástica Anaplásica 

es la variante más común y 

se compone de células 

linfáticas ovaladas con 

núcleo vesicular con 

cromatina fina, con 

citoplasma escaso, anfófilo 

y en algunas ocasiones las 

células pueden ser 

multilobuladas (Swerdlow et 

al., 2008). 

Más del 90% de esta 

variante son inmunoblastos 

con un solo nucleolo 

centrado y un citoplasma 

notable (Swerdlow et al., 

2008). 

Se caracteriza por células 

redondas, ovaladas o 

poligonales muy grandes 

con núcleo pleomórfico y 

raro similar a las células 

Reed-Sternberg. Estas 

células crecen de manera 

cohesiva y muestran un 

patrón de crecimiento 

sinusoidal (Swerdlow et al., 

2008) 

 

 

 

  

 

En México el LDCBG es el subtipo más común de los linfomas no Hodgkin, 

representa aproximadamente el 57% de los casos reportados. La edad promedio 

de los pacientes mexicanos es alrededor de 50 años, entre 10 y 20 años más 

jóvenes que los pacientes de países desarrollados, el 58% de los pacientes 
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corresponde a hombres y el 42% a mujeres (Caimi et al, 2016, Swerdlow et al., 

2008; Romero Guadarrama et al., 2006). 

Los tipos morfológicos de LNH más comunes en México son el linfoma 

centroblástico polimorfo, centroblástico monomorfo, anaplásico inmunoblásticos y 

linfomas B ricos en células T. El 40% de los linfomas LDCBG son 

extraganglionares y los sitios afectados son: anillo de Waldeyer (amígdalas 

palatinas), región centrofacial, sistema nervioso central, glándula salival, piel, 

tiroides y en glándulas mamarias (Romero-Guadarrama et al, 2006). 

El tratamiento estándar para los pacientes con LDCBG es una combinación de 

ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona, mejor conocida como 

CHOP. Sin embargo, este tratamiento tiene una respuesta completa únicamente 

en un 40% de los pacientes mayores y sólo otorga un periodo de 3 años libres de 

enfermedad (Verdnock, et.al., 1995). Actualmente, se utiliza una combinación de 

CHOP con rituximab (R-CHOP), un anticuerpo IgG monoclonal anti-CD20, que ha 

demostrado un mejor pronóstico que el tratamiento únicamente con CHOP 

(Coiffier et. al. 2002, Coiffier et. al., 2010). A pesar de estos resultados se ha 

reportado que hay pacientes que incluso con este esquema de tratamiento son 

refractarios y otros que al terminar el esquema del abordaje reinciden (Récher et. 

al. 2011). En casos donde la enfermedad es refractaria al tratamiento resulta en 

una supervivencia de 3 años libre de progresión de la enfermedad únicamente del 

23%, aún incluso con altas dosis y transplante autólogo de células troncales 

(Gisselbrecht et. al. 2010). 
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Linfoma cutáneo de células T 

Los linfomas cutáneos son un grupo heterogéneo de linfomas no Hodgkin 

definidos por la presencia de linfomas extranodales en la piel (Devata et al, 2016; 

Damsky et al, 2016). Dentro de los linfomas no Hodgkin extranodales, la piel es el 

segundo sitio más común después del tracto gastrointestinal (Siles et al, 2007). 

Cerca de tres cuartas partes de todos los casos son de origen linfocitario T CD4+, 

siendo el subtipo más prevalente la micosis fungoide (MF) (Devata et al, 2016; 

Shipman et al, 2016).  Otra variante de linfoma cutáneo de células T (LCCT) es el 

síndrome de Sézary (SS), y es la causante del 3% de los casos de linfoma (Saulite 

et al, 2016). La MF tiene una incidencia del 0.29% por cada 100,000 habitantes, 

predominio masculino a razón 2:1 contra mujeres y de aparición preferencial en 

jóvenes (Juárez et al, 2005). En conjunto, ambas enfermedades representan el 

50% de todos los casos de LCCT (Devata et al, 2016). 

 

Dentro de la clasificación otorgada por la Organización Europea para la 

Investigación y Tratamiento del Cáncer (EORTC), la MF se distingue en las 

variedades clínico-patológicas conocidas como poiquilodermia vascular atrófica, 

MF granulomatosa, hipopigmentada, centrofolicular, siringotrópica, d’emblee, de 

palmas y plantas, variante ictiosiforme y enfermedad de Woringer-Kolopp, y 

dependiendo de la variedad de MF la sobrevida a 5 años es estimada entre 75 a 

100%  Por su parte, el SS es una variante muy agresiva y su sobrevida se estima 

en 11% a 5 años (Juárez et al, 2005). 
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Dentro de los LCCT se han reportado múltiples factores de riesgo que es 

importante considerar. Como factores genéticos, ya que es común identificar 

anomalías genómicas de origen heterogéneas, como la presencia del haplotipo 

HLA-DR5, daño en el gen del receptor de linfocito T TCR, y múltiples aberraciones 

en cromosomas 3, 6, 8, 9, 11, 13 y 17. También se han sugerido ciertas 

infecciones previas, como las causadas por el virus linfotrópico de células T-1 

(HTLV-1) y por el virus de Epstein Barr, pero los datos al respecto son 

controversiales. La respuesta inmunológica también se ha asociado, al 

sospecharse una previa desviación de respuesta tipo Th1 hacia una Th2, la cual 

es vinculada con la producción de IgE, IL-5 e IL-10, y con la ausencia de IL-2 y de 

IFN-γ, interesantemente todas estas particulares son apreciables de manera 

importante en Sindrome de Sézary (Juárez et al, 2005).  

 

Durante mucho tiempo se ha considerado que la MF y el SS eran enfermedades 

que seguían un origen común; sin embargo, un trabajo reciente reportó que ambas 

enfermedades pueden surgir a partir de diferentes poblaciones de linfocitos T 

(Damsky et al, 2016). Las clonas neoplásicas en MF poseen los marcadores de 

superficie de linfocitos T CD4+ cutáneos de memoria, una población no 

recirculante de linfocitos T con función efectora marcada que suele residir en la 

unión dermoepidérmica (Damsky et al, 2016). En contraste, las clonas neoplásicas 

en SS poseen marcadores de linfocitos T CD4+ de memoria centrales, que son 

una población migratoria de memoria central recirculante entre la piel, linfonodos, 

sangre y órganos viscerales (Damsky et al, 2016; Saulite et al, 2016).  
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La MF es una enfermedad de difícil tratamiento, es incurable y suele ser refractaria 

(Shipman et al, 2016). Los pacientes en estadio temprano cursan con enfermedad 

limitada a la piel, con parches pequeños en áreas protegidas del sol y placas 

cutáneas discretas y eritematosas; la enfermedad progresa con lentitud durante 

los siguientes 10-15 años (Shipman et al, 2016; Juárez et al, 2005). El estadio 

avanzado es reconocido por la presencia de infiltración sanguínea, eritroderma, 

linfonodos cutáneos y daño visceral, lo cual se relaciona con un pronóstico oscuro 

(Damsky et al, 2016; Shipman et al, 2016; Juárez et al, 2005). 

 

El SS es una variante leucémica agresiva de LCCT, que típicamente surge de 

novo y se caracteriza por eritroderma, prurito extremo, linfonodos y la presencia de 

células de Sézary en sangre periférica (Damsky et al, 2016; Saulite et al, 2016).  

 

Tanto la MF como el SS poseen manifestaciones tempranas parches eritematosos 

discretos y placas cutáneas. Al progresar ambas enfermedades, las células de 

LCCT proliferan localmente para generar tumores nodulares (Damsky et al, 2016). 

Eventualmente, las lesiones se esparcen a regiones cutáneas antes no 

involucradas (Figura 2), generando eritroderma cutáneo completo, y en 

enfermedad avanzada los linfocitos T CD4+ malignos se esparcen por la sangre, 

linfonodos y órganos viscerales (Damsky et al, 2016). Además, en las dos 

enfermedades existe una reducción en la inmunidad mediada por células Th1 y 

Th17, lo que se relaciona con incremento en la producción de citocinas Th2, como 

IL-4 e IL-5, así como quimiocinas de unión a CCR4 -receptor de CCL17 y CCL22 

que se expresa de manera prioritaria en linfocitos T CD4+ polarizados hacia Th2. 
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Estudios preliminares demuestran un incremento en colonización cutánea por 

Staphylococcus aureus en estos pacientes (Saulite et al, 2016). 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Cortes histológicos de micosis fungoide (MF) y síndrome de Sézary (SS). a) Corte 

histológico de la placa de un paciente con células de MF infiltradas en la piel. b) Corte histológico 

de infiltrado cutáneo epidermotrópico de linfocitos cerebriformes característicos de SS. (Swerdlow, 

2008) 

 

El diagnóstico de MF y SS requiere múltiples datos, incluyendo la presentación 

clínica, biopsias cutáneas, estudios de clonalidad de linfocitos T, citometría de flujo 

e incluso estudios de imagen (Damsky et al, 2016). Enfermedades como la 

dermatitis atópica pueden ser un reto como potenciales diagnósticos diferenciales, 

particularmente con SS en adultos que presenten dermatitis eritrodérmica, aunque 

en SS suele ser común la presencia de hiperqueratosis palmoplantar que permite 

una rápida distinción clínica (Saulite et al, 2016). Por lo anterior, se recomienda la 

realización de estudios adicionales además del enfoque clínico.  

 

En el estudio histopatológico de MF se muestra infiltrado neoplásico de linfocitos T 

CD4+ de tamaño pequeño a intermedio, los cuales poseen núcleo hipercromático. 

Estas células muestran epidermotropismo y ocasionalmente forman los 

a) b) 
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patognomónicos abscesos de Pautrier, que representan cúmulos de células LCCT 

alrededor de células de Langerhans en epidermis (Damsky et al, 2016). Por otra 

parte, las células de Sézary son células leucémicas con núcleo cerebriforme 

característico (Damsky et al, 2016). 

 

El tratamiento de los LCCT suele ser empírico, debido a que existen pocos 

biomarcadores que guíen el diagnóstico, estadio y pronóstico, por lo que el 

abordaje es complicado (Damsky et al, 2016). Alemtuzumab, un anticuerpo 

monoclonal humanizado dirigido contra el marcador pan-T y B CD52, ha mostrado 

utilidad en SS y en MF implicados en leucemia ya que genera depresión de 

linfocitos circulantes y supresión de respuesta inmune. Sin embargo, tiene como 

efectos adversos la aparición de múltiples infecciones oportunistas (Saulite et al, 

2016). Los anticuerpos pembrolizumab y nivolumab se dirigen hacia la molécula 

PD-1, asociada a la inhibición de la actividad linfocitaria, y actualmente se 

encuentra un estudio en fase 2 para el tratamiento de MF y SS refractarios (Saulite 

et al, 2016). Mogamulizumab es otro anticuerpo monoclonal humanizado que 

reconoce a CCR4, está actualmente en estudio clínico fase 3 para el tratamiento 

de SS (Saulite et al, 2016). Por otro lado, el anticuerpo monoclonal ipilimumab 

dirigido contra el regulador negativo de CD28 en linfocitos T, CTLA-4, que se 

sobreexpresa en SS e diferenciación de estas células hacia linfocitos T 

reguladores (Treg), pero a la fecha no existen estudios que valoren su eficacia en 

SS (Saulite et al, 2016). 
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Epigenética 

La epigenética se define como las modificaciones que ocurren sobre el DNA pero 

que no afectan su secuencia y cuyo efecto recae sobre los patrones de expresión 

génica. Estas modificaciones epigenéticas incluyen ganancia o pérdida de 

metilación de DNA, así como patrones de modificación sobre las histonas. El DNA 

y las histonas se organizan en nucleosomas, unidades estructurales esenciales 

para organizar la cromatina. El estado de compactación de la cromatina regula la 

accesibilidad al DNA y por lo tanto tiene una función crucial al establecer y 

propagar diversos patrones de expresión génica e inestabilidad genómica, que 

puede resultar en un fenotipo maligno (Iacobuzio-Donahue, 2009).  

Las histonas forman octámeros en forma de disco denominados nucleosomas y 

son las unidades estructurales esenciales para organizar la cromatina. Este 

octámero está formado por dos copias de las histonas H2A, H2B, H3 y H4. Las 

histonas son proteínas de bajo peso molecular, aproximadamente 11-12 Kd. y 

presentan alto contenido de lisinas y argininas (aminoácidos básicos). Con las 

cargas positivas de las cadenas laterales de estos restos, las histonas (que son 

extremadamente básicas) se unen a los grupos fosfato del ADN (cargados 

negativamente) haciendo una estructura más estable. Las histonas son 

modificadas por metilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, citrulación, 

ubiquitinación, sumolación y ADP-ribosilaciones (Iacobuzio-Donahue, 2016, 

Ruthenburg et al, 2007). 

Una de las modificaciones de histonas más estudiada es la acetilación y 

desacetilación que está mediada por enzimas llamadas acetiltransferasas de 
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histonas (HATs) y desacetilasas de histonas (HDACs), respectivamente. La 

acetilación de histonas en los residuos de lisina por las HATs, provoca la 

neutralización de las cargas positivas lo cual disminuye su afinidad con el DNA por 

lo que se pierde su interacción. En consecuencia, la cromatina queda en un 

estado menos compacto permitiendo la unión de factores de transcripción al DNA 

y por lo tanto la transcripción de genes. De manera contraria, la desacetilación de 

histonas mediada por HDACs genera una cromatina más compacta lo que impide 

la interacción de la maquinaría de transcripción (Iacobuzio-Donahue, 2009; Rice et 

al., 2001). 

Por otro lado, la metilación de histonas, también está asociada a la activación o 

represión de la expresión genética dependiendo del residuo metilado. Diversos 

estudios han demostrado que los residuos de lisina de las histonas H3 y H4 son 

los más comúnmente metilados y cada metilación está asociada con la activación 

o represión de la transcripción, por ejemplo: la metilación de la lisina 4 de la H3 

(H3K4), H3K36 o H3K79 son marcas activas debido a que la metilación en estos 

residuos específicamente induce la expresión genética y con ello una cromatina 

activa, contrario a estas, la metilación de H3K9, H3K27 o H3K20 induce un 

silenciamiento de genes y una cromatina inactiva (Iacobuzio-Donahue, 2009). Una 

característica de la metilación de histonas, es que puede estar presente más de un 

grupo metilo en la misma lisina, es decir, las lisinas se pueden monometilar, 

dimetilar o trimetilar.  

Diversos estudios han reportado que el complejo Polycomb 2 es el encargado de 

llevar a cabo la adición de grupos metilo sobre H3K27 lo que resulta en una 
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represión transcripcional. La adición de tres grupos metilo (trimetilación) a H3K27 

está asociada a la represión de genes HOX debido al reclutamiento del complejo 

Polycomb 1 cuya función es regular la compactación de la cromatina y la represión 

de la transcripción (Conway et al., 2015; Chase et al., 2011). 

Diversos estudios han demostrado que estos procesos epigenéticos están 

asociados con el desarrollo del cáncer. Por ejemplo, un aumento en la trimetilación 

de la H3K27 se ha asociado con la represión de genes supresores como p16, p19 

y p15 en diferentes tipos de cáncer (Margueron et al., 2011). Sin embargo, cabe 

mencionar que estas modificaciones son reversibles. 

Con base en estos antecedentes ha surgido la terapia epigenética como una 

nueva herramienta para combatir el cáncer y como una alternativa para encontrar 

fármacos que traten de revertir estos procesos epigenéticos.  

 

EZH2 y su papel en cáncer 

EZH2 es una metiltransferasa de histonas (por las siglas en inglés de “Enhancer of 

Zeste”) que forma parte del complejo represor Polycomb 2 (PRC2) junto con las 

proteínas EED, SUZ2 y RbAp46/48 (por las siglas en inglés “Embrionic Ectoderm 

development”, Supresor of Zeste”, “Retinoblastoma binding protein” 

respectivamente, Figura 3A) (Chase et al, 2011). Diversos estudios han 

demostrado que PCR2 regula la expresión de genes involucrados en el desarrollo 

embrionario, diferenciación celular, silenciamiento de genes homeóticos e 

inactivación del cromosoma X (Cao et al, 2004). También se ha demostrado que la 
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metilación de H3K27 es realizada por la proteína EZH2 a través de su dominio 

SET, el cual le proporciona la función de N-metiltransferasa de histonas y está 

altamente conservado en metiltransferasas de histonas (HMTs) (Figura 3B) (Yoo 

et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 Figura 3. A. Subunidades que conforman el complejo PRC2: EZH2, EED, SUZ12 y RbAp46/48.    

B Estructura de la proteína EZH2 y sus dominios: SANT, dominio de interacción con histonas; 

ncRBD, dominio de unión de RNAs no codificantes; CXC, dominio de unión a DNA y SET, dominio 

catalítico (Modificado de Margueron et al. 2011). 

Sin embargo, diversos estudios han reportado alteraciones de EZH2 en diferentes 

tipos de cáncer. Un estudio demostró una sobrexpresión de EZH2 en pacientes 

con cáncer de mama invasivo en comparación con pacientes con hiperplasia 

atípica lo que sugiere a EZH2 podría ser un buen indicador de agresividad e 

invasión en cáncer (Kleer et al., 2003). Otro estudio también demostró la 

sobreexpresión de EZH2 a nivel RNA mensajero y proteína en cáncer de próstata 

metastásico y dichos niveles correlacionan con un mal pronóstico de la 

enfermedad (Varambally et al., 2002). Interesantemente, también se ha reportado 

PRC2 A) B) 
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la sobreexpresión de EZH2 en cáncer de vejiga, gástrico, carcinoma hepatocelular 

y pulmón (Chase et al., 2011). 

Interesantemente, se ha reportado que el 22% de los LDCBG presentan una 

mutación en EZH2 asociada al aumento de la trimetilación de H3K27. (McCabe et 

al, 2012). Esta mutación cambia la alanina (Ala, A) del residuo 677 por una glicina 

(Glicina, G) (A677G) y recae justamente en el dominio SET de EZH2 (McCabe et 

al, 2012). Esta mutación, ha demostrado que EZH2 adquiere una ganancia de 

función debido a que trimetila la H3K27 al mismo tiempo que disminuye la 

monometilación (figura 4) (McCabe et al, 2012). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Función de EZH2 en células normales y células tumorales. En estado normal PRC2 y EZH2 

monometila la H3K27 mientras que en una célula tumoral la mutación A677G, induce una ganancia de función 

de de EZH2 que provoca la trimetilación de H3K27 y con ello la compactación de la cromatina (Modificado de 

Conway et al, 2015). 

 

 

 

Normal Cáncer 
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Terapia epigenética dirigida a EZH2 

Debido a que los eventos epigenéticos juegan un papel importante en cáncer y 

que una de la característica más importante es que son potencialmente 

reversibles, diversos grupos de investigación se han dado a la tarea de buscar 

nuevas terapias como la “terapia epigenética” cuyo blanco sea una proteína que 

participe en algún mecanismo epigenético y así poder actuar como terapia 

adyuvante para el tratamiento del cáncer. 

Con base en esto, uno de los primeros inhibidores de EZH2 que se descubrió fue 

3-Deazaneplanocin A (DZNep), un fármaco inhibidor de la S-adenosilhomocisteína 

hidrolasa, que resulta en la acumulación de S-adenosilhomocisteína y con ello 

induce la inhibición de metiltransferasas dependientes de S-adenosilmetionina 

(Glazer et al., 1986). Diversos estudios han demostrado que el tratamiento con 

DZNep disminuye los niveles de la proteína EZH2, así como los niveles de 

metilación de H3K27 (Tan et al., 2007). También se ha observado que el 

tratamiento con DZNep induce de manera específica muerte celular por apoptosis 

en células tumorales de manera específica al reactivar la expresión de genes 

transcripcionalmente reprimidos como FBXO32, un gen que codifica para la 

proteína del mismo nombre y participa en la regulación de apoptosis en células de 

carcinoma mamario (Tan et al., 2007). Sin embargo, a pesar de la efectividad y 

alta selectividad del DZNep su vida media es muy corta en plasma y la inhibición 

de la metilación de histonas es inespecífica, además también ha demostrado 

toxicidad en modelos animales, por lo que su uso en humanos es muy poco 

probable (Miranda, 2009). 
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Actualmente se han ido desarrollando otros inhibidores de EZH2 (Tabla 3). Por 

ejemplo, EPZ005687 es un inhibidor de EZH2 que presenta una selectividad 

quinientas veces mayor que para otras metiltransferasas (Knutson et al., 2012). 

Otro inhibidor que ha sido estudiado es EPZ003687, el cual ha demostrado una 

disminución dosis-dependiente de los niveles de trimetilación de H3K27 en 

linfomas con EZH2 normal y con las mutaciones Y641 o A677 en líneas de cáncer 

de mama y próstata. GSK126, es otro inhibidor de EZH2 el cual presenta mayor 

selectividad hacia EZH2 que EPZ003687 e inhibe el crecimiento de linfomas con 

mutaciones de ganancia de función en EZH2 (Verma et al., 2012; McCabe et al., 

2012).  EI1 es otro inhibidor de EZH2 normal y mutada, presenta una selectividad 

diez mil veces mayor hacia EZH2 que para otras metiltransferasas y altera los 

niveles de H3K27me2 y H3K27me3 sin afectar la cantidad de proteína total de 

EZH2, además inhibe el crecimiento celular, causa arresto del ciclo celular y 

apoptosis en células con mutaciones en EZH2 (Qi et al., 2012). UNC1999, es otro 

inhibidor de EZH2, que puede administrarse vía oral, sin embargo, los resultados 

como inhibidor no son tan buenos como con los inhibidores anteriores (Konze et 

al., 2013). GSK343, también es un inhibidor de EZH2 el cual actúa como inhibidor 

competitivo por S-adenosilmetionina (SAM) y presenta una selectividad hacia 

EZH2 mil veces mayor que para otras metiltransferasas e inhibe la proliferación 

celular en cáncer de carcinoma mamario y próstata (Verma et al., 2012). 

Finalmente, uno de los inhibidores de EZH2 más reciente es EPZ-6438 el cual 

inhibe la trimetilación de H3K27 de manera dosis-dependiente en células de 

linfoma con EZH2 normal o mutado (Knutson et al., 2014). Un estudio reciente 
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demostró que el tratamiento con EPZ-6438 disminuye la trimetilación de H3K27 y 

el crecimiento tumoral en un modelo murino (Knutson et al., 2014). Sin embargo, 

este fármaco aún se encuentra en la fase I-II de los ensayos preclínicos (datos no 

publicados http://www.epizyme.com/wp-content/uploads/2014/11/Ribrag-ENA-

FINAL.pdf).  

Por otro lado, también se ha reportado un péptido llamado “stabilized alpha-helix 

of EZH2” (SAH-EZH2) el cual inhiben la función enzimática de EZH2, y es 

derivado del dominio de EZH2 que interacciona con EED para formar el complejo 

PRC2 (Kim et al., 2013). SAH-EZH2 impide la unión EZH2-EED, y reduce los 

niveles de la proteína EZH2 e inhibe de manera dosis dependiente la trimetilación 

de H3K27 en células de linfoma con mutaciones en EZH2. Y aún está en etapas 

preclínicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.epizyme.com/wp-content/uploads/2014/11/Ribrag-ENA-FINAL.pdf
http://www.epizyme.com/wp-content/uploads/2014/11/Ribrag-ENA-FINAL.pdf
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Tabla 3. Inhibidores de EZH2, mecanismo de acción, selectividad y fase de estudio. (Modificado de 

Kim et al., 2016) 

Compuesto Mecanismo Selectividad Fase de estudio 

DZNep 

 

Inhibidor de PRC2 por 

competencia con 

SAM  

- Preclínica 

EI1 

 

Inhibidor de PRC2 por 

competencia con 

SAM 

>10,000 veces 

mayor que a otras 

HMTs 

Preclínica 

EPZ003687 Inhibidor de PRC2 por 

competencia con 

SAM 

>500 veces mayor 

que a otras HMTs 

Preclínica 

GSK343 

 

Inhibidor de PRC2 por 

competencia con 

SAM 

1,000 veces 

mayor que a otras 

HMTs 

Preclínica 

GSK126 

 

Inhibidor de PRC2 por 

competencia con 

SAM 

>1,000 veces 

mayor que a otras 

20 HMTs 

Fase 1 

UNC1999 

 

Inhibidor de PRC2 por 

competencia con 

SAM 

10,000 veces 

mayor que a otras 

HMTs 

Preclínica 
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EPZ-6438 

 

Inhibidor de PRC2 por 

competencia con 

SAM 

>4,500 veces 

mayor que a otras 

14 HMTs 

Fase I-II 

Stabilized α-helix 

of EZH2 peptide 

(SAH-EZH2) 

Péptido que imita 

el α-hélice de la 

unión EZH2-EED 

- Preclínica 

 

Reposicionamiento terapéutico 

Actualmente el cáncer representa uno de los principales problemas en el sector 

salud a nivel mundial y se estima que para el 2020 habrá 15 millones de nuevos 

casos en todo el mundo (Mignona et al, 2004). Con base en lo anterior muchos 

grupos científicos han adoptado diversas estrategias para combatir el cáncer. Una 

de las nuevas estrategias es identificar una molécula blanco y generar un fármaco 

dirigido cuya función sea inhibir o contrarrestar la función de dicha molécula, sin 

embargo, de manera general éste método no ha sido el más efectivo debido a que 

algunas “terapias blanco” sólo logran controlar los síntomas y/o aumentar la 

supervivencia de los pacientes y otras no pasan los ensayos clínicos debido a su 

toxicidad (Dueñas-González et al, 2008). A pesar del fracaso de esta estrategia, 

ésta se sigue llevando a cabo debido a las grandes ganancias económicas que 

genera a las farmacéuticas.  
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Por lo que una nueva estrategia que se ha implementado para el desarrollo de 

nuevos fármacos es el  

“reposicionamiento farmacéutico” el cual tiene como objetivo utilizar medicamentos 

indicados en otros padecimientos, que podrían tener una actividad como agentes 

antitumorales (AsHburn et al, 2004; Dueñas-Gonzálerz, 2008). Una de las 

principales ventajas del reposicionamiento farmacéutico es que los estudios de 

farmacocinética, farmacodinamia y los perfiles de toxicidad son bien conocidos y, 

por lo tanto, es más probable que estos fármacos aprueben la fase clínica II y III, 

lo que reduce de gran manera el tiempo invertido en el desarrollo de las drogas 

(Ashburn et al, 2004). Finalmente, otra de las ventajas de esta nueva estrategia es 

reducir los costos, lo que hará más accesible la terapia a los pacientes con cáncer 

y podría generar un gran impacto en la reducción de la mortalidad por cáncer 

(Dueñas-Gonzpalez et al, 2008). 

Hoy en día existen varios fármacos obtenidos mediante el reposicionamiento 

farmacéutico, un ejemplo es el viagra, cuyo fármaco era indicado contra la angina 

de pecho, pero su efecto secundario fue provocar erecciones prolongadas 

(Langtry et al, 1999). Otro ejemplo es el Finasteride (Proscar; Merck), un inhibidor 

de la 5-α-reductasa que originalmente, a partir de 1992, era indicado para la 

hiperplasia prostática benigna; sin embargo, en 1997 fue aprobado para el 

tratamiento de la pérdida de cabello (Kauffman et al, 1998). Un ejemplo más es el 

Celecoxib (Celebrex; Pfizer), un inhibidor de la ciclooxigenasa-2, indicado para la 

osteoartritis y artritis reumatoide, y diversos estudios han demostrado que reduce 
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el tamaño y número de adenomas en pacientes con cáncer colorectal con 

poliposis adenomatosa colorectal (Steinbach et al, 2000). 

Un trabajo realizado en nuestro laboratorio demostró que pacientes con leucemia 

mieloide crónica resistentes a imatinib (tratamiento contra leucemia mieloide 

crónica) tratados con la combinación de Hidralazina y Valproato de magnesio 

(Transkrip), originalmente indicados como antihipertensivo y antiepiléptico 

respectivamente, funcionan como inhibidores de la metilación del DNA y de la 

deacetilación de histonas respectivamente mejorando el pronóstico de los 

pacientes de manera significativa (Cervera et al., 2012).  

Antecedentes Directos 

Un estudio in silico para tratar de encontrar moléculas con homología estructural al 

DZNep realizado en nuestro laboratorio demostró que el ribavirín, presenta un 

70% de similitud estructural con la molécula de DZNep.   

El “ribavirín” (1-β-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida), es un análogo de 

nucleósido y un antiviral (Sidwell et al., 1979) que se indica principalmente para el 

tratamiento de hepatitis C. Un trabajo realizado en nuestro laboratorio demostró 

que el tratamiento con ribavirín disminuye la expresión de EZH2, así como su 

actividad metiltransferasa y los niveles de H3K27me3 en células de carcinoma 

mamario MCF-7. En este trabajo también se observó que el tratamiento con 

ribavirín inhibe el crecimiento celular de la línea de cáncer de próstata PC-3 y 

disminuye los niveles de las proteínas EZH2, eIF4E e IMPDH1 y 2 (De la Cruz-

Hernández, et. al., 2014). 
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Como se puede observar en la figura 5A se muestran la estructura en dos 

dimensiones de DZNep y ribavirín así como el alineamiento en tercera dimensión 

de ambas moléculas donde se demuestra las sobreposición de las estructuras de 

ambos fármacos.  

 

Figura 5. Ribavirín y DZNep tienen una estructura molecular muy similar. (A) Estructura del DZNep 

y ribavirín en dos dimensiones. (B) Alineamiento en tres dimensiones de las estructuras 

moleculares del DZNep y ribavirín.  

Con base en estos antecedentes, este trabajo propone evaluar al ribavirín como 

un posible candidato para el reposicionamiento farmacéutico en el tratamiento del 

linfoma no Hodgkin. 
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Justificación 

El tratamiento con DZNep ha demostrado tener un efecto como inductor de 

apoptosis en células de linfoma no Hodgkin, carcinoma mamario, próstata, vejiga y 

pulmón. Por otro lado, un trabajo reciente demostró que el ribavirín tiene 

homología estructural al DZNep y un efecto antiproliferativo e inhibidor de EZH2 

en líneas celulares de carcinoma mamario y próstata. Por lo que nos parece de 

gran interés analizar el efecto del ribavirín como posible inhibidor de la 

proliferación a través de la inhibición de EZH2 en células de linfoma no Hodgkin. 

Lo cual permitiría proponer al ribavirín como un candidato para el 

reposicionamiento farmacéutico en el tratamiento de pacientes con linfomas no 

Hodgkin. 
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 Hipótesis 

Ribavirín inhibe la proliferación de células de linfoma No-Hodgkin a través de la 

inhibición de EZH2. 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de ribavirín en líneas celulares de linfoma no Hodgkin. 

Objetivos particulares 

1. Analizar el efecto del tratamiento con ribavirín sobre la viabilidad de las 

líneas celulares Hut78, Pfeiffer y Toledo de linfoma no Hodgkin. 

2. Evaluar el efecto del ribavirín sobre la capacidad clonogénica de las líneas 

celulares Hut78, Pfeiffer y Toledo de linfoma no Hodgkin. 

3. Evaluar los niveles de la proteína EZH2 en las líneas celulares Hut78, 

Pfeiffer y Toledo de linfoma no Hodgkin. 

4. Determinar los niveles de la marca de represión H3K27me3 en las líneas 

celulares Hut78, Pfeiffer y Toledo de linfoma no Hodgkin. 
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Metodología 

Líneas celulares 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares derivadas de linfoma no Hodgkin con 

diferentes características fenotípicas (tabla 4). 

Tabla 4. Características fenotípicas de las líneas celulares Pfeiffer, Toledo y Hut78. 

Pfeiffer Toledo Hut78 

Linfoma LDCGB 

(linfoma difuso 

de células B 

grandes) 

LDCGB 

(linfoma difuso 

de células B 

grandes) 

LCCT 

(Linfoma 

cutáneo de 

células T) 

Fenotipo de 

EZH2 

A677G Silvestre Silvestre 

 

Cultivo celular  

Las líneas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 pH 7.4 (Gibco BRL, 

Gaithersburg, MD, EUA) enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB) y una 

solución comercial de antibióticos compuesta por 100 U/mL de penicilina y 100 µL 

de estreptomicina (Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA). 
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Fármacos 

3-Deazaneplanocin A (DZNep) Calbiochem #Cat: 120964-45-6. 

Ribavirín – Sigma #Cat: 36791-04-5. 

Ensayos de viabilidad 

Se cultivaron 2x105 células en 5mL de medio RPMI-1640 contenidos en una 

botella de cultivo celular de 25cm2 con una atmosfera húmeda de 5% de CO2 y 

posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de ribavirín durante 

cinco días. Como control positivo se utilizó 3-Deazaneplanocin A (DZNep) a 0.1 

µM. Se realizaron cambios con medio fresco y fármaco nuevo a las 48 y 96 h de 

tratamiento. Al finalizar los tratamientos se evaluó la viabilidad celular por el 

método de exclusión con azul de tripano en un contador automatizado TC10TM 

(Bio-rad). Los experimentos se realizaron por triplicado. 

Ensayos clonogénicos 

Después de los tratamientos se obtuvo un botón celular mediante centrifugación y 

se sembraron 2,000 células en cajas de 25 cm2 con 3 mL de medio RPMI-1640 y 

se agregaron 2 mL de medio fresco cada 72 h. En el octavo día se evaluó la 

viabilidad celular por el método de exclusión con azul de tripano en un contador 

automático y con estos valores se calculó la eficiencia de plaqueo y la capacidad 

clonogénica utilizando las siguientes fórmulas: 

    𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑜 = (
𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑛𝑜.𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

𝑛𝑜.𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠
) 

𝐶𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑙𝑜𝑛𝑜𝑔é𝑛𝑖𝑐𝑎 = (
𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
) ∗ 100 
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Extracción de proteínas 

Después de 24, 48 y 120 horas de tratamiento con ribavirín las células se 

centrifugaron a 120g y a continuación, los botones celulares se resuspendieron en 

100μl de buffer de lisis (1% Nonidet P-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 

NaCl2, Tris 50mM) y se adicionó un inhibidor de proteasas PMSF (1mM) y 1X de 

cocktail de inhibidor de proteasas (# Cat. P8340, Sigma-Aldrich). La concentración 

de proteínas de cada una de las muestras se ajustó mediante la normalización de 

geles de acrilamida.  

Extracción de histonas  

Después de 24, 48 y 120 horas de tratamiento con ribavirín se obtuvieron los 

botones celulares por decantación y posteriormente se resuspendieron las 

muestras en 500 µL de buffer de lisis NIB [1% de NP-40 en IB (Tris-HCl 10 mM 

pH7.4, MgCl2 2mM, CaCl2 3mM y 1x de inhibidor de proteasas) y se centrifugaron 

a 3,000 rpm a 4°C por 6 minutos para la obtención de núcleos. Posteriormente se 

retiró el sobrenadante y las histonas fueron obtenidas del paquete nuclear con 200 

l de H2SO4 0.2 M a 0°C durante toda la noche. Al día siguiente las muestras se 

centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C por 16 minutos y se recuperó el sobrenadante 

con las histonas extraídas. Finalmente, las histonas son precipitadas con 80% de 

acetona fría y 35 µL urea 4M. 

Western Blot 

Se tomaron 30 g de proteínas por muestra y se mezclaron en un tubo con buffer 

desnaturalizante (20 µL de Tris-Cl 0.5 M pH 6.8, 20 µL de glicerol, 40 µL de SDS 
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10%, 20 µL de azul de bromofenol al 1% y 10 µL de β-mercaptoetanol) en una 

proporción 1:1 y se colocaron en ebullición durante cinco minutos. 

Las muestras se cargaron en un gel desnaturalizante al 15% de acrilamida como 

se describe en la siguiente tabla 2. 

Tabla 5. SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico) 

 Gel separador 15% pH 8.8 Gel de carga 4% pH 6.8 

Agua 2.8 mL 3.05 Ml 

 3 mL de tris 1.5 M pH 8.8 1.25 mL de tris 0.5 M pH 6.8  

SDS 10% 120 µL 50 µL 

Acrilamida 30% 6 mL .6 mL 

APS 10% 120 µL 25 µL 

TEMED 12 µL 5 µL 

Posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de 

vinilideno (PVDF, BioRad con un poro de 0.22 µm) durante toda la noche a 25 

volts en agitación constante a 4°C. Después de este periodo la membrana se 

incubó en una solución de bloqueo [leche baja en grasas al 5% en TTBS (Tris 0.2 

M pH 7.5, NaCl 0.5M) -tween al 0.05%] por 30 minutos a temperatura ambiente y 

agitación constante. A continuación, se incubó con el anticuerpo primario contra 

EZH2 (anti-EZH2 #Cat. 36300, Invitrogen, E.U.), H3K27me3 (anti-H3K27me3 

#Cat. 07-449 Millipore, E.U.) y como controles de carga anti-actina (#Cat sc-1615, 

Santa Cruz Biotechnology, E.U.) y anti-H3 total (anti-H3 #Cat 06-755 Millipore, 

E.U.) a una dilución de 1:1000 en solución de bloqueo a 4°C durante toda la noche 

en agitación. Transcurrido este tiempo se realizaron dos lavados de 15 minutos 
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con TTBS y se incubó la membrana con el anticuerpo secundario acoplado a 

peroxidasa de rábano diluido 1:1000 en solución de bloqueo durante una hora a 

temperatura ambiente. Finalmente, las proteínas fueron visualizadas mediante un 

sustrato quimioluminiscente (Bio-rad) y placas radiográficas (GE Healtcare) en 

oscuridad.  

Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó mediante un análisis de varianzas (ANOVA) y las 

diferencias estadísticas entre grupos se establecieron por la prueba de Dunnett 

utilizando el programa computacional GraphPad Prism versión 5. Las diferencias 

se consideraron significativas cuando p < 0.05. 
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Resultados 

Ribavirín inhibe la proliferación de células de linfoma no Hodgkin 

En un trabajo reciente se demostró la que el ribavirín inhibe la viabilidad de las 

células MCF7 de carcinoma mamario y PC3 de cáncer de próstata (De la Cruz-

Hernández et al, 2015). Sin embargo, su efecto en linfomas no Hodgkin no ha sido 

dilucidado.  

Con base en estos antecedentes se analizó el efecto del ribavirín en las líneas 

celulares de linfoma no Hodgkin Hut78, Pfeiffer y Toledo mediante ensayos de 

viabilidad con diferentes dosis de ribavirín (10, 20 y 50 M) en tres tiempos 

diferentes (24, 48 y 120 horas).  

Como se puede observar en la figura 6 el tratamiento con ribavirín disminuye de 

forma significativa la viabilidad celular a 120 horas. En las células Hut78 el 

tratamiento con ribavirín disminuye el 91.07%, en Pfeiffer 61.46% y en Toledo 

73.75%. Interesantemente el tratamiento con el control positivo (DZNep) no tuvo 

mayor efecto en Hut78. 

Estos resultados demuestran que las líneas celulares Hut78, Pfeiffer y Toledo de 

linfoma no Hodgkin son sensibles al tratamiento con ribavirín. 
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Figura 6. Efecto del ribavirín en la viabilidad celular de células de linfoma no Hodgkin Hut78, 

Pfeiffer y Toledo. Las células Hut78, Pfeiffer y Toledo se trataron con 10, 25 y 50 µM de ribavirín 

durante 24, 48 y 120 horas. Al término de los tratamientos se evaluó la viabilidad por el método de 

exclusión con azul de tripano. Los resultados representan el promedio de tres experimentos 

independientes. R=ribavirín. * Diferencias significativas con respecto al control con una p<0.05. 
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El tratamiento con ribavirín inhibe la capacidad clonogénica de células de 

linfoma no Hodgkin 

Nuestros resultados demostraron que el tratamiento con ribavirín disminuye la 

capacidad clonogénica de las tres líneas celulares de linfoma no Hodgkin. Sin 

embargo, como se puede observar en la figura 7, los tratamientos con ribavirín 

comienzan a disminuir la capacidad clonogénica a partir de, 10 µM y con mayor 

efecto a 50 µM en células Hut78 y Pfeiffer, 46.26% y 10.88%, respectivamente, 

con respecto al control. Sin embargo, las células Toledo demostraron una mayor 

capacidad clonogénica después del tratamiento con ribavirín en comparación con 

Hut78 y Pfeiffer.  
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Figura 7. Efecto del ribavirín sobre la capacidad clonogénica. Efecto del ribavirín sobre la 

capacidad clonogénica (fracción de supervivencia) de las líneas de Linfoma no Hodgkin Hut78 (a), 

Pfeiffer (b) y Toledo (c) durante ocho días de incubación posterior al tratamiento.  Los resultados 

son el promedio de un experimento realizado por triplicado. R= ribavirín. *  El análisis estadístico se 

realizó mediante un análisis de varianzas (ANOVA) y las diferencias estadísticas entre grupos se 

determinron por la prueba de Dunnet utilizando el programa computacional GraphPad Prism 

versión 5. Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0.05. 

Ribavirín no afecta los niveles de la proteína EZH2 en líneas celulares de 

linfoma no Hodgkin 

Un trabajo previo demostró que el tratamiento con ribavirín disminuye los niveles 

de EZH2 in vitro en células de carcinoma mamario (MCF7) y próstata (PC3) (De la 

Cruz-Hernández et al., 2014). Por lo que a continuación se analizó si el 
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tratamiento con ribavirín induce cambios sobre los niveles de EZH2 en células de 

linfoma no Hodgkin Hut78, Pfeiffer y Toledo. Nuestros resultados demostraron que 

el tratamiento con ribavirín no afecta los niveles de EZH2 en ninguna de las tres 

líneas celulares Hut78, Pfeiffer y Toledo (Figura 8).  

 

Figura 8. Efecto del ribavirín en los niveles de la proteína EZH2. Las líneas celulares de linfoma no 

Hodgkin Hut78, Pfeiffer y Toledo fueron tratadas con ribavirín por 120 horas y como control positivo 

se utilizaron células tratadas con DZNep. 

Ribavirín no afecta los niveles de H3K27me3 en linfoma No Hodgkin 

EZH2 es una metiltransferasa de histonas la cual tiene como blanco la 

monometilación de H3K27 en una célula normal, sin embargo, en células 

tumorales se ha observado una ganancia de función que resulta en la trimetilación 

de H3K27 asociada a la mutación A677G, que induce represión génica (McCabe 

et al, 2012). Interesantemente, un trabajo reciente en nuestro laboratorio demostró 

que el tratamiento con ribavirín disminuye los niveles de H3K27 trimetilada en 

líneas celulares de carcinoma mamario MCF-7 y próstata PC3 (De la Cruz-

Hernández et al., 2014).  

Con base en estos antecedentes se analizó el efecto de ribavirín sobre los niveles 

de H3K27me3 en las líneas celulares de linfoma no Hodgkin Hut78, Pfeiffer y 

Toledo.  Como se observa en la figura 9, nuestros resultados no demostraron 
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ningún efecto sobre la trimetilación de H3K27 en ninguna de las líneas celulares 

de linfoma no Hodgkin Hut78, Pfeiffer y Toledo como se había reportado 

anteriormente en las líneas de carcinoma mamario MCF-7 y próstata PC3. 

 

Figura 9. Efecto del ribavirín sobre los niveles de la marca represiva H3K27me3. Las células de 

linfoma no Hodgkin Hut78, Pfeiffer y Toledo fueron tratadas con diferentes dosis de ribavirín por 

120 horas. El tratamiento con DZNep fue utilizado como control positivo. 

Discusión 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el ribavirín, al igual que el 

DZNep, disminuye la viabilidad de las líneas celulares de linfoma difuso de células 

B grandes (Pfeiffer y Toledo) de tipo no Hodgkin de manera dosis dependiente. 

Interesantemente, las células de linfoma cutáneo de células T, Hut78 mostraron 

una mayor sensibilidad al tratamiento con ribavirín. Estos resultados concuerdan 

con lo reportado debido a que se había demostrado que el ribavirín disminuye la 

viabilidad celular en carcinoma mamario y cáncer de próstata (De la Cruz-

Hernández et al., 2014). 

Por otro lado, también se demostró que el tratamiento con ribavirín inhibe la 

capacidad clonogénica de manera más evidente en las células Pfeiffer, e 

interesantemente, esta línea celular es la que presenta la mutación A677G en 

EZH2, a diferencia de la línea celular Toledo la cual demostró un menor efecto de 
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ribavirín sobre la capacidad clonogénica. Por lo que nuestros resultados sugieren 

que el efecto de ribavirín a largo plazo podría ser dependiente del estado de 

EZH2. 

A continuación, evaluamos si el tratamiento con ribavirín tiene algún efecto sobre 

los niveles de EZH2 y sobre la trimetilación de H3K27 en líneas celulares Hut78, 

Pfeiffer y Toledo de linfoma no Hodgkin, sin embargo, nuestros resultados no 

demostraron ningún efecto del ribavirín sobre los niveles de EZH2 y la trimetilación 

de H3K27, como se había reportado en células de carcinoma mamario MCF-7 y 

de cáncer de próstata PC3 (De la Cruz Hernández et al, 2014). Estos resultados 

sugieren que el efecto de ribavirín como inhibidor de EZH2 y de la trimetilación de 

H3K27 podría ser especifico del tipo celular y que en este caso podrían estar 

involucrados otros blancos en la regulación de la proliferación celular. Con 

respecto a lo anterior, existen evidencias de que el ribavirín tiene más de un 

blanco terapéutico en diferentes tipos de cáncer, uno de ellos es el factor de 

iniciación de la traducción 4E (eIF4E) el cual promueve la traducción de proteínas 

asociadas a la regulación del ciclo celular (ciclina D), apoptosis (Mcl-1), 

angiogénesis (VEGF), además se ha visto que se sobreexpresa en cáncer de 

mama, próstata y leucemia mieloide aguda (Shi et al., 2015).  

Estudios recientes en pacientes con cáncer de mama y leucemia mieloide aguda 

demostraron que el efecto antitumoral del tratamiento con ribavirín está regulado 

por eIF4E (Pettersson et al., 2011; Assouline et al., 2009; Kraljacic et al., 2011). 

Otro ensayo preclínico en pacientes con leucemia mieloide aguda demostró que el 

tratamiento con ribavirín indujo una remisión completa, 2 remisiones parciales, 4 
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enfermedades estables y 2 enfermedades progresivas. Este estudio también se 

demostró que el ribavirín causa relocalización de eIF4E nuclear a citoplasma y la 

reduccón de estos niveles fue asociada con la respuesta clínica (Assouline., 

2009). Esta relocalización también reduce la exportación de blancos dependientes 

de eIF4E como NBS1 y ciclina D1, e interesantemente, NBS1 es un regulador 

corriente arriba de Akt (Tan et al., 2008). Interesantemente también se ha visto 

que eIF4E está sobreexpresado en el 30% de los casos de leucemia mieloide 

aguda y en el 50% de cáncer de mama (Pettersson F., 2011, Tan et al., 2008).  

Otro estudio reciente demostró que el ribavirín tiene un efecto anti-proliferativo en 

células de leucemia mieloide crónica y leucemia linfoblastica aguda a través de la 

desregularización de Akt, mTOR 4EBP1 en la vía de señalización mTOR/eIF4E, y 

MEK, ERK, Mnk1 y eIF4E en la vía de señalización ERK/Mnk1/eIF4E (Shi F. et al., 

2015). 

Por lo que podemos considerar que existen otros blancos del ribavirín implicados 

en la disminución de la proliferación celular e inhibición de la capacidad 

clonogénica en células Hut78, Pfeiffer y Toledo de linfoma no Hodgkin los cuales 

será importante analizar posteriormente.  
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Conclusión 

Este trabajo sugiere que el ribavirín podría considerarse como un candidato en el 

reposicionamiento farmacéutico para el tratamiento de linfomas no Hodgkin debido 

a que se demostró que tiene un efecto como inhibidor de la proliferación y 

capacidad clonogénica en líneas celulares de linfoma no Hodgkin.  

Perspectivas 

Realizar un microarreglo para determinar las vías de señalización reguladas por el 

tratamiento con ribavirín e implicadas en el efecto inhibitorio de la proliferación 

celular. 
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