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Resumen

Trabajos previos realizados por nuestro grupo de investigacion mostraron que la
argentatina B, un triterpeno de tipo cicloartano aislado de Parthenium argentatum,
inhibié el crecimiento de las lineas celulares de cancer de colon HCT-15 y de
cancer de préstata PC-3. Sin embargo el mecanismo por el cual la argentatina B
inhibe la proliferacion celular no se conoce. En este trabajo evaluamos el efecto de
la argentatina B en el ciclo celular por citometria de flujo; la apoptosis utilizando la
prueba de tincion con Annexin-V-Fluos Kit y la tincion con Hoechst 33342; la
senescencia fue evaluada por tincion citoquimica para SA-p-galactosidasa y por
los cambios en la expresion de PCNA, p21 y p27. In vivo, evaluamos la toxicidad
de la argentatina B y el efecto en el crecimiento de tumores en un modelo de
xenotransplantes utilizando las lineas celulares HCT15 y PC-3. Como resultados
obtuvimos que la argentatina B indujo un incremento significativo de células en
fase sub G1. El ensayo de SA-B-galactosidasa, demostré que el 43% y 66 % de
células HCT-15 y PC-3, respectivamente, presentd tincion positiva. En ambas
lineas celulares observamos disminucion en la expresion de PCNA y sobre
expresion de p2l1 y p27. In vivo, la administracion de la argentatina B en ratones
no provoco toxicidad y ademas, inhibié el crecimiento de xenotransplantes tan
eficientemente como el cisplatino. Los resultados evidencian que la argentatina B
induce la senescencia de las lineas celulares utilizadas y tiene efecto in vivo.
Actualmente, la estimulacion de la senescencia celular se considera un enfoque

racional para el tratamiento del cancer.
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Abstract

Argentatin B has been shown to inhibit the growth of colon HCT-15, and prostate
PC-3 cancer cells. We aimed to investigate the mechanism by which argentatin B
inhibits cell proliferation. Cell cycle was studied by flow cytometry. Apoptosis was
evaluated by Annexin-V-Fluos and Hoechst 33342 dye staining. Cell senescence
was evaluated by proliferation tests, and staining for SA-B-galactosidase.
Senescence-related proteins (PCNA, p21, and p27) were analysed by Western
blotting. Potential toxicity of argentatin B was evaluated in CD-1 mice. Its effect on
tumor growth was tested in a HCT-15 and PC-3 xenograft model. Argentatin B
induced an increment of cells in sub G1, but did not produce apoptosis.
Proliferation of both cell lines was inhibited by argentatin B. 43 % HCT-15, and 66
% PC-3 cells showed positive SA-B-galactosidase staining, compared with 2 % of
untreated controls. The expression of PCNA was decreased, but the expression of
p21 and p27 increased after treatment. Administration of argentatin B to healthy
mice did not produce treatment-associated pathologies. However, it restricted the
growth of HCT-15 and PC-3 tumors. These results indicate that treatment with

argentatin B induces cell senescence.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

El cancer es un término que agrupa mas de 100 enfermedades crénicas
degenerativas que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Las células
alteradas adquieren la capacidad de crecimiento descontrolado a través de un
proceso de multiples pasos, que involucra el avance gradual de una célula normal
a una neoplasica [1].

Dichos cambios en las células son el resultado de anomalias genéticas que puede
aparecer por la mutacion de un grupo especifico de genes, muchos de lo cuales,
actuan normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, y
su pérdida o inactivacion da lugar a una division celular acelerada [2].

Durante este proceso se generan mutaciones e inactivacion de las vias
relacionadas con diferenciacion y apoptosis asi como la activacion de las vias que
promueven la proliferacion y la diferenciacion celular, el desarrollo de procesos de

angiogénesis y la activacion de la invasién y metastasis [1].

1.2 Caracteristicas de las células cancerosas

La principales caracteristicas celulares adquiridas en el desarrollo y progresion del
cancer son: autosuficiencia de las sefiales moleculares que inducen crecimiento e
insensibilidad de las sefiales de anticrecimiento, evasion de la apoptosis, potencial
ilimitado de la replicacién celular, angiogénesis aumentada, invasion tisular y
desarrollo de metastasis, inestabilidad gendmica y mutacién e inflamacién
persistente promotora del tumor [1]. Desde hace algunos afios, se han examinado

otras caracteristicas, entre las cuales destacan: la evasion de la senescencia
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tumoral, las alteraciones epigenéticas que modifican los genes relacionados con el
cancer, las alteraciones de la expresion génica por interferencia del mRNA, las
alteraciones en el metabolismo intermedio de la glucosa y la glutamina, la
participacion de las células madre o stem cells cancerosas en el mantenimiento de
la proliferacion celular, la participacion de las células estromales, que son aquellas
gue forman el tejido de sostén o soporte del tejido para que éste cumpla la funcién
especifica de un 6rgano [3], en el microambiente tumoral y en las alteraciones en
la presentacion antigénica celular junto con la inmunosupresion por citocinas en el

microambiente tumoral [4] (Figura 1).

Figura 1. Biomarcas celulares y moleculares identificadas en las células tumorales. En el dibujo se
encuentran en azul las biomarcas clasicas del cancer descritas por Hanahan y Weinberg [4]. En la
periferia, el mecanismo de accién de los farmacos utilizados para afectar cada una de las

capacidades adquiridas por las células cancerosas.
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Las células transformadas adquieren entonces diversas capacidades que son
necesarias para el crecimiento y progresion tumoral y esto ha sido una de las
bases para el entendimiento de su fisiopatologia y el desarrollo tanto de
estrategias terapéuticas dirigidas y de farmacos que interfieran en cada una de
estas nuevas capacidades; algunos farmacos estan ya en ensayos clinicos o
incluso aprobados para su uso en el tratamiento de ciertas formas de cancer
humano [5]. ElI conocimiento acerca de cada una de las caracteristicas ya
conocidas y de la emergentes resultan prometedoras como prevision y terapéutica

del cancer.

1.3 Epidemiologia

El cancer figura entre las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo, con aproximadamente 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de
muertes relacionadas con el cancer en 2012. Se espera que el nimero de nuevos
casos podria aumentar en un 70% en los préximos 2 afios [6].

El cancer también esta asociado con el estilo de vida, el ambiente en el que
vivimos y la exposicidbn a sustancias nocivas. Alrededor de un tercio de las
muertes por cancer se deben a los 5 principales riesgos conductuales y dietéticos,
los cuales son: el indice de masa corporal alta, la baja ingesta de frutas y
verduras, la falta de actividad fisica, el consumo de tabaco y el consumo de

alcohol.
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Las infecciones virales que causan cancer, como el VHB / VHC (Virus de la
hepatitis B y C respectivamente) y el VPH (Virus de papiloma humano) son
responsables de hasta un 20% de las muertes por cancer en los paises de bajos y
medianos ingresos [7]. Y mas del 60% de los nuevos casos anuales totales del
mundo se producen en Africa, Asia y América Central y del Sur. Estas regiones
representan el 70% de las muertes por cancer en el mundo.

Entre la poblacion masculina, los 5 sitios mas comunes de cancer diagnosticados
en 2012 fueron el de pulmén, préstata, colon y recto, estbmago y cancer de
higado; y entre las mujeres, fueron mama, colorrectal, pulmon, cuello uterino y
cancer de estbmago [8].

Sin embargo en 2012, las principales neoplasias entre la poblacion mexicana
masculina de 20 afios y mas, se ubicaron en oOrganos digestivos (25.4%), en
organos genitales (11.5%) y en 6érganos hematopoyéticos (9.9%); mientras que en
las mujeres de este mismo grupo de edad, los porcentajes fueron: en mama
(30.8%); 6rganos genitales (16.5%) y érganos digestivos (13.8 por ciento) (Figura

2).

Figura 2. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de los principales tumores malignos en la poblacién

de 20 afios y mas segln sexo 2012. Tomado de [9].
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Del total de tumores malignos en la poblacion de 20 afios y mas, los de 6rganos
digestivos son la primer causa de mortalidad entre esta poblacion, con 32 casos
por cada 100 mil habitantes igual ocupa el primer lugar para los hombres y las
mujeres (33.24 contra 30.55, respectivamente); los tumores de Organos
respiratorios e intratoracicos estan en el segundo sitio (10.38 defunciones por
cada 100 mil habitantes); en tercer lugar, se ubican los tumores del sistema
reproductor masculino con 8.25 defunciones por cada 100 mil habitantes, el
orden es el mismo en los varones. Para las mujeres, el cancer de mama aparece
como segundo en importancia con 14 defunciones por cada 100 mil mujeres de 20

afios y mas (Tabla 1).

Tabla 1. Tasa de mortalidad de los principales tumores malignos en la poblacién de 20 afios y
mas, segun sexo 2013 [9].

Por cada 100 mil habitantes para cada sexo

Principales tumores malignos Total Hombres Mujeres
Organos digestivos 31.83 33.24 30.55
Organos respiratorios e intratoracicos 10.38 14.45 6.68
Sistema Reproductor maculino 8.25 17.36 NA
Mama 7.42 0.13, 14.04
Sistema Reproductor femenino 6.60 NA 12.59
Organos hematopoyéticos 5.47 6.06 4.94,
Vias urinarias 4.02 5.40 2.77p
Tumores de ovario/testiculo 3.38 1.27 5.29

% Para los hombres, el cancer de mama y tumor de testiculo no son una de las principales causas
de muerte, pero se incluye el dato para fines de comparacion.

® Para las mujeres, el cancer en érganos hematopoyéticos y de vias urinarias no son de las
principales causas de muerte, pero se incluye el dato para fines de comparacion.

NA No aplicable.
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La Declaracién Mundial contra el Cancer 2013, sefiala como obijetivo principal la
reduccion de las muertes prematuras por cancer, el incremento de la calidad de
vida y de la tasa de sobrevida de los pacientes afectados por esta enfermedad. En
dicha declaracién se destaca que para el 2025 se espera el fortalecimiento de los
sistemas de salud para hacer frente adecuadamente a la enfermedad;
implementar acciones que fomenten estilos de vida saludables y una baja
exposicidon a factores de riesgo, especialmente una disminucion del consumo de
tabaco y combate a la obesidad, asi como programas de vacunaciéon efectivos
contra el virus del papiloma humano y la hepatitis B; la promocion eficiente de la
salud en la que se concientice a la poblacién sobre la deteccion temprana junto
con estrategias de salud que permitan dicha deteccion y acceso a tratamientos

oportunos asi como a cuidados paliativos [9].

1.4 Tratamientos del cancer

Existen diversas opciones de tratamiento para combatir el cancer, sin embargo la
eleccion de algunos depende del diagnostico realizado, tipo de cancer,
localizacion y el estadio en que se encuentre. Los principales objetivos de un
programa de diagndstico y tratamiento del cancer son curar o prolongar
considerablemente la vida de los pacientes, y garantizar la mejor calidad de vida

posible a quienes sobreviven a la enfermedad [8].

Existen tres tipos principales de tratamiento para el cancer: cirugia, radioterapia y

guimioterapia. Recientemente se ha usado la foto radiacion con derivados
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hematoporfirinicos y la inmunoterapia, siendo el objetivo de cada uno de estos
tratamientos erradicar el cancer, normalmente por medio de la terapia combinada

donde estan asociados mas de un tipo de tratamiento [10].

Cirugia: Es uno de los tratamientos contra el cancer mas usado desde la
antigiiedad, consiste en la remocion de tumor del 6rgano afectado, se recomienda
cuando el tumor es pequefio y esta localizado, es decir en estadios iniciales,

cuando el cancer aun no se ha diseminado a otros érganos (metastasis).

Radioterapia: La radioterapia (generalmente rayos gama, radioisétopos como
cobalto-60, rayos X de alta energia) es el uso de un tipo de energia, llamada
radiacion ionizante, para destruir las células cancerosas, reducir el tamafio de los
tumores y evitar el dafio al tejido cercano sano [10]. La radioterapia lesiona o
destruye las células en el area que recibe tratamiento al dafar su material
genético y hacer imposible que crezcan y se dividan. Aunque la radiacion dafa las
células cancerosas asi como las normales, muchas células normales se recuperan
de los efectos de la radiacion y funcionan adecuadamente. El objeto de la
radioterapia es destruir el mayor nimero posible de células cancerosas y limitar el
dafo que sufre el tejido sano del derredor. Existe también la terapia de radiacion
interna o braquiterapia en la cual se coloca material radioactivo en el sitio donde
se localiza el cancer o en un sitio cercano a él, estos implantes pueden ser

temporales 0 permanentes.
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Quimioterapia: se refiere especificamente a los tratamientos farmacoldgicos
contra el cancer que destruyen las células cancerosas al detener su capacidad de
crecer y dividirse. El objetivo primario es destruir las células neoplésicas,
preservando las normales. Estos fuertes medicamentos circulan en el torrente
sanguineo y dafan directamente las células que estan creciendo en forma activa.
Debido a que, por lo general, las células cancerosas crecen y se dividen mas
rapidamente que las células normales, son mas susceptibles a la accion de estos
farmacos. Sin embargo, el dafio a las células normales es inevitable y explica los
efectos secundarios vinculados a estos farmacos. Un factor importante para el
éxito de la quimioterapia es el diagnéstico oportuno del tumor (entre 10° y 10*2
células tumorales, es decir, un tumor con tamario inferior a 1 cm) [10,11].

Inmunoterapia: La inmunoterapia (también llamada terapia bioldgica o bioterapia)
es un tipo de tratamiento del cancer que ayuda a estimular las defensas naturales
del cuerpo para combatir el cancer. Los anticuerpos monoclonales se fabrican en
un laboratorio, y cuando se les da a los pacientes, funcionan como los anticuerpos
gue el cuerpo produce naturalmente. Los anticuerpos monoclonales se inyectan
por via intravenosa y actian al atacar las proteinas especificas que se encuentran
en la superficie de las células cancerosas o las células que apoyan el crecimiento
de las células cancerosas. Cuando los anticuerpos monoclonales se unen a una
célula cancerosa, pueden lograr los siguientes objetivos: evitar que las células
cancerosas proliferen rapidamente, aplicar radiacion directamente en las células
cancerosas 0 transportar medicamentos potentes directamente en las células

cancerosas [10,11].
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Terapia hormonal: Este tratamiento emplea farmacos que cambian la cantidad o
configuracion quimica de las hormonas que circulan en el torrente sanguineo y
gue regulan la actividad de determinadas células u érganos en el cuerpo. Se
emplea principalmente en el tratamiento de aquellos tipos de cancer que
presentan dependencia hormonal para su desarrollo como son el cancer de mama

y el de prostata [4].

1.5 Agentes quimioterapéuticos

Los agentes quimioterapéuticos pueden clasificarse usando diferentes criterios, ya
sea por su mecanismo de accion en las diferentes etapas de sintesis del ADN,
transcripcion y traduccion de las células; por su naturaleza quimica tomando en
cuenta los grupos funcionales presentes en la estructura de las moléculas; o por la
interferencia que causan en la division celular, distinguiendo de esta manera los
siguientes grupos: Agentes ciclo-celular especificos: son aquellos que ejercen su
accion en etapas especificas del ciclo celular por lo que interfieren en la

proliferacion celular (Figura 3).

Figura 3. Ciclo celular que muestra las fases donde actlan algunos agentes antineoplasicos
(Tomada y modificada de [10]).
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Los antimetabolitos son sustancias que reemplazan, inhiben o compiten con un
metabolito especifico. Estos agentes actiuan bloqueando bioguimicamente la
sintesis del ADN al inhibir enzimas y procesos de transformacion molecular que
alteran o detienen la sintesis de nucledétidos o su traduccion. Su accion se lleva a
cabo durante la fase S del ciclo celular. Algunos ejemplos de antimetabolitos
utilizados para tratar clinicamente el cancer son: el analogo del acido folico, el
metatrexato (MTX); los antagonistas de las pirimidinas como el fluracil o la
citarabina y los andlogos de las purinas como la mercaptopurina, pentostatina y

cladribina [11].

Los alcaloides de vinca provocan la inhibicibn del huso mitético uniéndose a
determinadas proteinas microtubulares y por lo tanto interrumpiendo la divisidon

celular.

Los taxoides o taxanos son farmacos que se desarrollaron a partir de un
compuesto aislado de la corteza de Taxus brevifolia. El paclitaxel junto con el
docetaxel tienen como diana la tubulina, impiden la despolimerizacion de los
microtubulos. Esto bloquea la continuacion de la mitosis activando los puntos de
control, induciendo la apoptosis o bien revirtiendo el ciclo celular a la fase G,
donde no se da division celular. Las podofilotoxinas actian inhibiendo la actividad

de las topoisomerasas | y Il, bloqueando las fases S o G del ciclo celular[11].

Agentes ciclo-celular inespecificos: este segundo grupo esta formado por agentes
citotoxicos que pueden actuar en varias fases del ciclo celular, entre ellos estan:

los agentes alquilantes adhieren grupos alquilo a las bases del ADN, esta
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alteracion resulta en la fragmentacion del ADN por las ezimas de reparacion, las
mostazas nitrogenadas, nitrosureas y los alquilsulfonatos son algunos ejemplos

[11].

Los antibi6ticos tumorales actlan intercalandose a las cadenas de nucleétidos lo
cual inhibe la sintesis de ADN y ARN, las antraciclinas y la bleomicina son los

compuestos mas representativos.

Los alcaloides pirrozidinicos forman entrecruzamientos con las cadenas de ADN lo

cual inhibe la sintesis de material genético.

Por dltimo encontramos a los complejos de coordinacion, los cuales son
compuestos de metales con moléculas o grupos anionicos, llamados ligantes,
dichos compuestos forman, por lo general, aductos con las cadenas de ADN
inhibiendo su sintesis y ademas pueden generar la union cruzada entre dos bases

de ADN [11,12].

Entre los agentes antineoplasicos anteriormente mencionados se encuentran
varios productos de origen natural que en la actualidad son elaborados

sintéticamente.

Asi desde hace 65 afios, los productos naturales han sido la piedra angular de la
farmacologia anticancer, por lo que el descubrimiento de agentes citotoxicos
extraidos de animales, plantas y microorganismos se siguen utilizando hoy para el

tratamiento del cancer [11].
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Existen, en general, dos tipos de quimioterapias para el tratamiento del cancer: la
guimioterapia convencional o tradicional, en la cual los farmacos actuan contra
todas las células que se dividen y la terapia dirigida, la cual actia sobre los genes
y las proteinas especificos del cancer o sobre las condiciones del tejido que
contribuyen al crecimiento y a la supervivencia del cancer. La Vincristina, el
irinotecan, el etoposido y el paclitaxel son ejemplos clasicos de compuestos
derivados de plantas; la actinomicina D, mitomicina C, bleomicina, doxorrubicina y
l-asparaginasa son farmacos obtenidos a partir de microorganismos y la citarabina
es el primer farmaco obtenido a partir de un organismo marino [12]. Muchos de
estos farmacos contintan siendo prescritos y han salvado o prolongado la vida de

millones de pacientes con cancer. (Figura 4).

Figura 4. Cinco categorias para los farmacos utilizados para el tratamiento del cancer desde hace
50 afios. Los productos citotoxicos son los mas utilizados desde 1990 con el desarrollo de las
terapias moleculares dirigidas usando anticuerpos monoclonales y pequefias moléculas inhibidoras

de cinasas, inmunosupresoras, agentes alquilantes etc. (Tomada y modificada de [11]).
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Con el avance en la investigacion, a finales de los afios noventa, se descubrié un
nuevo “universo farmacolégico”, en el cual la importancia radicé en el uso de
blancos terapéuticos hechos de moléculas pequefias con receptores especificos
como el imanitib o moléculas grandes como el rituximab. Asi, terapia dirigida son
farmacos u otras sustancias que bloquean el crecimiento y la diseminacion del
cancer, al interferir en moléculas especificas ("blancos moleculares”) que

participan en el crecimiento, el avance y la diseminacion del cancer.

Inmediatamente, la farmacologia antitumoral adopt6 éste nuevo concepto y la
vision del descubrimiento de farmacos basados en el blanco (también llamada
farmacologia reversa) se convirti6 en el objetivo. La busqueda de productos
naturales para oncologia disminuyd, pero crecié la esperanza de prever
rapidamente un tratamiento personalizado del cancer con esas “balas magicas”
disefiadas racionalmente, via simulacion computacional u “6mico” (OMICAS:
disciplinas como la genémica, protedmica, metabolémica y citdbmica de gran ayuda

para descubrir y desarrollar nuevas herramientas terapéuticas) controladas.

El objetivo persiste pero el camino es largo y el progreso ha sido lento. No hay
duda de que el tratamiento del cancer ha cambiado profundamente, con los
avances de las terapias dirigidas. Actualmente, las mayores diferencias persisten
entre los diferentes tipos de tumores. Los pacientes que sufren de leucemia
mieloide crénica tienen una buena probabilidad de supervivencia a largo plazo,
gracias al descubrimiento de inhibidores especificos de la tirosina cinasa como el

imatinib (Gleevec), dasatinib (Sprycel ®) o nilotinib (Tasigna) [11,12]. Sin embargo,
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para la mayoria de los tumores sélidos, en particular para las etapas avanzadas y
metastasicas, el tratamiento sigue siendo paliativo e insuficiente, a pesar del
desarrollo de nuevos farmacos. Estos farmacos son eficaces, de lo contrario no
estarian en el mercado, pero en muchos casos, sélo prolongan la vida de los

pacientes durante algunas semanas o algunos meses, rara vez un afo.

Actualmente los agentes anticancer se utilizan en combinacion ya que pocos
tumores son sensibles a ser curados por una sola sustancia [13]. La quimioterapia
efectiva depende usualmente de la identificacion de combinaciones adecuadas

para tratar tumores de tipo especifico [14].

Con el avance en la investigacion, hoy sabemos que el tratamiento del cancer no
es solo cuestion de eliminar las células cancerosas induciendo su muerte. Las
nuevas estrategias terapéuticas, incluyen también enfocarse en el microambiente
tumoral, impedir la angiogénesis, modular la respuesta del sistema inmune o la

inflamacion croénica, la cual ha sido asociada con el cancer [15].

Existe por lo tanto una fuerte necesidad de nuevos farmacos anticancerosos

eficaces cuya actividad no sea meramente citotoxica.
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1.6 Productos naturales

La naturaleza es una fuente atractiva de nuevos compuestos, que podrian servir
como candidatos terapéuticos debido a la gran diversidad quimica que se
encuentra en millones de especies de plantas, animales y microorganismos
marinos. Para muchos organismos vivos, esta diversidad quimica refleja el
impacto de la evolucion en la seleccién y conservacién de los mecanismos de
autodefensa que representan las estrategias empleadas para repeler o destruir a

los depredadores.

Para sobrevivir, las plantas han desarrollado mecanismos sofisticados incluyendo
un “arsenal quimico” elaborado de sustancias toxicas, tales como terpenos y
alcaloides, que inhiben el crecimiento de otras plantas y las hacen poco atractivas

para los depredadores [16].

Tradicionalmente, los productos naturales han sido una importante fuente de
nuevos medicamentos, y muchos medicamentos exitosos han sido sintetizados
originalmente para imitar la accibn de moléculas que se encuentran en los
compuestos naturales. Los productos naturales son muy diversos y con frecuencia

ofrecen actividades biol6gicas muy especificas [17].

Aln con la llegada de la seleccién de alto rendimiento y la era post-gendémica, mas

del 80% de las sustancias farmacolégicas fueron productos naturales o inspiradas

por un compuesto natural [18].
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Las areas que han sido mas investigadas (en relacion al numero de farmacos
aprobados) en la industria farmacéutica contindan siendo las enfermedades
infecciosas (microbios, parasitos y virus), el cancer, la hipertension y la inflamacién

[19].

Actualmente, la proporcidén de nuevas sustancias quimicas aprobadas, demuestra
gue hasta el 2010, el campo de los productos naturales produjo alrededor del 50

% de todas las pequefias moléculas en los afios 2000-2010.

De hecho, en el 2010, 10 de las 20 moléculas aprobadas correspondieron a la
categoria de agentes antitumorales [19] y han sido las plantas, la fuente mas
significativa de obtencion. Por el momento, existen 16 nuevos compuestos
derivados de plantas siendo probados en fases clinicas, 13 de éstos en Fase | o ll,

y 3 estan en Fase lll [20].

1.6.1 Triterpenos

Los triterpenos estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza y son importantes
en los mecanismos de defensa de las plantas contra insectos y estrés ambiental.
Son compuestos extremadamente comunes y se hallan en una amplia variedad de
plantas. Hay al menos 4000 triterpenos conocidos. Muchos de ellos se encuentran
en su forma libre como glucésidos, mientras que otros se encuentran en formas
combinadas [21]. Se localizan especialmente en las ceras de hojas y frutas y han
sido encontrados en resinas, cortezas de arboles y en el latex de varias especies

de plantas [22,23].
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Los triterpenos son metabolitos secundarios formados a partir oligobmeros de
isopentenil pirofosfato, los cuales estan relacionados con el escualeno. El
escualeno por su parte es un gran grupo de compuestos con 30 atomos de

carbono arreglados en cinco anillos con varios atomos de oxigeno unidos.

Los triterpenos son sintetizados a partir del pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su
isomero, el pirofosfato de dimetilalio (DMAPP). Para su ciclacion, tres
preniltransferasas sintetizan una cadena lineal pirofosfato de geranilo (GPP), el
cual es el precursor de los monoterpenos. La incorporacion de otra unidad
isoprénica da como producto el pirofosfato de farnesilo (FPP), precursor de los
sesquiterpenos. Y una unidad mas forma el pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP),
el cual es el compuesto base para formar diterpenos. El escualeno, precursor de
los triterpenos y esteroides deriva biosintéticamente de la dimerizacion de dos
unidades de FPP; dichas unidades pueden plegarse mediante 20 patrones
diferentes, en presencia del prenil pirofosfato, para la ciclizacién y formacion de

derivados mono, di, tri, tetra o pentaciclicos [24].

Una vez que el escualeno esta ciclizado, entra en la via del acido meval6nico
(MEV), y por accion de dos moléculas de adenosin trifosfato (ATP), el mevalonato
se fosforila (MEV-P y MEV-PP) y descarboxila para dar como productos los
precursores de los terpenos, el pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su isémero el
pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP). La ruta del acido mevalénico se lleva a cabo

en el citosol. Por esta ruta se sintetizan principalmente sesquiterpenos, triterpenos
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y politerpenos. La variedad de triterpenos en la naturaleza es el resultado de la

evolucion de la gran superfamilia de triterpeno sintasas (Figura 5).

3 Acetil CoA Piruvato + 3-Fosfogliceraldehido
Mevalonato DXP

Pirofosfato de isopentenilo (IPP) ———— Hemiterpenos
xn IPP

Monoterpenos irregulares

Politerpenos  Pirofosfato de geranilo (GPP) ——— Monoterpenos
IPP

—— Pirofosfato de farnesilo (FPP) —— Sesquiterpenos

IPP

Pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP)

x2

Diterpenos X2

— Escualeno ——— Triterpenos — » Esteroides

Apocarotenoides
Secocarotenoides
Retrocarotenoides

-«—— Carotenoides «———— Fitoeno «——

Figura 5. Resumen biosintético de los terpenos. Tomado de [25].

La investigacion de triterpenos es amplia y se ha basado tanto en cuestiones
guimioprotectoras como terapéuticas. Los estudios se han realizado utilizando
varios modelos asi como tipos de cancer, entre los que podemos mencionar: el de
mama [22], higado [26], cancer de piel, de colon y de prostata [27] y se ha
reportado que no se ha presentado ningun tipo de toxicidad en células normales

[28].
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Se ha reportado también que los triterpenos presentan actividad sobre distintos
blancos terapéuticos como son la inflamacién, proliferacion, apoptosis, invasion,

metastasis y angiogénesis [29].

La variedad de compuestos es amplia y principalmente se han referido como
anticancerosos, los triterpenos de tipo ursano, oleano, cicloartano y lupano, asi
como las cucurbitacinas y las quinonas metiltricas [30].

Dichos compuestos han demostrado poseer la capacidad para bloquear la
activacion de NF-kB, inducir la apoptosis e inhibir la proliferacion celular, la

invasion, metastasis y la angiogénesis [29].

Se ha encontrado que la inhibicion de la proliferacién de células tumorales, como
resultado del tratamiento con triterpenos, se lleva a cabo mediante diferentes
mecanismos, por ejemplo, algunos triterpenos pueden interferir con la replicacion
del ADN, inhibiendo la DNA polimerasa [31], la topoisomerasa | [32] o la
topoisomerasa Il [33], mientras que otros triterpenos pueden inducir
modificaciones en el citoesqueleto despolimerizando las fibras de actina [34].

Algunos mas, poseen la capacidad de detener el ciclo celular en las fases G0/G1,
S, G2/M. Ejemplos de estos son el acido ursolico, el cual ha mostrado efectos
citostaticos tempranos en G1 en la linea celular de cancer de mama MCF-7 [35], y

el acido boswelico el cual mostré actividad citostatica en cinco lineas de leucemia

(HL-60, K 562, U937, MOLT-4, THP-1) [36].
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El enorme potencial de los distintos triterpenos aislados de plantas en los ultimos
afios ha demostrado, que son una gran promesa como quimiopreventivos y
agentes terapéuticos de la inhibicion de moléculas de sefalizacion clave,
mediadores de la inflamacion, la proliferacion de células tumorales, invasion,

metastasis, y la angiogénesis en diversos modelos de cancer in vitro e in vivo.

1.7 El ratdon desnudo en la evaluacion de nuevos farmacos
La caracteristica mas interesante del raton desnudo o carente de pelo es la
ausencia de timo. Estas caracteristicas se presentan cuando el ratén es

homocigoto para el gene recesivo nu.

La mutacion nu fue descrita por primera vez por Flanagan en 1966 [37]. Sin
embargo no fue sino hasta 1968 en que se descubrié que el raton desnudo
homocigoto era atimico. Los estudios posteriores revelaron que el timo se
mantenia rudimentario después del dia 14, ademas de que los ratones mostraban
leucopenia (815 a 3380 leucocitos/yL) y linfopenia mantenida en el tiempo,
ademas de atrofia de las células linfoides dependientes del timo en la precorteza

de los linfonodos y en las regiones periateriolares del bazo [38].

Se considera que la condicion sin pelo y la falta de desarrollo del timo ocurren por
un defecto en el ectodermo embrionario cuyas primeras sefiales se observan a
partir del dia 11 de gestacion. El sistema inmune de este ratdn se caracteriza por
tener: una poblacién pequefia de células T que no llegan a madurar, una

respuesta inmune humoral confinada a la clase de IgM; un nivel bajo de respuesta
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a los antigenos T-dependientes y un aumento compensatorio en el nivel de células

NK [39].

Debido a la ausencia de timo, no pueden desarrollar las siguientes
inmunorespuestas:
e La formacién de anticuerpos que requieren de células T cooperadoras (Ty
o0 CD4)
* Inmunorespuestas que requieren células CD4 o CD8
* Respuesta de hipersensibilidad tardia
» Desarrollar células citotoxicas CD8 (T¢)

* Rechazo a injertos (por el requerimiento de células CD4 y CD8)

Dichas caracteristicas evitan que los ratones desnudos rechacen los injertos de la
misma especie (aloinjertos o alotransplantes) e incluso injertos de otras especies

(xenoinjertos o xenotransplantes) [37].

El transplante puede llevarse a cabo con trozos tumorales de 2 a 3 mm de
didmetro, asi como con células tumorales en suspension [40]. El implante
subcutaneo es el sitio predominante para la transplantacion de tumores humanos

en el ratén desnudo debido a su simplicidad y facil acceso al tumor.

Por las caracteristicas antes mencionadas, el ratén atimico nu/nu desnudo, provee

el soporte principal para una prueba in vivo en el descubrimiento de farmacos y en
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el programa de cernimiento preclinico de fase | del Instituto Nacional del Cancer
(NCI, E.U.A)) ya que las interacciones multisistémicas permanecen intactas en el

organismo.

1.8 Senescencia

Senescencia deriva de senex, una palabra en latin que significa hombre viejo o de
edad madura. En biologia, la senescencia describe un proceso de deterioro del
desarrollo y la madurez, el término es utilizado indistintamente para denotar
envejecimiento, sin embargo, el término senescencia aplicado a las células, es
para aquellas que cesan su divisién en cultivo, basados en la especulacién de que
sSu comportamiento asemeja el envejecimiento de un organismo [41].

La senescencia fue originalmente definida como un proceso fisiolégico que limita
la proliferacion de células normales. Este proceso, el cual se conoce como
“senescencia replicativa” (SR), resulta en principio del acortamiento de los
telomeros y otros cambios estructurales después de mdultiples divisiones celulares
[42]. Los telomeros son secciones de ADN repetitivo (5-TTAGGG-3’ en los
vertebrados) y proteinas asociadas que cubren los extremos de los cromosomas
lineales y los protegen de la degradacién o la fusion en los procesos de reparacion
de ADN.

La senescencia celular fue descrita por primera vez hace 60 afios por Hayflick y

s

Moorehead por lo que también se le llamé “Limite de Hayflick” [43].

El proceso de senescencia esta acompafiado por cambios en las células, las

cuales tienen una morfologia aplanada y alargada y muestran elevada
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granularidad citiplasmica. Ademas de las caracteristicas morfoldgicas, las células
senescentes presentan otras diferencias que las distinguen de las células
guiescentes, éstas diferencias incluyen la actividad de la p-galactosidasa a pH 6.0
asociada a la senescencia (SA-p-gal) un marcador comun en células humanas,
focos de heterocromatina condensada (SAHF por sus siglas en inglés

senescence-associated heterochromatin foci) evidentes con tincion de Hoechst

6 INK4a 1Waf|

33342 o DAPI, y elevados niveles de expresion de pl , Y p27 entre

, P2

otros. [44-46].

Ademas de la senescencia replicativa, la senescencia celular puede ser inducida
por otro tipo de estrés no letal que resulta en citostasis persistente con un fenotipo
morfoldgico y bioquimico distinto, como por ejemplo la activacion de oncogenes
[47] o el dafio al DNA [48].

La senescencia inducida por oncogenes (SI0) es mas rapida que la RS y ademas
es independiente del acortamiento de los teldmeros;, se sabe que es
desencadenada por la sefalizacion anormal en una célula, la cual es mediada por
los productos protéicos de oncogenes y esta a menudo acompafiada por la
activacion de la via de supresores de tumores [49]. Existen vias de sefializaciéon
gue son compartidas por ambos tipos de senescencia SR y SIO, y son las que
involucran a p53 y pl6 / PRB (supresor del tumor de retinoblastoma). Algunos
oncogenes tales como RAS, STAT5 y la ciclina E no sélo inducen senescencia,
sino también desencadenan una respuesta a dafios en el ADN, que se asocia con

su hiper-replicacién la cual parece estar implicada en SIO [50].
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Otra forma de inducir senescencia celular es por medio de farmacos, a esto se le
conoce como terapia para inducir senescencia (TIS). Aunque TIS es causada por
agentes genotdxicos como la irradiacion y los farmacos quimioterapéuticos,

comparte muchas similitudes con SIO, por ejemplo, los marcadores [51].

Existe una amplia variedad de agentes contra el cancer que pueden inducir
cambios morfolégicos asociados a la senescencia en las células tumorales. Estos
farmacos incluyen al inhibidor de topoisomerasa |, la camptotecina [52] el inhibidor
de la topoisomerasa Il, la doxorrubicina [53], los agentes que dafian al ADN, el
cisplatino y doxorrubicina [54] y la radiacion-y [55]. Por lo tanto, diferentes
farmacos pueden activar la senescencia a través de diferentes vias de
sefalizacion. Las vias de respuesta a los dafios en el ADN desempefian un papel
critico en SIO y SR, asi como en TIS. Por ejemplo, el inhibidor de la ADN
metiltransferasa, 5-azacitidina, causo la senescencia en células de cancer de
préstata DU145 y LNCaP en un plazo de 7 dias después del tratamiento [56]. El
sirtinol, un inhibidor de la ADN histona acetilasa, indujo senescencia en la linea
celular de cancer de mama MCF7 y de pulmon H1299 después de 24 horas de
exposicion a este agente [57]. ElI ganoderiol F, un triterpeno tetraciclico, indujo
senescencia en el 50% de las células de la linea HepG2 después de 18 dias de
tratamiento continuo [58]. Estos estudios demostraron ademas, que la induccion

de senescencia en tumores puede conseguirse con menores concentraciones de
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agentes terapéuticos, que pueden ayudar a disminuir los efectos toxicos

relacionados con algunos los farmacos [51].

La terapia para inducir la senescencia tiene varias caracteristicas que pueden ser
beneficiosas para la gestion y el tratamiento del cancer. En primer lugar, la
senescencia estimula una detencion persistente del crecimiento, y las células
senescentes pueden mantenerse en un estado estable, incluso in vivo. Un
ejemplo, son los melanocitos senescentes que se han identificado en nevos
benignos (proliferacion de distintos tipos de células en la piel) que permanecieron
latentes durante afios [59]. También se ha informado de que un subconjunto de
células de cancer de préstata senescentes persistié durante al menos 6 semanas
después del establecimiento de xenoinjertos con células senescentes inducidas

por doxorrubicina en cancer de prostata [60].

La senescencia inducida por farmacos combinada con otros enfoques terapéuticos
clasicos, puede llegar a ser mas eficaz en el tratamiento de cancer. Por lo tanto,
una mejor comprension de la senescencia celular y la exploracion de la
modulacién de este proceso celular enfocado como una intervencion terapéutica

en la terapia del cancer se ha convertido en un area de una extensa investigacion.

1.9 Marcadores moleculares de arresto del ciclo celular y senescencia
La senescencia inducida por el tratamiento con algin compuesto o farmaco
provoca ciertas caracteristicas celulares que podrian ser benéficas para el

tratamiento del cancer.
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Actualmente, no existen marcadores definitivos para determinar la senescencia,
sin embargo, se esta evaluando si bajo el tratamiento de algin farmaco, los
niveles de ciertas proteinas son mas altos que en células no tratadas o en células
proliferando para determinar si esas proteinas podrian servir como marcadores de
diagnéstico.

Sabemos que las células senescentes permanecen viables y que
metabdlicamente estan activas pero se encuentran permanentemente arrestadas
en parte, por la disminucion de la expresion de PCNA y el incremento en la
expresion de inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas tales como

p21Waf1/Cip1 y p27KIpl [60].

PCNA

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una proteina similar a un
anillo, el cual esta involucrado en la maquinaria de replicacion, reparacion y
recombinacién celular. Cuando no esta involucrado en la replicacion del DNA,
PCNA (generalmente bajo el control de p53) esta relacionado con el arresto y la
reparacion del dafio en el DNA nuclear e incluso del DNA mitocondrial [61] o bien,
cuando la reparacién no es posible, la ausencia o los bajos niveles de PCNA
pueden conducir a las células a apoptosis [62].

La interaccion de PCNA con p21 que conduce al arresto celular es probablemente
la interaccion mas estudiada. La unién de PCNA con p21 detiene la replicaciéon del
DNA pero no inhibe la reparacion de éste [63]. Por otro lado la union de p2l a
PCNA puede inducir el arresto en las fases G1 o G2 en células deficientes en p53

[64].
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p21Waf1
El arresto de las células senescentes estd mediado por la activacion de p53, el

1WarLICipISdiL 1 inhibidor

cual detiene el ciclo celular a través de la induccion de p2
de las cinasas dependiente de ciclinas (CDK'’s), el cual inhibe directamente la
actividad de las enzimas de los complejos ciclina-CDK2 y ciclina-CDK4 [65].

1WAFLCIPL ha sido identificado como un mediador del arresto

Por lo anterior P2
celular inducido por p53, como un regulador directo de la actividad de las CDK y
como un gen cuya expresion es inducida en concomitancia con la senescencia

celular [66].

p27Kip1

p27KP! es también un inhibidor de la cinasas dependientes de ciclinas CDK2 y
CDK4, el cual por ejemplo es un promisorio marcador de la senescencia en
células ya que el gen CDKN1B/p27¥P! que codifica para la proteina, no esta

mutado ni inactivo en una gran cantidad de tipos de cancer [60].

1.10 Justificacion
Los metabolitos secundarios de las plantas son una de las fuentes mas importantes

en la busqueda de moléculas activas para desarrollo de nuevos medicamentos [68].

En este sentido, los triterpenos son importantes constituyentes activos obtenidos a
partir de diversas plantas, estudios previos han demostrado que podrian ser
considerados para el tratamiento del cancer ya que se ha encontrado que afectan

diversas vias celulares relacionadas con esta enfermedad.

42



Aunque no existe una regla formal, varios autores y revistas especializadas
consideran un compuesto citotoxico in vitro cuando éste presenta una

concentracion media (Cl sp) menor de 4 pM.

Sin embargo, una molécula para ser considerada como farmaco potencial, debe
tener una adecuada selectividad sobre las células blanco y el menor efecto téxico

para el organismo receptor.

Por ejemplo, el acido ursélico, un triterpeno pentaciclico, con una Clsy de 22.3 uM
contra células PC-3 (cancer de prostata) se consideraria inactivo, sin embargo, a
la dosis de 200 mg/Kg administrada dos veces por semana durante seis semanas
este acido inhibio el crecimiento tumoral en ratones desnudos inoculados con

células de cancer de prostata DU145 [69].

Un ejemplo mas notable lo presento el acido p-acetilboswélico que presento

una Clso de 70 uM, sin embargo a la dosis de 100 pmol/Kg de peso administrada
diariamente durante tres semanas inhibio el crecimiento tumoral de ratones nu/nu
inoculados con células PC-3 [70]. Por otro lado, utilizando la misma linea de
cancer humano, el acido -acetoxitirucalico, un triterpeno tetraciclico presenté una
Clsp de 28 y M y ademas inhibié el crecimiento tumoral en ratones desnudos

inoculados con células PC-3 [10 pmol/Kg/dia por dos semanas] [71].
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En todos los trabajos antes mencionados no se han observado efectos toxicos

relacionados con la administracion de dichos compuestos.

Estos resultados indican la importancia que tienen los triterpenos como
agentes anticancerosos in vivo, porque si bien su citotoxicidad en lineas de cancer
humano fue baja, también demuestran que los ensayos en lineas celulares varias

veces no reflejan la actividad in vivo de algunos compuestos.

Dentro de la gran gama de triterpenos que han presentado propiedades
antiinflamatorias y citotoxicas destacan, por su abundancia y relativa facilidad de
obtencion, los triterpenos del tipo del cicloartano que estan presentes en la resina

de Parthenium argentatum conocida como guayule, en particular la argentatina B.

1.11 Hipoétesis

Si la argentatina B, un triterpeno de tipo cicloartano inhibe la proliferacion de las

células cancerosas en cultivo in vitro, entonces es factible que éste compuesto

presente actividad antitumoral en un modelo de xenotransplantes.
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2. OBJETIVOS GENERALES
Determinar el mecanismo de accion de la argentatina B en las lineas celulares
HCT-15 y PC-3 en cultivo in vitro. Evaluar el efecto antitumoral de la argentatina B
en ratones atimicos xenotransplantados subcutaneamente con células de
carcinoma de colon HCT-15 y con células de carcinoma de préstata PC-3.
2.1 Objetivos particulares
- Aislar y purificar la argentatina B a partir de la resina obtenida como
subproducto durante el proceso de obtencion del hule de la especie
Parthenium argentatum A. Gray.
- Determinar el efecto de la argentatina B en el ciclo celular de las lineas
celulares HCT-15 y PC-3 in vitro.
- Determinar el efecto de la argentatina B en la muerte de las lineas celulares
HCT-15y PC-3 in vitro.
- Evaluar la variacion en la expresion de los reguladores negativos del ciclo
celular p21 y p27.
- Evaluar la eficacia farmacologica in vivo de la argentatina B en
xenotransplantes con las lineas tumorales humanas de colon HCT-15 y

préstata PC-3.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Parthenium argentatum (Gray)

Clasificacion Taxon6mica

Reino: Plantae
Subreino:  Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Heliantheae
Género: Parthenium
Especie: P. argentatum

Nombre binomial

Parthenium argentatum A. Gray

P. argentatum es un arbusto que crece en las zonas aridas del norte de México y
del Sur de los Estados Unidos de América (Figura 6). Este arbusto es conocido

con el nombre de “guayule”, que significa “planta que contiene hule”.
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Figura 6 . Imagen de un arbusto de Parthenium argentatum Gray.

El guayule se exploté comercialmente -por su contenido de hule- desde inicios del
siglo pasado (1903-1951). El aprovechamiento industrial de esta especie alcanzé
su auge durante la segunda guerra mundial, auge que decay® a la llegada del hule

producido sintéticamente.

En nuestro pais, los estudios sobre P. argentatum se iniciaron en forma
sistemética en 1970. En 1977, durante la Segunda Conferencia Internacional
sobre el Guayule, se planteé la posibilidad de hacer econdmicamente mas
atractiva la explotacion de guayule, mediante la utilizaciéon de los compuestos
presentes en la resina. Dicha resina se obtenia como material de desecho durante

el proceso de extraccion del hule [61].

47



En este sentido, las investigaciones quimicas de la especie, demuestran que esta
planta sintetiza de manera muy importante triterpenos del tipo cicloartano vy
lanostano, conocidos como argentatinas e isoargentatinas, respectivamente [62].
Estos compuestos se aislan con un elevado rendimiento del desecho resinoso
obtenido como subproducto en el proceso industrial para el aislamiento de hule

natural a partir del guayule [63].

Se estima que la resina constituye el 5% en peso del arbusto y que un 55% de la
resina esta constituido por triterpenos [64], donde aproximadamente la mitad son

las argentatinas [63].

3.2 Argentatina B
La argentatina B es un triterpeno de tipo cicloartano, la cual constituye el 10% del

total de la resina obtenida de Parthenium argentatum (Figura 7).

Figura 7. Argentatina B [(16[,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona]

Tomando en cuenta los antecedentes biolégicos de los cicloartanos, asi como la
naturaleza quimica y la elevada abundancia en la que se encuentra la argentatina

B en la resina de P. argentatum, en un principio se plante6 investigar las
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propiedades biolégicas de dicho compuesto. Asi, en una etapa preliminar, nuestro
grupo de investigacion demostré que la argentatina B inhibe, de manera
dependiente de la dosis, el edema inducido por el promotor de tumores 13-
acetato-12-O-decainol forbol (TPA) en el modelo de inflamacién de oreja de ratén
[65]. Ademas se demostré también que la argentatina B es un inhibidor no
competitivo de la unién 3H-estradiol a su receptor en tumores de mama humanos
dependientes de hormonas [66].

Posteriormente, se evalué la propiedad de inhibicibn de proliferacion de la
argentatina B en las lineas celulares de cancer de leucemia K562, mama MCF-7,
préstata PC-3, colon HCT-15 y SNC U251 y se demostr6 que la argentatina B,
presentd efecto citostatico a concentraciones 24 a 79 uM (Tabla 2). Ademas se
determind que la argentatina B no mostrd efectos citotoxicos ni genotoxicos a las
mismas concentraciones en pruebas hechas con el modelo de micronicleos en

linfocitos humanos en proliferacién [67].

Tabla 2. Actividad citotéxica de la argentatina B en diferentes lineas celulares.

Tratamiento ICso (UM) £ EE

Lineas celulares de cancer humano

U251 (CNS) PC-3 (prostata) HCT15 (colon) MCF-7 (mama) K562 (leucemia)

ArgentatinaB  36.4%6.79 33.41+£3.71 24.14+5.58 33.06+5.95 79.38+0.08

Doxorrubicina  0.09+0.02 0.32+0.02 0.23+0.01 0.14+0.01 0.28+0.01
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4. METODOLOGIA

4.1 Aislamiento de la argentatina B

La resina, un subproducto de desecho del proceso industrial para obtener hule
natural de P. argentatum, fue donada por la Comisién Nacional de Zonas Aridas
CONAZA (Coahuila, México). Los procedimientos de cromatografia en columna
abierta se efectuaron en columnas de vidrio de diferentes capacidades, se empled
tonsil y gel de silice F,5, como adsorbentes. Para los procedimientos de extraccion
se utilizaron disolventes de grado industria destilados en el laboratorio. Los
disolventes y reactivos empleados para efectuar la purificacion, el andlisis y las
reacciones fueron de grado reactivo analitico (Sigma). Se emplearon placas
recubiertas con gel de silice F254 de 0.2 mm de espesor para los analisis
cromatograficos en capa fina (CCF). El revelado se realizdé con luz ultravioleta de

onda corta (254 nm) y larga (350 nm), y con una solucion de sulfato cérico.

163.43 g de resina se disolvieron en 100 ml de hexano, posteriormente se
colocaron en una proporcion 1:1 tonsil con el propdsito de hacer el punto de
aplicacién y se percolaron a través de una columna empacada con tonsil 1:10, que
posteriormente se eluyd con disolventes de polaridad ascendente hexano, AcOEt

y MeOH, para obtener fracciones de 100 mL.
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4.2 Farmacos y reactivos

El Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) se compré a Caisson
Laboratories INC, USA. SFB (Suero Fetal Bovino), EDTA, amfotericina B y L —
glutamina se compraron en Gibco, BRL (Grand Island, NY, USA). loduro de
Propidio, Hoechst 33342 y cisplatino (cis-Diammineplatinum (Il) dicloride) fue
comprado a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Tripsina, DMSO, Annexin-V-
Fluos staining kit se compré a Roche Diagnostics (GmbH, Mannheim, Germany).
Senescence B-Galactosidase Staining Kit se compré a Cell Signaling Technology
(Danver Massachusetts, USA). Se utiliz6 Aceite de ajonjoli extra virgen, de la
marca San Miguel®. Se empledé agua de alta calidad, para preparar todas las
soluciones, la cual se obtuvo de Milli-Q Reagent Water System (Continental Water

Systems; El Paso, TX, USA).

4.2.1 Soluciones

Las soluciones concentradas (1 mg/mL) de cisplatino se prepararon con solucion
salina. Las soluciones concentradas de cisplatino (20 mM) utilizadas para todas
las lineas celulares se prepararon en DMSO. La argentatina B (40mg/mL) utilizada
para administrar a los ratones, se disolvido en aceite de ajonjoli. Las soluciones
concentradas de argentatina B (20 mM) utilizadas para las pruebas con lineas
celulares se prepararon con DMSO y se almacenaron a -20 °C. Las
concentraciones finales de la argentatina B se prepararon diluyendo la solucién

concentrada con RPMI 1640.
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4.3 Lineas celulares

Las dos lineas celulares de cancer humano que se utilizaron fueron: HCT-
15 ATCC® CCL-225™ (cancer de colon) y PC-3 ATCC® CRL-1435™ (cancer de
préstata) (Rockville, Maryland, USA). Las células se rutinariamente como
monocapa en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado,
250 U/mL de sulfato de estreptomicina, 100 IU/mL de penicillina, 0.25 mg/mL de
amphotericina B y 2mM de L —glutamina, e incubadas a 37 °C en atmésfera 5%
CO; con alta humedad. Las células se cosecharon con tripsina 0.025% y EDTA
1mM. Ambas lineas celulares se incubaron con argentatina B a concentraciones
de 24 uM para HCT-15 y 34 uM para PC-3 durante 48 o 72h.

Se utiliz6 DMSO como control negativo y cisplatino como control positivo.

4.4 Deteccion del ciclo celular por Citometria de Flujo.

Se determind el ciclo celular mediante ensayos de Citometria de flujo. 1.5 x
10° células fueron sembradas en cajas de 6 pozos y tratadas con argentatina B
durante 48 y 72 h. Las células fueron cosechadas con tripsina, lavadas con PBS y
resuspendidas en EtOH 70% a 4°C durante 10 min. Transcurrido el tiempo, las
células fueron lavadas con PBS e incubadas durante 60 min en una solucion de
PBS con RNAsa 50 U/mL a 37°C. Posteriormente las células fueron lavadas con
PBS y tefiidas con una solucién de ioduro de propidio 20 uL/mL en PBS durante 2

min. La distrubucién del ciclo celular fue analizada con un citdbmetro de flujo
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FACSCalibur (Becton Dickinson, USA). 10000 células fueron analizadas con el

programa BD CellQuest Pro Software.

4.5 Deteccion de células apoptoticas por Citometria de flujo

Las lineas celulares HCT-15 y PC-3 tratadas fueron cosechadas con
tripsina y lavadas dos veces con PBS frio (4°C). La muerte de las células se
determind utilizando Annexin-V-Fluos staining kit Roche, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las células fueron analizadas utilizando un
citometro de flujo FACSCalibur, Becton Dickinson, USA, 10000 células fueron

analizadas con el programa BD CellQuest Pro Software.

4.6 Deteccion de células apoptoticas mediante la tincion con HOECHST

33342

5 x 10* celulas fueron sembradas en placas de 24 pozos e incubadas con
argentatina B. Posteriormente, las células fueron fijadas con una solucién de
formaldehido 3.7% durante 10 min, se realizé un lavado de 10 min con PBS,
posteriormente otro lavado con agua desionizada y finalmente las células se
tiieron con Hoechst 33342 diluido 1:1000 en PBS durante 15 min a 37°C en
oscuridad. Las observaciones se hicieron con un microscopio Nikon Optiphot-2.
Las células con el nucleo fragmentado o condensado fueron consideradas

apoptaoticas.
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4.7 Tincion citotoquimica de SA-B-Galactosidasa

7.5 x 10° células se sembraron en placas de 24 pozos y se incubaron con
argentatina B. La tincién citoquimica se realiz6 con SA-B-galactosidasa Staining
Kit, a pH 6.0, utilizando las instrucciones del kit. El porcentaje de células tefiidas
de azul, es decir, positivas para SA-B-galactosidasa fue determinado contando las
células por campo, teniendo en cuenta contabilizar 300 células por cada muestra o
10 campos por preparacion. El contéo celular se realiz6 en un microscopio de

campo claro Nikon Optiphot-2. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

4.8 Ensayos de proliferacion y Western Blot

Para evaluar la proliferacion celular, 5 x 10® células HCT-15 o PC-3 se sembraron
en placas de 96 pozos, y se incubaron con argentatina B diluida en 0.2% de
DMSO a concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 uM,
durante 48 h. La proliferacion fue evaluada por un ensayo colorimétrico de MTT.

Para el analisis por Western Blot, las células fueron resuspendidas en buffer de
lisis (50 mM Tris-HCI, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% NP40; 0.25%
deoxicolato de sodio), conteniendo 100 ul/ml de cocktail de inhibidor de proteasas
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany) y 10 pl/ml de inhibidor de
fosfatasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El contenido de proteina total fue
determinado, usando el Kit de ensayo de proteinas DC (BioRad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Un total de 30 ug de proteina fue separado con 10% SDS-

PAGE vy transferido a una membrana PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA). Las
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membranas fueron incubadas a 4°C, toda la noche con anticuerpos especificos,
diluidos 1:1,000 y posteriormente lavados e incubados con los anticuerpos
secundarios HRP apropiados, diluidos 1:5,000 (Zymed Laboratories, Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Los anticuerpos primarios utilizados
fueron: rabbit-monoclonal anti-human PCNA (GeneTex Inc., USA), mouse-
monoclonal anti-human p21, and mouse-monoclonal anti-human p27 (ambos de
Santa Cruz Biotehcnology, USA). Las proteinas fueron detectadas por
guimioluminiscencia utilizando Amersham ECL plus Western Blotting Detection
System (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, USA). Como control interno

se utilizé el anticuerpo: rabbit anti-GAPDH (GeneTex Inc.).

4.9 Xenotransplantes

Se adquirieron ratones machos nu/nu, de 6-8 semanas de edad en el
Bioterio del Instituto Nacional de Nutricion “Salvador Zubiran” (México D.F.,
México), los ratones se mantuvieron en microaisladores, en ambiente libre de
patdgenos, alimentados ad livitum, con temperatura ambiental de 22° C + 1° C,
humedad relativa de 55% vy ciclos luz-oscuridad de 12/12 hrs. Los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo de acuerdo a la Guia de cuidado y uso de
animales de laboratorio del Instituto Nacional de Cancerologia (México D.F.,
México). Grupos de seis animales se implantaron con 1.5 x 10° células de las
lineas de cancer de colon HCT-15 y cancer de prostata PC3, las cuales se
inocularon subcutaneamente en el flanco derecho del dorso del animal. Las

células se resuspendieron en DMEM sin rojo de fenol ni suero fetal bovino para la
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inoculacién. Se monitore6 el crecimiento del xenotransplante hasta que los
tumores alcanzaron una medida promedio aproximada de 5x5 mm (dia 0),
momento en el cual se inicié con el tratamiento con argentatina B. Los ratones
recibieron 125, 250 or 500 mg/kg de argentatina B disuelta en aceite de ajonjoli
extravirgen San Miguel ® en los dias 0, 7 y 14, administrada intraperitonealmente
(Tabla 3). Los animales control negativo VH recibieron aceite de ajonjoli
administrado intraperitonealmente. Los animales control recibieron cisplatino 4
mg/Kg de cisplatino disuelto en solucidén salina 0.9%. Los ratones se pesaron cada
tercer dia. El tumor fue medido con calibrador (Vernier digital), tres veces por
semana. El volumen tumoral fue calculado usando la férmula: Volumen (mm?®) =
(largo (mm) x ancho? (mm)) T/4. El volumen relativo tumoral (VRT) fue calculado
usando la formula: (volumen al dia x/ volumen en el dia 0) x 100. El experimento
se llevd a cabo durante 21 dias, al final los animales fueron pesados y
sacrificados.

Volumen Tumoral:
Vol.=axb®n/4

Donde a = Largo del tumor b = Ancho del tumor.
Volumen Relativo del Tumor: Se calcul6 el VRT los dias 0, 7, 14, 21, mediante la
siguiente formula:

VRT = Vol. al dia (n) / Vol. al dia 0 X 100

El valor anterior indico el porcentaje de incremento en los dias indicados.
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Tabla 3. Esquema de administracién empleado para la evaluacién de la argentatina B. gd: cada
dia. Se empleo un esquema de administraciéon intermitente, en el que el compuesto es

administrado cada 7 dias en 3 ocasiones (qd 7x3) empleando dosis de 125, 250 y 500 mg/Kg.

(n=6)
Tratamiento Dosis Esquema
VH (aceite de ajonjoli) - gqd 7 x 3
Argentatina B 125 125 mg/Kg qd 7 x 3
Argentatina B 250 250 mg/Kg gqd 7 x 3
Argentatina B 500 500 mg/Kg gqd 7 x 3
Cisplatino 4 mg/kg gqd 7 x 3

Se administraron 125, 250 y 500 mg/Kg de peso, debido a que es la primera
evaluacion in vivo usando el modelo de xenotransplante que se realiza con este
compuesto; dichas dosis permitirian observar la posible respuesta biolégica.

El cisplatino se administré en la dosis recomendada para su evaluacion en

modelos in vivo (4 mg/Kg).

4.10 Prueba de toxicidad en ratones sanos CD1 .

Ratones hembra CD-1, de 6 semanas de edad y 25-30 g de peso, fueron
administrados intraperitonealmente una vez por semana durante tres semanas,
con tres dosis de 125, 250, y 500 mg/kg de argentatina B. Siguiendo el mismo
esquema, probamos el efecto de tres dosis de 2, 4 y 8 mg/Kg de cisplatino. El
peso y conducta de los ratones fue registrado cada tercer dia durante el
tratamiento y el periodo de observacion (7 dias después de la ultima inyeccion).

Los ratones fueron pesados y sacrificados 22 dias después de la primera
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inyeccion. Se realizaron analisis histopatolégicos de diferentes 06rganos,
incluyendo el corazoén, pulmones, higado, rifidn, intestino, bazo, estobmago y
ovarios de los ratones, en el Departamento de Patologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia.

4.11 Andlisis de datos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 6.0
software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Las comparaciones entre los
grupos tratados y control se realizaron con la prueba de ANOVA de una viay la de
Tukey-Kramer. Los datos se expresaron como la media + ES. Se consider6 un

nivel de significancia cuando p < 0.05.
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5. RESULTADOS
5.1 Obtencion de la argentatina B y otros compuestos
Se reunieron las fracciones 4-204 y se obtuvieron 9.56 g de argentatina B, los
cuales se purificaron por recristalizacion con acetato de etilo y hexano. Las aguas
madre de las fracciones 126-204 se reunieron y cromatografiaron empleando una
columna 1:10 de gel de silice como adsorbente y mezclas de Hex-AcOEt como
eluyentes (de 0 a 100% de AcOEt). De esta columna se aislaron 6.07 g mas de
argentatina B, los cuales se purificaron por recristalizacion. La argentatina B fue
purificada al 99% por procedimientos convencionales, su identificacion se realizé
mediante la comparacion de las constantes fisicas y espectroscopicas (punto de
fusion y Resonancia Magnética Nuclear 1H y 13C) las cuales han sido reportadas
previamente en la literatura [62,64,72] . En total, se obtuvieron 15.63 g de
argentatina B.
La columna de separacién que se montd para aislar la Argentatina B permitio
aislar los compuestos (Figura 8) que se enlistan a continuacion:

* Argentatina A= 881.3 mg

* Argentatina D= 249.6 mg

e Guayulina C= 149 mg

Figura 8. Estructura quimica de: a) argentatina A, b) argentatina D y c) guayulina c.
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Con la guayulina C, se realiz6 ademas la evaluacion de la prueba de inhibicion de
edema inducido por TPA en oreja de ratdn [73]. El ensayo de TPA (13-Acetato-
tetrahidroforbol) consiste en tratar ambas orejas con este agente y sélo en la oreja
derecha aplicar el producto a ensayar, la actividad antiinflamatoria se determina
comparando el pesode la oreja tratada con la no tratada.

El resultado obtenido con el tratamiento con guayulina ¢ fue un porcentaje de

inhibicion de 54% (Tabla 4).

Tabla 4. Evaluacién de la actividad anti inflamatoria de la guayulina C en el modelo de inflamacién

inducido por TPA.

Muestra Dosis (umol/oreja) | Inhibicion (%)

Vehiculo Me,CO:CH,ClI, - -

Guayulina C 1 54.14

Efecto en el edema en oreja de ratones hembra CD-1. Medidas de seis animales en experimentos
independientes. Los datos se expresan como el % de la media £+ DS del peso de la oreja (n=6).

Todos los datos fueron analizados con la prueba t- Student.

5.2 Cambios en la progresion del ciclo celular

Para investigar si la argentatina B tiene algun efecto en la progresion del
ciclo celular, analizamos por citometria de flujo, mediante la tincion con ioduro de
propidio las células tratadas. Como puede observarse en la Figura 9A, no se
presentaron cambios significativos en las fases del ciclo celular de la linea HCT-15

después de 48 h de tratamiento. Sin embargo, las células tratadas con argentatina
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B por 72 h muestran una tendencia a incrementar la proporciéon de células en la
fase sub G1, aunado a la reduccién del nimero de células en G2/M, pero la
proporcion de célula en la fase S permanece sin cambios. Las células tratadas con
cisplatino a 72 h producen un incremento significativo en la proporcion de células
sub G1, y una menor proporcion de células en las fases S y G2/M; aunque esta
reduccion no es significativa. Por otro lado, los cambios en el ciclo celular de la
linea PC-3 después de 48 h fueron observados Uunicamente en las células tratadas
con cisplatino (Figura 9B). Sin embargo, el tratamiento con argentatina B durante
72 h indujo un incremento significativo en la proporcion de células en la fase sub
G1 aunado a la reduccion de células en GO/G1, e inesperadamente un incremento
modesto en las células de la fase S. De nuevo, el numero de células en la fase
G2/M no fue alterado por efecto de la argentatina B. En contraste, el cisplatino
provoca un inremento elevado en las células de la fase sub G1, con la reduccion

de la proporcion de células en las fases GO/G1, Sy G2/M (Fig 9B).
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Figura 9. Efecto de la argentatina B en la progresion del ciclo celular. Las lineas celulares HCT-15
(A) y PC-3 (B) fueron incubadas con argentatina B 24 uM o 34 uM respectivamente, durante 48 y
72 h. Como control positivo las células fueron tratadas con cisplatino. Los controles negativos
recibieron Unicamente DMSO 0.2%. Las células fueron tefiidas con ioduro de propidio, y la
distribuciéon del ciclo celular fue analizada con citometria de flujo utilizando Software BD
CellQuest™ Pro. Los datos representan el promedio de tres ensayos independientes. Las barras
indican el error estandar de la media. *p < 0.05, **p < 0.001, y ***p < 0.0001 vs. vehiculo (ANOVA

de una via y Prueba de Tukey-Kramer).

5.3 Deteccion del efecto apoptotico de la argentatina B

Las lineas celulares HCT-15 y PC-3 fueron incubadas con argentatina B durante
48 y 72 h. La muerte celular fue evaluada mediante la tincion con Anexina V y
yoduro de propidio (IP). Como se muestra en la Figura 10A, la argentatina B
induce un modesto incremento en la apoptosis temprana (7.1%), y en la apoptosis

tardia (1.5%) de HCT-15. De la misma manera es posible observar un ligero
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incremento en la apoptosis temprana (4.3%), en la apoptosis tardia (6.1%), y en la
necrosis (3.9%) en la linea celular PC-3 (Figura 10B). De acuerdo con estas

observaciones, la argentatina B es incapaz de inducir un fuerte efecto citotoxico.
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Figura 10. Determinacion del efecto apoptético de la argentatina B. Las lineas celulares HCT-15 y
PC-3 fueron incubadas con argentatina B o con el vehiculo durante 48 y 72 h. La presencia de
nucleos apoptéticos o fragmentados fue evaluada mediante la tincién con reactivo de Hoescht. La
muerte celular fue evaluada mediante la tinciébn con Anexina V y yoduro de propidio (IP). A) Linea
celular HCT-15; B) Linea celular PC-3. Se muestran las imagenes representativas de tres

experimentos independientes. Todas las fotografias fueron tomadas con el mismo aumento.



5.4 Deteccion del efecto senescente de la argentatina B

Con base en los resultado anteriores, y con el objetivo de explicar el efecto de la
argentatina B observado in vivo, realizamos una prueba para determinar el estado
senescente de las células en cultivo, tratadas con argentatina B . Después de la
incubacion con argentatina B durante 72 h, ambas lineas celulares presentaron
cambios fenotipicos que son caracteristicos de las células senescentes como

morfologia aplanada, aumento de tamafio y apariencia vacuolada (Figura 11).

Figura 11. Actividad de la SA- B-galactosidasa inducida por el tratamiento con argentatina B en las
lineas celulares HCT-15 y PC-3. (1); La linea celular HCT-15 fue tratada con arg B 24 uM y la linea
celular PC-3 con arg B 34 uM (2). Después de 72 h de incubacién, las células fueron fijadas y
analizadas con la tincién para SA-B-gal (un marcador de senescencia) utilizando microscopia de
campo claro. Las fotografias tienen un amento 40x. Se muestran los resultados representativos de

tres experimentos.

Los resultados porcentuales de la actividad de la SA-B-Galactosidasa, mostraron

gue una proporcion del 43 % de células de la linea HCT-15 y un 66% de células
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de la linea PC-3 presentaron tincion positiva, comparado con el 2 % de las células
control, no tratadas (Figura 12). Estas observaciones sugirieron que la argentatina

B inhibe la proliferacion celular induciendo senescencia.

100+

% de células senescentes

vehiculo HCT-15 PC-3

Figura 12. Actividad porcentual de la SA- B-galactosidasa inducida por el tratamiento con
argentatina B en las lineas celulares HCT-15 y PC-3. La linea celular HCT-15 fue tratada con arg B
24 UMy la linea celular PC-3 con arg B 34 uM durante 72 h. Aproximadamente 43 % y 66 % de las
células tratadas se encuentran en estado senescente, mientras que las células control no muestran
este fenotipo (aproximadamente 2 % de las células se tifieron con SA-B -gal). Se muestran los

resultados representativos de tres experimentos.

5.5 Expresion de los marcadores moleculares de arresto del ciclo celular y

senescencia

Sabemos que una de las caracteristicas principales de las células senescentes es
la inhibiciobn de la proliferacién. La expresion de PCNA es un hallmark de la
division celular. En este trabajo, nosotros analizamos el efecto del tratamiento con
concentraciones crecientes de argentatina B en la proliferacibn de las lineas

celulares HCT-15 y PC-3, asi como su efecto en la expresion de PCNA.
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Como se muestra en la Figura 13, la argentatina B induce la disminucion de la
proliferacion de manera dosis dependiente en ambas lineas celulares, HCT-15

(Fig. 13A), y PC-3 (Fig. 13B).
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Figura 13. Efecto de la argentatina B en la inhibicién de la proliferacién e incremento de la
expresiéon de proteinas asociadas con la senescencia. A) HCT-15 y B) PC-3, las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones de argentatina B durante 48 h. El nimero de células fue
evaluado usando el ensayo colorimétrico de MTT. Los valores presentados son la media de tres
experimentos. independientes. Las barras indican el error estandar de la media. *p < 0.05, vs. El
namero de células sembradas al inicio del experimento (ndmero inicial de células) (ANOVA de una
via y Prueba de Tukey-Kramer). C)Andlisis por Western blot de la expresion del marcador de
proliferacion PCNA. Las células HCT-15 y PC-3 fueron incubadas durante 24, 48 y 72 h. Se incluye
la deteccion de GAPDH como un control interno. D) Analisis por Western blot de la expresion de
p21l y p27, reguladores negativos del ciclo celular, en respuesta al tratamiento con argentatina B.
Las células HCT-15 y PC-3 fueron incubadas con 24 o 34 uM de argentatina B, respectivamente,

durante 24, 48 y 72 h. Se incluye la deteccion de GAPDH como un control interno.

Se observé una disminucion significativa de la proliferacién celular, cuando la

concentracion de argentatina B fue de 30-100 uM para HCT-15y de 10-100 uM
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para células PC-3. Sin embargo, la inhibicion de la proliferacion de las células
nunca fue significativamente menor al numero inicial de células sembradas,
sosteniendo la observacion de que la argentatina B induce inhibicion de la

proliferacion mas que la muerte celular.

En concordancia con los resultados anteriores, los analisis de PCNA por Western
blot mostraron que la expresion de ésta proteina asociada a la division celular

disminuye cuando las células son incubadas con argentatina B (Figura 13 C).

La senescencia es promovida por varios mecanismos antiproliferativos. p21 y p27
son reguladores negativos del ciclo celular, y clasicamente han sido asociados al
fenotipo senescente. Por lo tanto, analizamos la expresion de p2l y p27 en

cultivos celulares tratados con argentatina B.

Las lineas celulares HCT-15 y PC-3 fueron incubadas con 24 uM o 34 uM de
argentatina B, respectivamente. La expresion de p21y p27 se evalué a 24,48y 72
h por Western blot. Como se muestra en la figura 13 D, el tratamiento con
argentatina B induce un incremento de p21 y p27 en la linea celular PC-3 después
de 48 y 72 h de incubacién. En el caso de la linea HCT15, se observé un
incremento en la expresion de p2l1 después de 48 y 72 h de tratamiento. En
contraste, el nivel de p27 no cambi6 en HCT-15 después de 24 y 48 h de

tratamiento con argentatina By se observo una reduccién de la expresiéon a 72 h.

Los resultados obtenidos con los experimentos anteriormente presentados, indican

gue la argentatina B induce la senescencia de las lineas HCT-15y PC-3.
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5.6 Xenotransplantes

Uno de los aspectos importantes de este trabajo es el xenotransplante de las dos
lineas celulares utilizadas PC-3 y HCT-15.

La eleccion de estas lineas se realizd con referencia en los resultados obtenidos
en las pruebas in vitro en el trabajo llevado a cabo por Parra-Delgado [67]. Una
buena parte del trabajo experimental consistio en estandarizar la prueba.

Ambas lineas celulares desarrollan tumores rapidamente. No se registré ningun
caso de regresion. Observamos que el crecimiento de los tumores fue rapido, una
semana en alcanzar 5 x 5 mm, por lo que es necesario tener cuidado con el
namero de células que se inoculan. Nuestros experimentos demostraron que no
se deben inocular mas de 1.5 x 10° células, porque se corre el riesgo de que el
crecimiento del tumor se dispare y esto impida mantener el experimento durante el

tiempo requerido.

Los animales en los cuales se realizaron los xenotransplantes, fueron
tratados con diferentes concentraciones de argentatina B, utilizando cisplatino
como control positivo y la administracion del vehiculo, aceite de ajonjoli, en el
grupo control. Como se muestra en la figura (14A), el crecimiento de los tumores
generados con la linea HCT-15, fue significativamente menor después del
tratamiento con 125 mg/Kg (p<0.001), 250 mg/Kg (p<0.001) y 500 mg/Kg de
argentetina B (p<0.0001) para el dia 21. Como se esperaba, el crecimiento de

éstos tumores fue también inhibido por el tratamiento con cisplatino.
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En la figura (14B) se observa, el crecimiento de los tumores inducidos con
la linea celular de cancer de proéstata PC-3, fue sinificativamente reducido por el
tratamiento con cisplatino 4 mg/Kg (p<0.0001), 500 mg/Kg, 250 mg/Kg (p<0.001),
y 125 mg/Kg de argentatina B p<0.05 al final del experimento (dia 21). Los
resultados del presente trabajo resultados sugieren que la argentatina B restringe
la proliferacion celular in vivo de las lineas de cancer HCT-15 y PC-3, tan

eficientemente como el cisplatino.

Figura 14. Efecto de la argentatina B en el crecimiento de tumores in vivo. Grupos de seis ratones
nu/nu fueron implantados con 1.5 x 10° células de las lineas HCT-15 (A) y PC-3 (B). Los ratones
recibieron las concentraciones indicadas de argentatina B, cisplatino o vehiculo, en los dias 0, 7 y
14. El tamafio de los tumores fue medido dos veces por semana. Las barras indican el error
estandar de la media *p < 0.05, ** p < 0.001 y p < 0.0001 vs. vehiculo (ANOVA y Tukey-Kramer).
5.7 Toxicidad de la argentatina B

Los resultados de las pruebas de toxicidad demostraron que la argentatina B no es
toxica en ninguna de las cantidades administradas a los animales, ratones nu/nu
(Figura 15), y sanos CD-1 (Figura 16) en nuestros experimentos. Todos los

animales fueron observados continuamente durante los 30 min posteriores a la

administracion de la argentatina B y después fueron revisados cada hora hasta 4
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h. Posteriormente se observaron diariamente hasta 14 dias después del

tratamiento.

—— vehiculo
-8~ arg B 125mg/kg

24+ E i i ji = arg B 250mg/kg
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Figura 15. Evaluacion del cambio en el peso corporal de ratones nu/nu. Se indican las diferentes
dosis de argentatina B evaluadas, asi como el vehiculo (aceite de ajonjoli) y el control positivo
cisplatino, los cuales fueron administrados via intraperitoneal semanalmente. La flechas indican el
dia de administracion. El peso de los ratones fue registrado cas tercer dia. Las barras indican el

error estandar de la media.

Las observaciones consistieron en la deteccion de cambios en la piel o el pelo,
ojos y membranas de las mucosas, asi como su conducta tratando de identificar
temblores, convulsiones, diarrea, letargo y adormecimiento, cola de Straub o
sintomas de dolor como estiramientos, tal como se indica en las Guias de la

OECD [74].

Se registro cada tercer dia el peso de cada raton durante todos los experimentos,

para determinar la variacion del peso.

Al momento de cada administraciéon de argentatina B, los ratones presentaron
estiramientos leves que duraban aproximadamente 3-5 min, transcurrido ese

tiempo todos retomaban su conducta habitual de acicalamiento, y movimiento por
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la caja (Tabla 5 y 6). Todos los animales sobrevivieron al tratamiento. No
observamos diferencias significativas en el consumo de alimento o agua en

ninguno de los grupos, tratados o control.

Tabla 5. Evaluacion de la toxicidad de la argentatina B. Observaciones inmediatas

después de la administracion. No se observé pérdida de peso.

Tratamiento Sintomas de toxicidad

Aceite de ajonjoli VH Estiramientos durante = 3 min, al
momento de la administracion

Arg B 125 mg/Kg Estiramientos durante = 3 min, al
momento de la administracion

Arg B 250 mg/Kg Estiramientos durante = 3 min, al
momento de la administracion

Arg B 500 mg/kg Estiramientos durante = 3 min, al
momento de la administracion

Tabla 6. Evaluacion de la toxicidad del cisplatino. No se observd ningun efecto inmediato

depués de su administracion, sin embargo si se observo pérdida de peso.

Tratamiento Sintomas de toxicidad

Solucion salina 0.9% VH -

Cisplatino 2 mg/Kg Pérdida de peso del 7%

Cisplatino 4 mg/Kg --

Cisplatino 8 mg/kg Pérdida de peso del 10%

Aunque con la prueba estadistica obtuvimos que no existen diferencias
significativas en la variacion de peso antes y después de los tratamientos, todos
los animales tratados con argentatina B tuvieron un incremento de peso del
aproximadamente el 10 %, semenjante al grupo control, mientras que los ratones
tratados con cisplatino, tuvieron una pérdida de peso del 7 al 10 %, siendo el

grupo que recibié el tratamiento de 8 mg/Kg el que mas peso perdié en este
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experimento (Figura 16). Los resultados obtenidos en éste experimento sugieren

gue la argentatina B no es téxica a las concentraciones probadas.

Figura 16. Evaluacion de la toxicidad de la argentatina B. La toxicidad de la argentatina B fue
probada en grupos de 3 ratones CD-1. Las dosis indicadas de argentatina B, cisplatino o vehiculo
fueron administradas intraperitonealmente cada semana. El peso de los ratones fue registrado
cada tercer dia. Los ratones fueron sacrificados al dia 22. Las barras indican el error estandar de la

media *p < 0.05, ** p < 0.001 y p < 0.0001 vs. vehiculo (ANOVA y Tukey-Kramer).

Se realizaron analisis histopatoldgicos de diferentes 6rganos, los informes finales
de los estudios posmortem (P14-2471) llevados a cabo en el Departamento de
Patologia de Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia indicaron que los
ratones no presentaron ningun dafio en los érganos relacionado con cualquiera de

los tratamientos.
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6. DISCUSION

En éste trabajo presentamos evidencia de que la argentatina B inhibe la
proliferacion de las lineas celulares HCT-15 y PC-3 mediante la induccién de
senescencia. El efecto citotoxico de algunos triterpenos de tipo cicloartano ha sido
asociado con una fuerte actividad pro-apoptotica [75], algunos de éstos
compuestos han sido aislados y probados contra células cancerosas. El efecto
citotoxico descrito para dichos compuestos, tiene relacion con diferentes
mecanismos celulares. Algunos reportes sugieren que los triterpenos inhiben la
proliferacion celular interfiriendo con la replicacion del DNA [31-33].
Interesantemente, un triterpeno de tipo cicloartano aislado de Commiphora
opobalsamum mostré un moderado efecto antiproliferativo en células de cancer
humano de prostata, pero dicho compuesto fue capaz de inhibir la expresion de
los receptores de andrégenos en las células [76], sugiriendo que los triterpenos
pueden modular algunos mecanismos involucrados en la regulacion e la
proliferacion celular. Tian et al. [77], reportaron que los acidos esquisandrélico e
isoesquisandrolico ejercen su efecto citotéxico mediante el arresto en las fases
GO0/G1 y la subsecuente apoptosis. Existe también evidencia de que los triterpenos
de tipo cicloartano pueden inducir ambos efectos, citostatico y citotoxico,
incrementando el numero de células en la fase sub G1 y arrestando el ciclo celular
en las fases S y G2/M [78]. De acuerdo con lo anterior, nosotros observamos que
el tratamiento con argentatina B incrementa significativamente la proporcién de
células en la fase sub G1 a 72h de tratamiento. Se sabe que la acumulaciéon de
células en sub G1, puede ocurrir como una respuesta celular a especies reactivas

de oxigeno, causando estrés oxidativo lo que lleva a las células a presentar un
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estado de senescencia [79]. De hecho existen reportes de compuestos naturales,
como el resveratrol, que tuvieron efecto en la inhibiciébn del crecimiento de
tumores, los cuales fueron atribuidos a la induccion de senescencia celular [80,

81].

En éste trabajo, observamos que las células tratadas con argentatina B
presentaron cambios fenotipicos caracteristicos de las células senescentes, como
la morfologia aplanada y el tamafio agrandado de las células. De hecho, a sélo 48
h de tratamiento también los cambios bioquimicos son evidentes y a 72 h el 66%
de las células PC-3 y el 43% de las HCT-15, fueron positivas a la tincion de (-
galactosidasa lo cual es un indicador asociado a la senescencia, ya que debido a
la expansion de los lisosomas, las células senescentes muestran un incremento
en la actividad de esta enzima. La senescencia celular es una condicion de arresto
celular muy compleja y multifactorial. La vias de sefializaciéon asociadas a la
senescencia activan reguladores negativos importantes en el ciclo celular, tales
como p21, el cual es un fuerte inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas CDK2
y CDK4, [82] y p27 el cual es un regulador negativo de la progresion a G1 [83]. De
acuerdo con esto, nosotros observamos el aumento en la expresion de p27 en las
células PC3 tratadas con argentatina B. Sin embargo, el nivel de p27 en las
células HCT-15 permaneci6 sin cambio durante las primeras 48 h de tratamiento y
disminuyé a las 72 h. En contraste con estos resultados, el aumento en la
expresion de p2l1 se presentd en ambas lineas celulares. En relacién con lo
anterior, existen reportes en donde se ha demostrado que los inhibidores de la

proliferacion, como los derivados de adamantina [84] y el colecoxib [85], inducen el
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incremento de la expresion de p21 en diferentes lineas celulares de cancer. Sin
embargo, el DPA derivado de la adamantina no produce cambios o0 incluso
disminuye la expresion de p27 en las lineas celulares de cancer de colon Colo 205
y HT-29 [84], mientras que el colecoxib induce la disminucién de la expresion de
p27 en tiempos de incubacion cortos (0-5 a 8 h), segudo de un incremento a las 24

h en las lineas celulares HCT-15, HCT-29 y Caco-2 [85].

En resumen, nuestros resultados mostraron que la argentatina B inhibe la
proliferacion celular, disminuye la expresion de PCNA (marcador relacionado con
la proliferacién) y también induce un incremento de la expresién de p2l1 en las
lineas celulares HCT15 y PC-3. Por lo anterior, seria muy interesante determinar si
la argentatina B afecta la expresion de otras proteinas involucradas en la

senescencia, por ejemplo: p16, p53 o0 moléculas proinflamatorias.

Debido a que las proteinas anteriormente mencionadas han sido asociadas a un
estado de senescencia, nuestras observaciones indican fuertemente que la
argentatina B induce senescencia celular. La senescencia celular se considera
actualmente un blanco importante para el tratamiento del cancer puesto que
conduce a una detencion irreversible de la capacidad de division celular. Por otra
parte, ha sido reportado que las células tumorales activan los mecanismos de
senescencia como una respuesta a tratamientos de quimioterapia y radioterapia
[86].

En éste sentido, la senescencia celular inducida por estrés es conocida como

senescencia prematura [86]. Se produce generalmente una semana después de la
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exposicidn a condiciones de estrés sub letales. En nuestro trabajo se observaron
células HCT-15 y PC-3 senescentes solo tres dias después del tratamiento con
argentatina B, lo que sugiere la induccion de senescencia prematura. Hay pruebas
gue demuestran que otros triterpenos pueden inducir senescencia. Por ejemplo,
Chang et al. [58] informé de que ganoderiol F, un triterpeno tetraciclico aislado de
Ganoderma amboinense, induce senescencia en células HepG2, después de 18
dias de tratamiento continuo. Del mismo modo, se ha informado que la
administracion de 20-50 yM de resveratrol induce senescencia en células de

cancer de pulmén después de 10-12 dias de incubacion [80].

Contrastantemente, las concentraciones de 24 y 34 uM de argentatina B pueden
inducir senescencia en cultivos de células confluentes en sb6lo 48-72 h.
Curiosamente, los farmacos quimioterapéuticos usados comunmente, tales como
cisplatino, doxorrubicina, etopdésido y otros inhibidores de la topoisomerasa son
capaces de inducir la senescencia de las células cancerosas cuando se utilizan en
concentraciones muy bajas [87,88].

Sabemos que triterpenos tales como el acido ursélico y acido acetil boswélico, los
cuales han presentado actividade citotéxica baja, mostraron un efecto antitumoral
efectivo en el modelo de xenotransplante en ratones . Con esto en mente,
decidimos evaluar la actividad antitumoral de la argentatina B en un modelo de
ratones xenotransplantados utilizando las lineas celulares humanas PC-3 y HCT-
15.

Nuestros resultados sugieren que la argentatina B restringe la proliferacion de

células HCT-15 y PC-3 in vivo tan eficientemente como el cisplatino. Con
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frecuencia, las pruebas in vivo de nuevos agentes antitumorales se lleva a cabo
usando administraciones diarias de los farmacos o compuestos por periodos de 15
dias. Un aspecto relevante de nuestro trabajo es que se demostré6 ademas, que
tres administraciones semanales de argentatina B fueron suficientes para inducir
una disminucién significativa del crecimiento del tumor y no produjeron efectos
toxicos en los animales de experimentacion. Es sabido que las células tumorales
pueden sufrir senescencia en respuesta a la quimioterapia, también, que la
detencidon mitdtica normalmente no es tolerada por las células, y se resuelve
mediante la muerte celular. Entonces, la actividad citostatica puede llevar a la
muerte celular. De hecho, muchos agentes citotdxicos son primeramente
citostéaticos [89]. La estimulacion de la respuesta citostatica, es considera hoy en
dia un enfoque racional para el tratamiento del cancer. Anteriormente se habia
reportado que la argentatina B poseia propiedades citotéxicas, sin embargo, ya
gue la demostracion de un efecto citostatico o citotoxico depende de las
condiciones experimentales, seria importante probar la argentatina B en una
amplia gama de dosis y tiempos, tanto in vitro como in vivo para evaluar su

potencial utilidad farmacéutica.

Tradicionalmente, la apoptosis era considerada la Unica alternativa en los
tratamientos antineoplasicos, sin embargo, ahora la senescencia podria ser
también una alternativa potencial para la terapia in vivo de tumores, ya que
conseguiria frenar la progresion de las células neoplasicas hacia tipos celulares

mas agresivos como aguellos con capacidad invasiva [90].

78



7. CONCLUSIONES

En éste trabajo, hemos demostrado que argentatina B puede inhibir la proliferacion
celular en las lineas HCT-15 y PC-3, mediante la induccion de la senescencia
celular, lo cual se comprob6 al encontrar cambios morfolégicos y bioquimicos en
las células tratadas, la disminucién en la expresion de PCNA vy la sobre expresion
de proteinas como p21l y p27 las cuales son proteinas mediadoras del arresto
celular. En estudios in vivo, la argentatina B disminuy0 la velocidad de crecimiento

de los xenotransplantes en ratones desnudos.

7.1. Perspectivas

Los resultados obtenidos en la investigacion con argentatina B, nos permiten
sugerir que dicha sustancia podria ser utilizada en estudios posteriores, en
combinacién con otros compuestos citotoxicos para determinar si el efecto de la
terapia combinada tiene mejores resultados y si es posible utilizar dosis pequefias
con la finalidad de disminuir los efectos secundarios que provoca la quimioterapia.
Por otra parte, en este trabajo obtuvimos cantidades importantes de argentatina A,
argentatina D y guayulina C, las cuales en estudios preliminares mostraron
disminuir la proliferacion celular de varias lineas de cancer humano ademas de
presentar actividad antiinflamatoria, por lo que sugerimos continuar con su

investigacion para determinar su mecanismo de accion.
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Abstrack Argentatin B has been shown to inhibit the growth of colon HCT-15, and prostate PC-3
cancer cells. However, the mechanism by which argentatin B inhibits cell proliferation is still
unknown. We aimed to investigate the mechanism by which argentatin B inhibits cell proliferation.
The cell cycle was studied by flow cytometry. Apoptosis was evaluated by Annedin-V-Fluos, and
Hpechst 33342 dye staining. Cell senescenoe was evaluated by proliferation tests, and staining for
SA-P-galactosidase, Senescence-related proteins (PCNA, p2l, and p27) were analyzed by Western
blotting. Potential toxicity of argentatin B was evaluated in CT] mice. Its effect on tumor growth
was tested in a HCT-15 and PC-3 xenograft model. Argentatin B induced an increment of cells in
sub (1, but did not produce apoptosis. Proliferation of both cell lines was inhibited by argentatin
B. Forty-three percent HCT-15, and 66% PC-3 cells showed positive 5A-f-galactosidase staining,
The expression of PCNA was decreased, p21 expression was increased in both cell lines, but pZr
expression increased only in PC-3 cells after treatment. Administration of argentatin B to healthy
mice did not produce treatment-associated pathologies. However, it restricted the growth of HCT-15
and "C-3 tumors. These results indicate that treatmentwith argentatin B induoes cell senescence.

Keywords argentatin B; colon cancer; prostate cancer; @l senescenoe; xenografts

L Introduction

It is known that natural compounds have been an important source of several clinically useful
anti-cancer agents. In 2012, approximatelyr 47% of compounds in clinical trials as antitumor agents
wene natural products, compounds derived from secondary metabolites, or designed from a natural
product pharmacophore [1]. Some of the most important natural anti-cancer compounds include
vinblastine, vincristine, camptothecin derivatives topotecan and irinotecan, etoposide, derived from
epipodophyllotoxin, and paclitaxel. Furthermore, there are several kinds of natural products that are
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in preclinical development At present, intensive efforts to identify new natural antitumor agents are
in progress [2]. One important group of natural products & constituted of triterpenes. Some of these
secondary metabolites have shown important anti-inflammatory and antitumor activities [3]. It has
been reported that some trierpencids inhibit proliferation of tumor cells [4] by different mechanisms.
They can interfere with DNA replication by inhibiting DNA polymerase [5], topoisomerase [ [6],
and topoisomerase [1 [7]. Other oytotoxic triterpenoids induce modifications of the oy toskeleton by
depolymerizing actin fibers [8], or changing the expression of oytoskeleton proteins [9]. Argentatin
B is a cycloartane-type triterpene derived from the resin of Parthenium argentatum Gray (guayule), an
endemic plant from Northern Mexico and Southwestern USA. This species has been used as a source
of natural rubber [10-12]. Ina former work, we demonstrated that it is a non-competitive inhibitor of
3H-estradiol binding to receptors on human, hormone-dependent breast tumors [13]. We also found
that argentatin B inhibits, in a dose-dependent manner, the edema induced by the tumor promofer
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Furthermore, we observed that argentatin B can inhibit
the growth of human colon carcinoma (HCT-15) and human prostate cancer (FC-3) a2l lines [14].
Interestingly, argentatin B did not produce cy totoxic or genotoxdc effects on by mphocy tes from healthy
human donors [15]. Howewer, the mechanism by which argentatin B inhibits cell proliferation is still
unknown. Thus, in the present work we aimed to investigate the mechanism by which argentatin B
mediates inhibition of tumor cells proliferation. We also aimed to evaluate the effect of argentatin B
in healthy mice, and on a human xenograft model, using the PC-3 and HCT-15 cell lines.

2 Results and Discussion

2.1 Isolation of Argentatin B

Argentatin B was isolated from P argefatum as previously meported and purified at 99% by
conventional procedures [10,11]. It was identified by comparison of physical and spectroscopic
constants (melting point YH, and C MNuclkar Magnetic Resonance) with those reported in the
literature [12] The structure of argentatin B, (167 24R-16,24-epoxi-25-hidraxicicloartan-3-one), is
shown in Figure 1.

.lJ
-

Figure 1. Chemical structune of arggentatin B (168, 24R-16,24epon-25-had resccicloartan-3-one).

2.2 Argentatin B Induces Changes on Cell-Cycle Progression

We first determined the concentrations of argentatin B and cisplatin leading to 50% inhibition
of cell proliferation {ICsp) for each cell line. Argentatin B ICs was 24 pM for HCT-15 and 34 uM
for PC-3. Meanwhile, cisplatin ICsy was determined to be 14 pM for both cell lines. To investigate
whether argentatin B inhibits DMA replication we analysed cell-cycle progression of cells treated with
the determined argentatin B ICsp. As a control, cells treated with the cisplatin 1Cg were analyzed.
Ar seen in Figure 24, ne significant changes in cell cycle phases were observed in HCT-15 cells
after 48 h of treatment. However, cells treated with angentatin B for 72 h showed a tendency to
increase the proportion of cells in sub G1, along with a reduction of the number of cells in G2/ M,
but the proportion of cells in § phase emained unchanged. As expected, 72 h treatment with
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cisplatin produced a significant increase of the proportion of cells in sub G1 phase, [t also educed
the proportion of cells in 5 and G2/M phases, although this reduction was not significant. On the
other hand, changes in PC-3 cell cycle after 48 h were only observed when the cells wene incubated
with cisplatin (Figure 2B). Nevertheless, treatment with argentatin B for 72 h induced a significant
increment in the proportion of cells in sub G, along with a reduction of cells in GO/ GL. In addition
an unexpectedly, marginally significant incease of ells in 5 phase was observed. Again, the number
of cells in G2/M phase was not dicturbed by argentatin B. In contrast, cisplatin produced a highly
significant increment of cells in sub G1, along with the edudtion of cells in GO/GL, 5, and G2/M
phases (Figure 2B). These observations seem to suggest that argentatin B does not inhibit DNA
replication, nefther has a megative effect on cell mitosis.
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Figure 2 Effect of argeriatin Bon el oycle progression. HCT 19 (A) and PC-3 (B) cells wene incubated
wilth 24 uM or 33 uM argentatin B, respectively, for48 and 72 he As a posative control cells wene oeated
with csplatin 14 pM. Negative control culbumes recerved the carner solvent (0.2% DMS0). The cells
wene stained with propidium iodide, and the cell oy cle distribubion was analyzed by fow oy tometry
wamng the BD CellQuest Pro Software. Data represent the average of three mndependent assays. Error
bars mdicate the standand ecror of the mean. * p< LG, " @< 0O0], and *** p < 00001 7= vehocke
fome-way ANOVA lest, and Tubey-Kramer posi-test),

2.3 Argentatin B Inhibits Cell Proliferation by Inducing Cel Senescence

Since argentatin B induced an increase of cells in sub G1, we next investigated whether arge ntatin
B can induce apoptotic cell death. After incubation of HCT-15 and PC-3 cells with argentatin B for
44 and 72 b, cell death was evaluated by staining with anmexin V and propidium iodide. As shown
im Figure 3, argentatin B induced a modest increment of apoptotic (7.1%), and necrotic cells (1.5%)
after 72 h incubation. Likewise, after 72 h incubation, a slight increment of apoptotic (4.3%), and
necrotic (6.1%) PC-3 cells was observed (Figure 3). These observations indicate that argentatin B
is unable to induce a oytotoxic effect. However, we had previously demonstrated that argentatin
B inhibits cell proliferation. Therefore, in an attempt to explain the chservation mentioned above,
we tested the eells for the presence of senescence. As seen in Figure 44, after incubation with
argentatin B for 72 h, both cell lines exhibited phenotypic changes that resemble those observed
in cells undergoing senescence, such as flatened morphology and enlarged cell size. When tested
for senescence associzted-f-galactosidase activity, a proportion of 43% HCT-15, and 66% PC-3 cells
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showed a positive staining, compared with 2% of untreated controls. These findings suggest that
argentatin B imhibits cell proliferation by inducing senescence.
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Figure 3. Effect of argentatin B on cell death. HCT-15 (A}, and PC-3 (B) cells were meubabed with
argentatin B {arg B) for 48 hand 72 b Cell death was analyzed by labellng with Annexin V' amnd
E’rr-ridur‘:'. lodads (PIL The number of JE"'\."'FI':'LI'- and necrobic cells was evaluated by fow oy lomedny
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Figure 4, Argentatin B induces cell senescence al 72 h {A) Representative macrographs of HCT-15
and PC-3 treated walth argentatin B or vehicle (Magnification, < 40); (B} SA-P-gal-posilive aells wene
evaluated by counting mone than 100 cells for each beatment, Values poesented are the mean of
thiee independent expenments. Error bars mdicabe the standard error of the mean, ™ p < 0001, and
= p < D000L o5 wehack: (one-way ANOVA test, and Tukey-Kramer posi-test)
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Figure 5. Arngentatn B inhibits cell prohferabion end memesses expression of senescence-associated
proteins. HCT-15 (A), and PC-3 (B} cells wene treated with the indicaled concentrations of argentatm
B for 48 h. Cell numbers wen evaluaked by using the colorimetric MTT assay. Values presented
are the mean of theee mdependent expenments. Error bars indicate the standard ecror of e mean
*p< 005, ms the number of cells seeded at the beganmang of the experoment (initial number of clls)
[ome—veay ANOVA test, and Tukey-Kramer pesi-kest); (C) Western blol analysis of the expreasion of
the proliferation marker PCNA. HCT-15, and PC-3 wene incubated with 24 phd or 34 uM argentatin B,
respectively for 24, 48, and 72 h. Delection of GAPDH was mcluded as an internal control; (DY) Western
blot analys of the expressaon of negative cell cyde regulators p2] and pZr mn sesponse to angentabn
HCT-15 and PC-3 ceells were incubated with 24 uM or 34 pM argentatin B, respectively for 24, 48, and
72 h. Detection of GAPDH was incledad a8 an mbernal control.

Itis known that the main characteristic of senescent cells is the inhibition of proliferation. PCMA
expression is a hallmark of cell division. Thus, we analyzed the effect of increasing concentrations
of argentatin B on cell proliferation, and its effect on the expression of PCNA. As shown in
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Figure 5, argentatin B induced a meduction of cell proliferation in a dose-dependent manner in
both, HCT-15 (Figure 5A), and PC-3 (Figure 5B) cells. A significant reduction ine the number of
cells was observed from 30 to 100 pM of argentatin B for HCT-15, and from 10 to 100 pM of
argentatin B for PC-3 cells. However, they were never significantly smaller than the initial number
of cells seeded, supporting the observation that argentatin B induces the inhibition of proliferation
rather tham cell death. Accordingly, Western blot analysis of PCNA showed that the expression
of this cell division-associated protein decreased when the @lls were incubated with argentatin B
{Figure 5C]. It is accepted that senescence is promoted by a number of anti-proliferative mechanisms.
Classical megative cell cycle regulators, such as p21, and p27, have been associated with the senescent
phenotype. Therefore, we next analyzed the expression of p21 and p27 in cell cultures treated with
argentatin B. HCT-15 and PC-3 cells were incubated with 24 uM or 34 pM argentatin B, respectively.
The expression of p21 and p2F was evaluated at 24, 45, and 72 h by Western blotting. As seen
in Figure 5D, treatment with argentatin B induced an increment of both, p21 and p27 in PC-3
cells after 48 h incubation, and it was persistent for at least 72 h after treatment. In the case of
HCT-15, an incoement of p21 expression was observed after 48 h treatment and it was persistent
until 72 h of argentatin B teatment  In contrast, the level of p27 was not changed in HCT-15
after 2448 h argentatin B treatment, and a reduction of p27 expression was observed at 72 h of
treatment.  Taken together, these results indicate that treatment with argentatin B induces the cells
to undergo senescence.

2.4 Argentatin B Reduces Tumor Growth in Vivo

To further examine the antiproliferative effect of argentatin B, in oime xenografts using HCT-15
and PC-3 cells were established in mice. Animals were treated with thmee different concentrations of
argentatin B orvehicle (sesame oil). Treatmentwith cisplatin was used as a positive control. Asshown
in Figure 6, the growth of HCT-15 tumors was significantly reduced after treatment with 125 mg/ kg
{p < 0.007), 250 mg/ kg (p< 0.001), and 500 mg, kg argentatin B (< (.O001), by day 21 (Figune 6A). As
expected, growing of HCT-15 tumors was also inhibited by cisplatin (Figure 8A). As seen in Figure 28,
growing of PC-3 tumors was significantly educed by treatment with cisplatin (p < 0.0001), 500 mg/ kg
{p = 00001, 250 mg/ kg (p = 0L001), and 125 mg/” kg argentatin B (p < (105) at the end of the experiment
(day 21). The toxicity of treatments is shown in the Figure 6C, no change in weight was observed,
indicating no systemic toxicity with any of the treatments. Cur results suggest that argentatin B
restricts HCT-15 and PC-3 cells proliferation in 0ioo as efficiently as cisplatin. We next examined
the potential systemic toxicity of argentatin B &n healthy mice. All animals survived the treatment
with argentatin B. No significant differences in general appearance, depression of activity, respiratory
difficulty, abnormal aggressive behavior, and in mean daily food and water consumption between the
experimental groups and the untreated controls were observed. Histopathological analysis showed
no evidence of treatment-related pathology  Besides, no significant differences in body weight afer
and before treatment were observed (Figume 61), suggesting that argentatin B is not toxic at the
concentrations tested.

2.5 Disqussion

Here we have presented evidence that argentatin B inhibits proliferation of HCT-15 and PC-3
cells by inducing senescenee.  The oytotoxic effect of some cycloartane-type triterpenoids has been
associated with a strong pro-apoptotic achvity [16]. Some cycloartane-type triterpenoids have been
isolated and feskd against cancer cells. Their cytotoxic effect has been reported to be mediated by
some potential mechanisms. There is evidence suggesting that triterpenoids inhibit cell proliferation
by interfering with DINA replication [5-7]. Interestingly, a cycloartane-type trierpenoid isolated from
Commiphora opobalsamum showed a moderate antiproliferative effect on human prostake cancer cells,
However, it was able to inhibit the expression of androgen receptors in the cells [17], suggesting
that triterpenoids may modulate some mechamisms invohved in the regulation of cell proliferation.
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Tian et al. [18] reported that schisandrolic and isoschisandrolic acids exeried their cytotoxic effect
wvia GO/G1 arrest and subsequent apoptosis. Thene is evidence showing that cycloartane-type
triterpenoids may induce both, cytostatic and oy totoxic effects, increasing the number of cells in sub
1, and arresting cells in 5 and G2/M phases [19]. Accordingly, we observed that teatment with
argentatin B induced a significant increment in the proportion of cells in sub GL. Accumulation of
cells insub G, has also been documented to occur as a cellular esponse to powerful reactive ooygen
species, causing oxidative stress that leads the cell to develop a condition of senescence [20].
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Figure 6. Evaluabon of effects of argentalin B invin.  Anblumor actwvily of angentabn B was
evaluated m i ooce implanted with HOCT15 (A) and PC3 (B) celle Mhce peomved the mdicated
concentrations of argentatin B, asplatin or sesame ol (vehacle) at days @, 7, and 14. Each point
represents the average + SEM of socammale.  Significant diffenenoes of * p < 005, " p< 000,
and *** po LN r2 velocle am shown (one-way ANOVA fesl, and Tubey-Kramer post-fest):
(C) Evaluatum of body weight change m nwfm moce; (D) The toxacity of argentatin B was kesked m
groups of thaes CO1 mace. The mndicated doses of angentatin B, csplatn or vehicle wen: admamstensd
miraperitoneally every wesek, The wesght of the mice was mecorded every other day, Error bars
medicake the standard error of the mean.

It has been shown that tumor growth-inhibitory effects exhibited by natural compounds, such
as mesveratrol, can be attributed to the induction of cell senescence [21,22]. Here we observed that
cells treated with argentatin B presented phenotypic changes that resembled those detected in cells
undergoing senescence, such as flattened morphology and enlarged cell size. In fact, onby after 48
h these changes are evident and at 72 h treatment 66% PC-3, and 43% HCT-15 cells were positive
for senescence associated-B-galactosidase activity, Cellular senescence is a complex, multifactorial
condition of arrested growth. Senescence-assodated signaling pathways activate important cell oycle
negative regulators, like p21 which is a strong inhibitor of cyclin-dependent kinases [23], and pZ7
which = a negative regulator of Gl progression [24]. Accordingly, the expression of p27 was elevated
in PC-3 cells as a response to argentatin B treatment. However, the level of p27 in HCT-15 emained
unchanged during the first 48 h of treatment, and decreased at 72 b In contrast, a clear elevation
of p21 levels was detected in both PC-3, and HCT-15 cells, In accordance with our mesults, previous
reports have demonstrated that inhibitors of proliferation, such as adamantane derivatives [25], and
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celecoxib [26], consistently induce an increment of p21 expression in different colon cancer-derived
cell lines. Mevertheless, adamadate derivative DPA produced no change, or eéven a reduction of pIy’

in colon cancer-derived Colo 205 and HT-29 cell lines [25], while celecoxib induced a decrease of pXv
levels at short times incubation (-5 to 8 h), followed by an inceasing expression of p27 at 24 hin
HCT-15, HCT-2% and Caco-2 cell lines [26].

Our results showed that argentatin B inhibited cell proliferation, decreased the expression of
PCMA (proliferation-related marker), and also induced an increment of p2] expression in HCT-15
and PC-3 cells. It will very interesting to defermine if argentatin B affects other profeins involved
with cellular senescence such as pl6, p53 or proinflammatory molecules.

Since this protein has been associated with a full senesoence state, these observations provide
evidence to support the fact that argentatin B induces senescence. Cellular senescence is currenty
considered an important target for cancer treatment inasmuch as it leads to an irreversible
obstruction of the cellular division capacity. Moreover, tumor aells activate senescenoe mechanisms
as a response to chemotherapy and radiotherapy [27].

Cellular senescence induced by stress is known as premature senescence [27]. It ocours withina
week of exposume to sub lethal stresses. Senescent PC-3 and HCT-15 cells wemne observed three days
after argentatin B treatment, suggesting the induction of prematume senescence.  There is evidence
showing that other triterpenoids can induce senescence.  For instance, Chang ef al. [28] reported
that ganoderiol E a tetracyclic triterpene isclated from Ganoderma ambeinense, induces senescence
after 18 days of continuous treatment of HepG2. Similarly, administration of 20-50 pM mesveratrol
has been reported to produce senescence in lung cancer cells after 10 to 12 days incubation [21]. In
sharp contrast, concentrations of 24 and 34 pM argentatin B can induce senescence in confluent cell
cultures in only 4872 h. Interestingly, commonly used chemotherapeutic drugs, such as csplatin,
doxorubicin, etoposide and other topoisomerase inhibitors are capable of inducing senescence of
cancer cells when they used in very low concentrations [29,30].

In the present study we observed that argentatin B can inhibit the growth of human colon
carcinoma (HCT-15, ICsp 2414 + 558) and human prostate cancer (PC-3, ICsp 3414 + 371 pM)
cell lines. We know that triterpenes such ursolic acid and acetyl-boswellic acid with low ortotodc
activities showed an effective antitumor effect in mice xenograft model. With this in mind, we decide
toevaluate the antitumor activity of argentatin B in a xenograft mice model using PC-3 and HCT-15
human cell lines.

Our results suggest that argentatin B restricts HCT-15 and PC-3 cells proliferation in ming as
efficiently as cisplatin Frequently, in vfo testing of new antitumor agents is carded out using
daily administrations of the drug for 15-days periods. We also demonstrated that three weelkiy
administrations of argentatin-B were enough to induce a significant decrease of tumor growth, ard
produced no toxic effects on the experimental animals. It has become clear that tumor cells can
undergo senescence in response to chemotherapy. Mitotic ammest is normally not tolerated by cells,
and it is resolved by cell death. Thus, cytostatic activity can be followed by cell death. In fact,
many cytotoxic agents are primarily cytostatic [31]. Thus, stimulation of this response s nowadays
considered a rational approach to cancer treatment. In this work, we have shown that argentatin Bean
inhibit cell proliferation by inducing cellular senescenme. However, the demonstration of cytostasis
or cytotoxicity depends on experimental conditions, so it would be important to test argentatin B
under a wide range of doses and times schedules, both in witro and in W0 to evaluate its potential
pharmaceutical usefulness.

3. Experimental Section
3.1. Drugs and Reagents

Eoswell Park Memorial Institute medium (KPME1640) was obtained from Caisson Laboratories
INC, USA, FBS (fetal bovine serum), EDTA, amphotericin B and L-glutamine wene obtained from

21132

99



Mbolpoules 215, 20, 21125-21137

Gibro, BREL (Grand Island, NY, USA). Trypsin, DMS0, Propidium iodide, Hoechst 33342 and
cisplatin {05 Diammineplatinum (I} dicloride) were obtained from Sigma-Aldrich (5t Louis MO,
USA). Annexin-V-Fluos staining kit was from Roche Dhagnostics (GmbH, Mannheim, Germany), and
Senescence B-Galactosidase Staining Kit was obtained from Cell Signaling Technology (Derver, MA,
USA). High-quality water employed to prepare solutions was obtained through a Milli-) Reagent
Water Sysiem (Continental Water Svstems; El Paso, TX, USA)L

Solutions

Stock solutions of cisplatin wene prepared in saline solution (1 mg/mL) for in 7700 studies, and
in DMS0 (20 mM) for in oitro assays. Argentatin B (40 mg/mL) was dissohred in extra virgin sesame
oil. Stock solutions of argentatin B (20 mM) were prepaned in DMSO for iin 710 assays, and stoned at
-AC

3.2 Tsoletion of Argentatin B
Argentatin B was isolated from Parthenium argenfatum as previously reported [14,11],

3.3 Cell Cultures

The human colon cancer HCT-15 and prostate cancer PC3 cell lines used in this study were
purchased from ATCC (HCT-15 CCL-225™ and PC-3 CRL-1435™) (Rockville, MD, USA). The
cells were routinely maintained as a monolayer in EPMI supplemented with 10% inactivated FBS,
250 U/ mL streptomycin sulfate, 100 IU/ ml. penicillin, (.25 mg/ml. amphotericin B and 2 mM
L-glutamine, and incubated at 37 - C in a 5% C(% atmosphere at high humidity. Cells were harvested
with 0.025% Trypsin and 1 mM EDTA. § « 10° cells were seeded in 9%6-well plates, and incubated for
2 h The cells wemne treated with increasing concentrations (1 to 100 pM) of argentatin B or 14 uM
cisplatin, diluted in 0.2% DMS0, for 48 hat 37 C After discarding the mediom, the cells were foved
by adding 50 uL. of cold, 507 trichloroacetic acid, and then incubated with (L.4% sulforhodamine (SEB,
Sigma Chemicals) for 30 min at room temperature. After washing three times with 1% acetic add the
plates werne air-dried, and the protein-bound SEB was dissohred with TRIZMA base 10 mM. Optical
density was measured on an ELISA plate reader (EL « 800, BioTek, Winooski, VT, USA) at 515 nm.
The argentatin B, or cisplatin concentration producing a 50% inhibition of cell proliferation (ICsp) was
determined foreach cell lines.

3.3.1 Flow Cymmeiric Detecdon of Cell Cycle

Cell cycle was determined by fowcytometric assays. 1.5 « 107 cells were seeded in fwell
plates and incubated with argentatin B, control cultures recetved the carrier solvent (0.2% DMS0)
for 48 and 72 h. Cells were harvested by trypsinization, washed with 'BS and resuspended in 70
ethanol at 4 C for at least 10 min. Thereafter, cells were washed with PBS and incubated for ) min
in a solution containing 50 U/mL ENAse in PBS at 37 'C. The cells wen washed with PBS and
stained with a solution of 20 pl./mL propidium iodide in PBS (50 pg/mL), for 2 min. The cell cycle
distribution was analyzed with a low oy tometer FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
U5A). 10,000 cells were analyzed with the BD CellCuest Pro Software (Becton Dickinsan).

3.3.2 Flow Cytometric Detection of Apoptotic Cells

Treated and control, 48 and 72 b, HCT-15 and 'C-3 cells weme harvested by trypsin release and
washed twice with ice-cold PBS. Apoptotic cell death was determined using the Annexin-V-Fluos
staining ki, according to the manufacturer’s instroctions. Cell samples were analyzed on the
fAowcytometer FACSCalibur (Becton Dickinson). 10,000 cells were analyzed with BD CellCuest
Pro Software.
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3.3.3 Detection of apoptotic cells by HOECHST 33342 Dyve

Cells were seeded in 24-well plates and incubated for 48 and 72 h with argentatin B. Thereafter,
cells were fived in 37% formaldehyde solution for 10 min and washed for 10 min with PBS,
subsequently the cells were washed with deionized water and stained with Hoechst 33,342 diluted
11000 in PBS for 15 min at 37 " C. Cells were then observed in a microscope Nikon Optiphot-2. Cells
with condensed and fragmenied nuclei were judged to be apoptotic

3.3.4 Cytochemical Staining for 5A-B-Galactosidase

7.5 « 107 ells were seeded in Z4-well plates and incubated with argentatin B. Cytochemical
staining for SA-B-galactosidase was performed using a Senescence [-Galactosidase Staining Kitat pH
6.0 Cells were rinsed with PBS, and the percentages of SA-p-galactosidase positive (blue) cells were
determined after scoring 300 cells for each sample using a bright-field microscope Nikon Optiphot-2.
Al the experiments were repeated three times.

3.3.5 Proliferation Assay and Western Blot Analysis

Ta evaluate cell proliferation, 5 « 1P HCT-15 or PC-3 cells werne seeded in 96-well plates, and
incubated in the presence of (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, and 100 uM argentatin B diluted
in 0L2% DMSO for 48 h.  Proliferation was evaluated by the colorimetric MTT assay. For Western
blot analysis the cells weme mesuspended in lysis buffer (50 mM Tris-HCL, pH 7.4; 150 mM NaCl;
1 mM EDTA; 1% NP4 (.25% sodium deoxycholate), containing 1000 ul./mL complete prokase
inhibitors cocktail (Roche Applied Sdence, Mannheim, Germany) and 10 ul/ml. phosphatase
inhibitors. {Sigma-Aldrich). Total protein confent was determined uwsing the DC protein assay kit
{BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). A total of 30 pg of protein was resobred by 10% 5D5-PAGE
and transferred onto polyvinylidene Auoride (FVDF) membranes (Millipore, Billerica, MA, USA).
Membraies weme incubabed al 4 °C, overniphtl will speecific antilodies dilubed TI000 arnd e
washed and incubated with the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
diluted 1:5000 {(£ymed Laboratories, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Primary
antibodies used were, rabbit-monoclonal anti-human PCMNA (GeneTex Inc, Irving, CA, USA, USA),
mouse-monoclonal anti-human p21, and mouse-monoclonal anti-human p27 (both from Santa Criwe
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, USA). Proteins were detected by chemiluminescence using the
Amersham ECL plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ,
USA)L As an internal control, a rabbit anti-GAPDH (GeneTex Inc. ) was included.

3.4, Tumor Xenografts

Male, 6—8-week-old nu /i mice wene provided by the Animal House of the Mational Institute for
Mutrition "Salvador Zubirdn” {(México DLF, Mexico), they were kept in a pathogen-free environment
and fed ad Iizftum. Fxperimental procedures were carried out in accordance with the Guidelines for
Care and Use of Laboratory Animals of the National Cancerology Institute (México IYE, Mexico).
Groups of six animals were implanted with 1.5 » 108 HCT-15 and PC3 wells Cells were inoculated
subcutanecusly in the right fank of the mice, once tumors had reached approximagely 50 mm?, the
animals were pair-matched into treatment and control groups and the treatments wene initiated.
Then, mice received either 125, 250 or 500 mg/ kg argentatin B diluted in sesame oil at days 0, 7, and
14. Control animals meceived only the vehicle (sesame oil) administered intraperitoneally as negative
control and cisplatin as a positive control at the dose of 4 mg/kg. Mice were weighed periodically.
Tumor size was measuned by using a calliper twice a week. Tumor volume was determined by using
the following relation: 'V {mm’) = /4 - [large diameter = {short diameter)®]. The relative tumor
volume was calculated using the formula: (Volume on the evaluation day /volume on day () « 100,
After each drug administration, mice wene weighed and the tumor volume was calculaied, as
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previously described fevery three days). The experiment was conducted during twenty-one days,
at the end of which time all animals wemne weighed and euthanized.

Evaluation of Argentatin B Toxicity

The toxcicity of argentatin B was tested in groups of three female, &week-old C1-1 mice. Three
doses of 125, 250, and 500 mg/kg argentatin B were administered intraperioteally once a week for
3 weeks, and compared with the effect of 2, 4, and 8 mg/kg of cisplatin The weight and behavior of
the mice was recorded every other day throughout the teatment and observation time (7 days afer
the last injection). Mice were sacrificed at day 22. The heart, lung, liver, kidney, intestine, spleen,
stomach and ovaries were removed, fived in 107 formalin, paraffinembedded, and cut into 4 pm
sections. The sections were deparaffinised in xylene, and rehydrated in graded concentrations of
ethanol. Tissue sections wene stained with Hematoxilin-Eosin for histopathologic analysis.

35 Data Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad I'rism 6.0 software (Graphlad Software
Inc, La Jolla, CA, USA). Comparisons between treated groups and untreated controls were carried

out using one-way ANOVA test, and Tukey-Kramer post-test. Data wene expressed as means + SEML
The tests considered a basic significance level of p < 0L05

4. Conclusions

The present work provides evidence that argentatin B inhibits the proliferation of HCT-5 and
PC-3 cells, both in vitre and in a xenograft nude mice model The efficdency of argentatin B was
comparable with that of cisplatin. Argentatin B exhibited a mather weak apoptotic effect However,
it was able to inhibit cell proliferation by inducing cellular senescence. Induction of cell senescence
has been considened a rational approach for the designing of new anti-tumor drugs. Thus, further
research is in progress to evaluate argentatin B poential pharmacological valuve.
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