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RESUMEN

El cdncer constituye una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Las terapias
empleadas actualmente, tales como la quimioterapia y la radioterapia, son muy agresivas, de baja
selectividad e ineficientes en etapas avanzadas de la enfermedad deteriorando notablemente la
calidad de vida de los pacientes. Por lo que es importante implementar terapias alternativas a
partir de compuestos de origen vegetal, tales como, los compuestos fendlicos del aceite de olivo
quienes han mostrado buena actividad antitumoral; entre estos, el hidroxitirosol destaca por
presentar actividad antiproliferativa sobre diferentes tipos de cdncer como leucemia
promielocitica aguda HL60, cancer de mama MCF-7, carcinoma de colon humano HT29,
melanoma M14 y cancer de prdstata PC3, sin embargo, resulta ser necrdtico y de bajo
rendimiento en su sintesis, lo que limita su uso. Por tal motivo en el presente trabajo se sintetizd
al compuesto Az-481b derivado del hidroxitirosol y se evalué su actividad antiproliferativa,
citotéxica y apoptodtica sobre lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-281), préstata (PC3) y
pulmdn (Sk.LU-1) asi como en linfocitos de sangre periférica humana.

La evaluacion de la proliferacion de células tumorales se llevd a cabo por la técnica de
incorporacién de cristal violeta, la proliferacién en cultivos de linfocitos se realizé por marcaje con
caroxifluoresceina (CFSE) y evaluados por citometria de flujo. La toxicidad celular fue evaluada a
través de la liberacion de la enzima LDH a los medios de cultivo de las células tratadas con el
compuesto Az-481b. La muerte por apoptosis fue evaluada mediante la actividad de la caspasa-3
activa, se determiné por inmunofluorescencia y se cuantificd evaluando la cantidad de
luminiscencia emitida a través de citometria de flujo. Al evaluar el efecto del compuesto Az-481b
sobre el potencial proliferativo de las células tumorales de cancer de mama (MDA-MB-231),
préstata (PC3) y pulmdn (Sk-LU-1), se determind que Az-481b abate su proliferaciéon en un 50 % a
concentraciones de 70, 81 y 37.7 ug/ml respectivamente e indujo una muerte necrdtica en las
células MDA-MB-231 y PC3 de forma significativa alcanzando un 13.2% y 9% (p<0.05)
respectivamente. Asi mismo, al evaluar el efecto proapoptético del compuesto Az-481b a las
concentraciones de 70, 81y 37.7 pg/ml sobre las células tumorales de cancer de mama (MDA-MB-
231), préstata (PC3) y pulmon (Sk-LU-1), se determind que exhibe una mejora del efecto por-
apoptotico en comparacion con el HT (molécula de la que se derivd) en las células tumorales de
préstata (PC3) y pulmon (Sk-LU-1) alcanzando un 40.54% y 48.91% respectivamente. Por Ultimo,

al evaluar el efecto del compuesto Az-481b a las concentraciones de 70, 81 y 37.7 pg/ml sobre



cultivos de linfocitos de sangre periférica se observé que no afecta su potencial proliferativo ni
induce en ellos a una muerte celular necrética.

El compuesto az-281b inhibe la proliferacion de cultivos de células tumorales en un 50% a
concentraciones de 70, 81 y 37.7 pug/ml respectivamente e induce una muerte por apoptosis; y si
bien afecta el potencial proliferativo de células linfociticas humana, no generta en ellas una

muerte por necrosis.
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Ciclo celular

El ciclo celular regula la divisién celular y es fundamental tanto para generar nuevas
células en el desarrollo embrionario como para reemplazar las células dafiadas en un
organo adulto. Se distinguen varias fases: en GO las células llevan a cabo todas sus
actividades metabdlicas, sin embargo permanecen sin dividirse y conservan la capacidad
de reiniciar el ciclo para repoblar un tejido; en la fase G1 (gap 1), las células producen ARN
y proteinas; en la fase S se replica el ADN; en la fase G2 (gap 2), el nlcleo se organiza para
la division celular, que se produce en la fase M o mitosis. El ciclo completo dura desde 12
horas hasta meses o anos. Mientras la mitosis tiene una duracién constante de 1 hora, las

células pueden permanecer “detenidas” en GO durante afos (Fig. 1) (Burgués et al, 2005).

Durante los intervalos G1 y G2, la célula monitorea los ambientes intracelulares vy
extracelulares para asegurar que las condiciones sean las apropiadas. En puntos
determinados de G1 y G2 la célula debe decidir si pasa a la siguiente fase o efectia una
pausa que permita ganar tiempo y reparar dafos o completar la preparacién. La
proliferacién celular depende de nutrientes y de moléculas de sefializacion especifica del
medio extracelular, si las condiciones son desfavorables la célula puede retardar el
proceso a través de G1 e incluso puede ingresar a GO. El punto de control G2 garantiza
que las células no ingresen en la fase de mitosis hasta que no se haya reparado el ADN y

se complete su replicacion (Alberts et al, 2002).

En la fase M se reparte a las células hijas el material genético duplicado, a través de la
segregacion de los cromosomas. La fase M, para su estudio se divide en: 1) Profase: en
esta etapa los cromosomas (constituidos de dos cromatidas hermanas) se condensan en el
nucleo, mientras en el citoplasma se comienza a ensamblar el huso mitdtico entre los
centrosomas; 2) Metafase: Comienza con el rompimiento de la membrana nuclear, de
esta manera los cromosomas se pueden unir al huso mitético (mediante los cinetocoros).
Una vez unidos los cromosomas éstos se alinean en el ecuador de la célula; 3) Anafase: Se

produce la separacion de las cromatidas hermanas, las cuales dan lugar a dos cromosomas
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hijos, que migran hacia polos opuestos de la célula; 4) Telofase: Aqui ambos juegos de
cromosomas llegan a los polos de la célula y adoptan una estructura menos densa,
posteriormente se forma nuevamente la envoltura nuclear. Al finalizar esta fase, la
division del citoplasma y sus contenidos comienza con la formacién de un anillo contractil;
5) Citocinesis: Finalmente se divide la célula mediante el anillo contractil de actina y
miosina, produciendo dos células hijas cada una con un juego completo de cromosomas

(Alberts et al, 2002).

Mitégenos

Quiescencia [GOY
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Fig. 1. Ciclo celular de una célula eucariota, esquema que permite ilustrar las cuatro fases sucesivas y las
moléculas que intervienen en el ciclo celular (Tomada de www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar).

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un orden y supervisiéon
estricta. Senales provenientes del medio y algunos controladores dentro de la célula, se
encargan de dirigir el progreso de ésta a través de las distintas fases del ciclo celular.
Primariamente el ciclo celular esta catalizado por complejos que contienen cinasas
dependientes de ciclinas (CDK, del inglés; cyclin-dependent kinases) y ciclinas. Las CDK son
proteinas de cinasas con treonina/serina que son activadas en puntos especificos del ciclo
celular, al menos son siete CDK en células de mamiferos y son criticas para la progresién a
través del ciclo celular porque éstas también actlan en su inhibicién. Las CDK son
reguladas por varios procesos, uno de ellos es la fosforilacién en residuos de treonina y

tirosina. Las ciclinas realizan multiples funciones de regulacién y son necesarias para la
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activacion de las CDK; algunas CDK se unen a mds de una ciclina y éstas estan ligadas a las
cdks y probablemente les provee especificidad a los sustratos (Schafer K., 1998). Estas
proteinas actlan en diferentes espacios de tiempo, permitiendo o inhibiendo el progreso
adecuado del ciclo celular (Fig. 1). Esta capacidad de orden, se debe principalmente, a que
las proteinas (p. ej. las ciclicas), que ya han finalizado su funcidn, son eliminadas por un

complejo de degradacién llamado ubiquitina-proteosoma.

Asi el ciclo avanza por G1 con un incremento en la expresién de las ciclinas D, que se
asocian con cdk4 y cdk6, resultando en su fosforilacion y activacién; éstos ya activados,
fosforilan a la proteina RB (Retinoblastoma) que tiene un papel critico en la regulacion de
la progresiéon del punto de restriccién de G1. Los miembros de la familia RB son proteinas
gue retienen a las proteinas de transcripcion E2F, evitando que formen complejos con el
ADN. En estado hipofosforilado, RB puede capturar a E2F evitando su actividad
transcripcional. Cuando RB es fosforilado por cdk4/6 se disocia de E2F y el ciclo continua.
Cuando la célula avanza por G1 tardia, hay también un aumento en la expresion de la
ciclina E que es requerida acomplejada con cdk2 para la transicion de G1 a S; en esta
transicién, aumenta la expresidn de la ciclina A y persiste durante S. La ciclina A es
capturada por cdk2 y procede a la sintesis del ADN (Peralta et al, 1997; Israels y Israels,

2000).

En el punto de control G2, se monitorea que no exista dafio en el ADN o que no se haya
copiado completamente, en cuyo caso el ciclo es detenido hasta que el dafio sea reparado
o el ciclo sea abortado, en caso de que el dafio exceda la capacidad de la célula para
repararlo. Al final de G2, los complejos cdkl-ciclina A y ciclina B, se encargan de inducir el
ensamble del huso mitético, ademas de asegurarse que los cromosomas se unan a éste.
Se encarga ademas: de iniciar la condensacion del material genético, activando un grupo
de proteinas conocidas como condensinas, las cuales participan en el mecanismo que
permite desensamblar la envoltura nuclear, la fosforilacién de las ldminas nucleares, el
rearmado del citoesqueleto celular y de la reorganizacién del aparato de Golgi y el reticulo

endopldsmico (Lodish et al., 2000).
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En condiciones fisiolégicas, la homeostasis celular mantiene el estado de diferenciacion de
cada célula y regula estrictamente su tasa de proliferacion, su tiempo de supervivencia y
su territorialidad, de acuerdo con las necesidades del organismo, asi, las células mueren y
son sustituidas ininterrumpidamente, gracias a un amplio sistema de regulacién donde la

muerte celular toma un papel fundamental (Schafer K, 1998).

Muerte celular

La muerte celular es un proceso fisioldgico que conduce a la eliminacién celular y que
tiene una funcién esencial en la homeostasis de los tejidos. Existen diferentes tipos de
muerte celular, siendo las mds habituales la necrosis y apoptosis (Raff M, 1998). Estos dos

tipos de muerte presentan diferencias basadas en su morfologia, bioquimica e incidencia.

e Apoptosis

Tan importante como la divisién celular y migracién celular, la muerte celular programada
permite que el organismo tenga un control estricto en el numero de células y por lo tanto
en el tamafio de un tejido (Hengartner et al, 2000). En los organismos pluricelulares, la
muerte celular ocurre como un proceso necesario de su desarrollo. Existen ejemplos
clasicos de muerte celular como parte del desarrollo, muerte celular en el embrién como
mecanismo de embriogénesis, para formar diferentes estructuras, muerte de neuronas
incapaces de establecer una conexion intersticial adecuada (Sanchez—Socarras V, 2001) y a
menudo la necesidad de deshacerse de las células que estdn en exceso, o potencialmente

peligrosas.

Las células se autodestruyen sin desencadenar reacciones de inflamacion, ni dejar
cicatrices en los tejidos. La apoptosis es por tanto, considerada como una muerte natural
fisioldgica, que actia de manera “silenciosa”, resultando en un mecanismo de eliminacién
de células no deseadas, dafiadas o desconocidas y que desempefia un papel protector

frente a posibles enfermedades (Cohen et al, 1997; Jordan J, 2003).
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La apoptosis estd caracterizada por una serie de distintas alteraciones morfoldgicas y
bioquimicas, y ocurre en dos fases: la primera es un compromiso de muerte celular
seguida de una fase caracterizada por dramdaticos cambios morfoldgicos estereotipados en
la estructura de la célula; asi ocurre una condensacién y fragmentacion de la cromatina
nuclear, compactacion de los organelos, dilatacién del reticulo endopldsmico, un
decremento en el volumen celular, formaciéon de vesiculas y fusién con la membrana
plasmatica, y alteracion en la membrana plasmdtica donde hay una translocacidon de
grupos glicanos a la superficie celular que van a actuar como sefial de reconocimiento,
permitiendo la unidn de fagocitos y, de esta manera, evitando la liberacidon del contenido

celular y la posible reaccién de inflamacién (Fig.2) (Solary et al, 1996).

Fig. 2. Cambios ultra estructurales
secuenciales que se observan en la necrosis
(izquierda) y apoptosis (derecha) (Tomada de
patologiabcom6.blogspot.com).

apoptotco

Fagociho

AOR TOSES

La maquinaria intracelular responsable de |la apoptosis parece ser similar para todas las
células animales. Esta maquinaria depende de una familia de proteasas que tienen en su
sitio activo cisteina y se ancla a su proteina blanco con un &4cido aspartico. Estas son
llamadas caspasas. Las caspasas son sintetizadas en la célula como precursores inactivos, o

procaspasas, que son usualmente activadas por el clivaje de acido aspartico por otras
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caspasas. Una vez activada, la caspasa se ancla y asi activa otra procaspasa, resultando en
una amplificacién de una cascada proteolitica, algunas de las caspasas activas se unen a
proteinas claves por ejemplo a la laminina, causando el irreversible desglose de la
membrana nuclear; otras se unen a proteinas que normalmente tienen una enzima que
degrada el ADN (ADNasa) en forma inactiva, que se libera y corta el ADN dentro del nucleo
de la célula, en este camino, la célula se desmantela asi misma rdpido y limpiamente, y los

cuerpos son rapidamente fagocitados y digeridos por otras células (Alberts et al, 2002).

Para el estudio de las caspasas, éstas se clasifican en base al tamafio del predominio. Las
caspasas con grandes predominios, como las caspasas-2, 8 y 9 funcionan como iniciadores
de sefiales que se encuentran al principio de cascadas proteoliticas, mientras que las que
presentan un predominio pequefio, como las caspasas-3, 6, y 7, se localizan debajo de las
caspasas iniciadoras y funcionan como proteasas efectoras que rompen principalmente

sustratos proteicos en nucleo y citoesqueleto (Burgués et al, 2005).

Las caspasas en las células vivas existen como zimdgenos inactivos que se activan por

ruptura proteolitica mediante dos vias alternativas:

1.- Via del receptor de muerte celular: los receptores de muerte pertenecen a la
superfamilia génica de receptores del TNF (TNFR). Los mejores caracterizados son los
receptores Fas, también conocido como CD95 (del inglés; cytotoxicity-dependent proteina
95) o APO-1(del inglés; apoptosis-1 protein), y el receptor del TNF (TNFR). Tienen en
comun una secuencia homodloga denominada “dominio de muerte”, capaz de iniciar la

cascada de eventos que lleva a la apoptosis (Fig. 3) (Burgués et al, 2005).

El receptor Fas activado recluta moléculas adaptadoras como el FADD/ MORT-1 (del
inglés; Fas-associated death domain/mediator of receptor-induced toxicity-1), que
contiene también un “dominio de muerte” (DD) que se une al andlogo del receptor Fas y
un “dominio efector de muerte” que se une a un dominio andlogo a la procaspasa 8, que
sufre una activacion auto-catalitica al unirse al FADD convirtiéndose en la caspasa 8 activa.
La caspasa 8 rompe y activa otras caspasas efectoras como la 3, la 6 y la 7 (Burgués et al,

2005).
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2.- La via mitocondrial: Se trata de una via independiente de los receptores de muerte y es
la que inducen los agentes quimioterapéuticos, la radiacidn ultravioleta o las moléculas
del estrés (especies reactivas del oxigeno o nitrégeno). Las mitocondrias son organelos
con dos compartimentos: la matriz, rodeada por la membrana interna (Ml), y el espacio
intermembranal, entre las membranas interna y externa (ME). En la Ml estd la ATP
sintetasa y la cadena respiratoria y en el espacio intermembranal estd el citocromo ¢, que
al ser liberado al exterior de la mitocondria induce apoptosis, las proteinas de la familia
Bcl-2 regulan esta liberacidn; los miembros anti-apoptdticos de esta familia (Bcl-2 y Bcl-xL)
bloquean la liberacidn del citocromo ¢, mientras que los miembros pro-apoptdticos (Bax,
Bim, Bid, Bad y Bak) la inducen (Burgués et al, 2005). Cuando el citocromo c se libera,
provoca el ensamble de APAF-1 (del inglés; apoptotic protease-activating factor) con la
procaspasa 9, formandose el complejo denominado apoptosoma. El APAF-1 tiene un
dominio reclutador de caspasas denominado CARD (del inglés; caspase recruiting domain),
gue requiere ATP para la induccién de la ruptura auto catalitica de la procaspasa 9 en
caspasa 9 activa. Esta ultima se libera del apoptosoma para activar a las caspasas 3,6y 7,

gue provocan la ruptura de diversos sustratos y la apoptosis (Fig. 3) (Burgués et al, 2005).

En especial la caspasa-3, es crucial en la apoptosis porque se ancla y rompe o modifica la
funcién de cientos de sustratos de proteinas y es un importante punto de convergencia de
las rutas de apoptosis extrinseca (iniciado por receptores de muerte) e intrinseca

(mitocondrial) (Fig. 3) (Porter G, 2006).
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Fig.3. Vias, extrinseca e intrinseca de la muerte por apoptosis (Tomada y modificada de Grupta et al/, 2006).

e Necrosis

La necrosis es un tipo de muerte celular, se asocia con la pérdida temprana en la
integridad de las membranas, lo que resulta en la salida del contenido citoplasmatico a la
matriz extracelular. Al igual que ocurre en la apoptosis, en las células necréticas se suman

cambios morfoldgicos que siguen a la muerte celular.

A diferencia de la apoptosis, las células necréticas sufren autolisis, con liberacién de
enzimas, y desencadenan asi una reaccion inflamatoria que atrae leucocitos y proteinas

plasmaticas. Finalmente tiene lugar la degradacion de las células muertas (Fig.2).
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La muerte celular por necrosis se concreta en 2 etapas:
1. Autolisis.

Incluye todos los cambios que dependen de alteraciones en los componentes celulares,
proceso que ocurre con un patron morfolégico en cierta medida caracteristico y que
consiste en cambios en el nucleo (disolucidn progresiva de la cromatina o cariolisis);
cambios en el citoplasma (pérdida de la basodfilia por esparcimiento de las
ribonucleoproteinas); aspecto homogéneo del citoplasma (por pérdida de los

compartimientos celulares); tumefaccidn de las mitocondrias.
2. Fagocitosis de los restos celulares por los macréfagos tisulares.

Todos estos cambios condenan a la célula a perder su funcién especifica, y solamente
forma parte de restos celulares que seran fagocitados por los macrdfagos. La muerte de
las células no siempre va seguida de la disoluciéon inmediata de su armazoén, puede seguir
distintos caminos que originan distintos tipos morfoldgicos de necrosis, (Sdnchez- Socarras

V, 2001).

Es asi que el término necrosis reune los procesos violentos y catastroficos, donde la
degeneracidn celular es pasiva sin un requerimiento de energia en forma de ATP. Aparece
frecuentemente como consecuencia de un dafio traumdtico o por la exposicion a toxinas.
En ella tiene lugar la pérdida aguda de la regulacidn y de la funciéon celular que conlleva un
proceso osmoético desmesurado y finaliza con la lisis de la membrana celular, liberando el
contenido intracelular. Este fendmeno conduce a las células vecinas también hacia la
muerte, atrayendo, al mismo tiempo, a las células inflamatorias, lo que hace que en las
areas donde se observan células necréticas sea frecuente encontrar nuevas células que

desarrollan este tipo de muerte celular (Jordan J, 2003).

Morfolégicamente, la diferencia con la necrosis es que, en la apoptosis se produce la
fragmentacion de ADN mientras se mantiene la integridad de la membrana hasta estadios
tardios en la muerte celular. Bioquimicamente, la caracteristica diferencial es que se trata

de un proceso dependiente de energia y de la sintesis de nuevas proteinas, mientras que
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en la necrosis falla el aporte de energia y la sintesis de proteinas se interrumpe (De Toro

G, 1996; Burgues et al, 2005).

Asi el desarrollo de una apoptosis inapropiada estd implicada en muchas enfermedades
humanas, como el Alzheimer, Huntington, dafo isquémico, desérdenes autoinmunes y

varias formas de cancer (Burgues et al, 2005).

Cancer

Los controles que regulan la multiplicacion celular en raras ocasiones se alteran. La célula
en la que esto ocurre comienza a dividirse en forma descontrolada, al margen de las
necesidades del organismo de mas células de este tipo. Cuando esta célula tiene
descendencia propensa a proliferar sin responder a la regulacién, el resultado es un clon
capaz de expandirse en forma indefinida, por ultimo, este clon de células no deseadas
forma una masa, denominado tumor. Asi el cancer es una enfermedad en la cual clones de
células mutantes empiezan a prosperar a expensas de sus vecinas, destruyendo
finalmente toda la sociedad celular y se produce a una escala temporal de meses o afios

en una poblacién de células del organismo (Fig. 4) (Schmitt et al, 2002).

Existen factores bioldgicos, quimicos y fisicos que contribuyen al desarrollo del cancer.
Dentro de los bioldgicos se encuentran los virus, bactarias, etc; en los quimicos se puede
mencionar sustancias cancerigenas como el benceno y dentro de los fisicos se encuentra
los rayos UV, todos muestran una propiedad comun, provocan cambios en el genoma, sin
embargo la mayoria de los canceres requiere de multiples mutaciones para que se
desarrollen. Existen dos diferencias claves entre el cancer y otras enfermedades genéticas.
La primera es que las mutaciones que se observan en el cancer se producen, sobre todo
en células somaticas, mientras que otras enfermedades genéticas solo son causadas por
mutaciones en la linea germinativa; la segunda es que el cdncer no es consecuencia de
una mutacién aislada, sino, mas bien, de la acumulacién de entre 3 y 20 mutaciones, en

genes que regulan la multiplicacién celular normal. Las células cancerosas se caracterizan
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por dos propiedades hereditarias: ella y su progenie (1) se reproducen a pesar de las
restricciones normales e (2) invaden y colonizan territorios normalmente reservados a
otras células. La combinacion de estas caracteristicas es lo que hace que el cancer sea

especialmente peligroso (Alberts et al, 2002).

Las células cancerosas difieren de las células normales en muchas caracteristicas,
incluyendo la pérdida de la capacidad de diferenciacion, el aumento de invasividad y la
disminucion de la sensibilidad a las drogas citotdxicas. Estas caracteristicas son resultado
de la proliferacién celular descontrolada y del proceso de evolucion de la célula normal

hacia una célula con potencial tumorigénico (Evan et al, 2001).

Las alteraciones mads notables después de la transformacidn ocurren en los cromosomas.
En general las células normales conservan su dotacidn cromosémica diploide normal
conforme crecen y se dividen. Mientras que las células cancerosas con frecuencia
presentan dotacién cromosémica muy aberrante, alteracién denominada aneuploidia. Los
cambios morfoldgicos mas notables ocurren en el citoplasma, casi siempre afectan al
citoesqueleto. La célula normal por lo general tiene una red bien organizada de
microtubulos, microfilamentos y filamentos intermedios, el citoesqueleto de la célula
cancerosa a menudo estd reducido, desorganizado o ambas cosas. Las células cancerosas
tienen una capacidad disminuida para responder a los estimulos que desencadenan la
apoptosis. La mayoria de las células normales desarrollan una dependencia de factores
ambientales especificos para mantener su viabilidad, por su parte las células tumorales
desarrollan cierto grado de independencia de estos factores ambientales, aparentemente
son inmortales en el sentido de que continda dividiéndose de manera indefinida mientras
las condiciones de nutrientes y de cultivo sean adecuadas para su sobrevivencia (Karp G,

2006).

Asi, si la proliferacion celular estd fuera de control, producird un tumor o neoplasia, una
masa de células que crece de manera inexorable. Mientras las células neoplasicas
permanezcan agrupadas en una masa Unica y encapsulada, se dice que el tumor es

benigno, segun el Instituto Nacional de Cancerologia, usualmente se pueden remover y en
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la mayoria de los casos no reincide. En la mayoria de los tumores benignos no se considera
como una amenaza de muerte, sin embargo deben de ser observados y tratados
adecuadamente. Un tumor se considera maligno solo si las células tienen capacidad de
propagarse a otras regiones del organismo, lo cual se logra a través de dos mecanismos; la
invasion y la metastasis. La invasion es la migracion y la penetraciéon directa por las células
del cancer en los tejidos vecinos. La metastasis es la capacidad de las células del cancer de
penetrar en los vasos sanguineos y linfaticos, circular a través de la circulacidn sanguinea,
y después crecer en un nuevo foco (metastasis) en tejidos normales de otra parte del

cuerpo (Alberts et al, 2002).

e Cancer de mama

El cdncer de seno (mama) es un tumor maligno que se origina en las células del seno. Esta
enfermedad ocurre casi por completo en las mujeres, pero los hombres también la

pueden padecer (American Cancer Society, 2013).

El cancer de mama es el mds comun entre las mujeres en todo el mundo (OMS, Carga
Mundial de Morbilidad, 2004). Asi mismo en México ocupa el primer lugar en las mujeres

mayores de 25 afios (Secretaria de Salud, 2007).

La mayoria de los canceres de seno comienza en las células que recubren los conductos
(canceres ductales). Algunos canceres de seno se originan en las células que recubren los
lobulillos (canceres lobulillares), mientras que un pequefio nimero se origina en otros

tejidos (American Cancer Society, 2013).
Tipos de cancer de seno mdas comunes

Existen varios tipos de cancer de seno, aunque algunos de ellos se presentan en pocas
ocasiones. En algunos casos, un solo tumor del seno puede ser una combinacién de estos

tipos o ser una mezcla de in situ y cancer invasivo (American Cancer Society, 2013).
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» Carcinoma ductal in situ

El carcinoma ductal in situ (ductal carcinoma in situ, DCIS; también conocido como
carcinoma intraductal) se considera cancer de seno no invasivo o preinvasivo. DCIS
significa que las células que cubren los conductos han cambiado y lucen como células
cancerosas. La diferencia entre el DCIS y el cdncer invasivo consiste en que las células no
se han propagado (invadido) a través de las paredes de los conductos hacia el tejido que
rodea el seno. El DCIS se considera un precancer porque en algunos casos se puede
convertir en un cancer invasivo. Sin embargo, actualmente, no existe una buena manera
de saber con certeza cuales casos se convertirdn en canceres invasivos y cuales no

(American Cancer Society, 2013).

Alrededor de uno de cinco casos nuevos de cancer de seno seran DCIS. Casi todas las
mujeres que son diagnosticadas en esta etapa temprana del cancer de seno se pueden

curar.
» Carcinoma ductal invasivo (o infiltrante)

El carcinoma ductal invasivo o infiltrante (IDC, siglas en inglés) es el tipo mas comun de
cancer de seno. Este cancer comienza en un conducto lacteo del seno, penetra a través de
la pared del conducto y crece en el tejido adiposo del seno. En este punto puede tener la
capacidad de propagarse (hacer metdstasis) hacia otras partes del cuerpo a través del
sistema linfatico y el torrente sanguineo. Aproximadamente ocho de 10 de los canceres

invasivos del seno son carcinomas ductales infiltrantes (American Cancer Society, 2013).
» Carcinoma lobulillar invasivo (o infiltrante)

El carcinoma lobulillar invasivo (invasive lobular carcinoma, ILC) comienza en las glandulas
productoras de leche (lobulillos). Al igual que el IDC, se puede propagar (hacer metastasis)
a otras partes del cuerpo. De 10 casos de cancer invasivo de seno, aproximadamente uno
es ILC. El carcinoma lobulillar invasivo puede ser mas dificil de detectar por mamograma

que el carcinoma ductal invasivo (American Cancer Society, 2013).
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Factores de riesgo del cancer de seno

Los factores de riesgo no suministran toda la informacidn. Si se tiene uno, o hasta varios
factores de riesgo, no necesariamente significa que se padecera la enfermedad. La
mayoria de las mujeres que tienen uno o mds factores de riesgo de cancer de seno nunca
padecen la enfermedad, mientras que muchas mujeres que la padecen no tienen factores
de riesgo aparentes (excluyendo el ser mujer y de edad avanzada). Aun cuando una mujer
con factores de riesgo padece cancer de seno, resulta dificil saber cuanto pudieron haber

contribuido estos factores (American Cancer Society, 2013).
- Incidencia segun el sexo

El simple hecho de ser mujer es el principal riesgo de padecer cancer de seno. Los
hombres pueden padecer cdncer de seno, pero esta enfermedad es aproximadamente
100 veces mas comun entre las mujeres que en los hombres. Esto probablemente se debe
a que los hombres tienen menos de las hormonas femeninas estréogeno y progesterona, lo
gue puede promover el crecimiento de células cancerosas de seno (American Cancer

Society, 2013).
- Envejecimiento

Su riesgo de padecer cancer de seno se incrementa conforme su edad aumenta.
Aproximadamente uno de ocho canceres de seno se detecta en mujeres menores de 45
afos de edad, mientras que aproximadamente dos de tres canceres invasivos del seno se

encuentran en mujeres de 55 afilos 0 mas (American Cancer Society, 2013).
- Factores de riesgo genéticos

Se cree que alrededor del 5 al 10 por ciento de los casos de cancer de seno son
hereditarios, lo que significa que se originan directamente de defectos genéticos

(Hlamados mutaciones) heredados de uno de los padres (American Cancer Society, 2013).

e BRCA1 y BRCA2: la causa mas comun de cancer de seno hereditario es una mutacion

hereditaria en los genes BRCA1 y BRCA2. En las células normales, estos genes ayudan a
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prevenir el cancer al producir proteinas que evitan el crecimiento anormal de las células

(American Cancer Society, 2013).

Aunque en algunas familias con mutaciones BRCA1 el riesgo de padecer cancer de seno
durante la vida es tan alto como 80%, en promedio este riesgo parece estar entre 55 a
65%. Para las mutaciones BRCA2, el riesgo es menor, alrededor de 45% (American Cancer

Society, 2013).

Los canceres de seno asociados a estas mutaciones se presentan con mds frecuencia en
mujeres mas jovenes y con mas frecuencia afectan a ambos senos en comparacién con
canceres no asociados a estas mutaciones. Las mujeres con estas mutaciones hereditarias
también tienen un riesgo aumentado de padecer otros tipos de canceres, particularmente

cancer de ovario (American Cancer Society, 2013).

e ATM: el gen ATM ayuda normalmente a reparar el ADN dafado. Heredar dos copias
anormales de este gen causa la enfermedad ataxia-telangiectasia. Por otro lado, heredar
una copia mutada de este gen ha sido asociado con una alta tasa de cancer de seno en

algunas familias (American Cancer Society, 2013).

e TP53: el gen TP53 provee instrucciones para producir una proteina llamada p53 que
ayuda a detener el crecimiento de las células anormales. Las mutaciones hereditarias de
este gen causan el sindrome de Li-Fraumeni (que lleva el nombre de los dos investigadores
que primero lo describieron). Las personas con este sindrome tienen un riesgo aumentado
de padecer cancer de seno, al igual que otros cdnceres, como leucemia, tumores
encefalicos y sarcomas (cancer en los huesos o en el tejido conectivo). Esta es una causa

poco comun de cancer de seno (American Cancer Society, 2013).
- Razay origen étnico

En general, las mujeres de raza blanca tienen una probabilidad ligeramente mayor de
padecer cancer de seno que las mujeres de raza negra, aunque éstas Ultimas tienen una
mayor probabilidad de morir de este cancer. Sin embargo, en las mujeres menores de 45

afos de edad, el cancer de seno es mas comun que en las mujeres de raza negra. Las
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mujeres asiaticas, hispanas e indias americanas tienen un menor riesgo de padecer y

morir de cancer de seno (American Cancer Society, 2013).

- Tener hijos

Las mujeres que no han tenido hijos o que tuvieron su primer hijo después de los 30 afios
tienen un riesgo de cancer de seno ligeramente mayor. Los embarazos multiples y quedar
embarazada cuando la mujer es joven reducen el riesgo del cdncer de seno. El embarazo
reduce el nimero total de ciclos menstruales en la vida de una mujer, lo cual puede que

sea una razon de este efecto (American Cancer Society, 2013).

- Sobrepeso u obesidad

El sobrepeso o la obesidad después de la menopausia aumentan el riesgo de cancer de
seno. Antes de la menopausia, sus ovarios producen la mayor cantidad de estrégeno, v el
tejido adiposo produce una pequefa cantidad de estrégeno. Por otro lado, después de la
menopausia (cuando los ovarios dejan de producir estrégeno), la mayor parte del
estrégeno de una mujer proviene del tejido adiposo. Un exceso de tejido adiposo después
de la menopausia puede aumentar su probabilidad de padecer cancer de seno al
aumentar los niveles de estrégeno. Ademas, las mujeres que tienen sobrepeso tienden a
presentar niveles de insulina en la sangre mas elevados. Los niveles de insulina mas
elevados también estan asociados a algunos tipos de canceres, incluyendo el cancer de

seno (American Cancer Society, 2013).

Pero la relacidn entre el peso y el riesgo de cancer de seno es compleja. Por ejemplo, el
riesgo parece aumentar en las mujeres que suben de peso en su vida adulta, pero es
posible que no aumente en aquellas mujeres que han tenido exceso de peso desde la
infancia. Ademads, un exceso de grasa en el area de la cintura afecta el riesgo mas que la
misma cantidad de grasa en las caderas y en los muslos. Los investigadores creen que las
células grasas de varias partes del cuerpo tienen diferencias sutiles que pueden explicar

esta observacién (American Cancer Society, 2013).

24



Recomendaciones de la Sociedad Americana Contra El Cancer sobre la deteccidn

temprana del cancer de seno (American Cancer Society, 2013).

- Las mujeres de 40 aios en adelante deben hacerse un mamograma de deteccidn al
afio, y deben continuar haciéndose este examen mientras estén en buen estado de
salud.

- Las mujeres de 20 a 39 aios de edad deben someterse a un examen clinico de los
senos por parte de un profesional de la salud, como parte del examen periddico de
salud, al menos cada tres afios. A partir de los 40, las mujeres deben someterse a
un examen del seno por parte de un profesional de la salud todos los afos.

- El autoexamen de los senos es una opcién para las mujeres a partir de los 20 afos
de edad. Se debe orientar a las mujeres sobre los beneficios y las limitaciones del
autoexamen de los senos. Las mujeres deben reportar a sus médicos o enfermeras
cualquier cambio en sus senos lo antes posible.

- Las mujeres que estdn en alto riesgo de cancer de seno basado en ciertos factores
deben someterse a una imagen de resonancia magnética (MRI) y a un mamograma

cada afio.

e Cancer de préstata

El carcinoma de préstata es un tumor que predomina en hombres de edad avanzada: la
mediana de edad en el momento del diagndstico es de 72 afios (Howlader N et al, 2011).
El cancer de prostata se puede curar cuando estd localizado y, con frecuencia, responde al
tratamiento cuando esta diseminado. La tasa de crecimiento tumoral oscila entre muy
lento a moderadamente rapido y, algunos pacientes pueden tener una supervivencia
prolongada incluso después de que el cdncer haya hecho metdstasis hasta sitios distantes,
como los huesos. La tasa de supervivencia relativa a 5 afios para los hombres
diagnosticados de 2001 a 2007 con enfermedad local o regional fue de 100%; la tasa de
enfermedad a distancia fue de 28,7%; se observo una tasa de supervivencia de 99% para

todos los estadios combinados (American Cancer Society, 2012).
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Muchos pacientes —en especial, aquellos con tumores localizados— pueden morir por
otras enfermedades sin haber sufrido siquiera de una discapacidad producida por el
cancer, incluso si se utilizé un tratamiento conservador sin intencién curativa (Albertsen
PC., 2011). En parte, estos desenlaces favorables pueden ser el resultado del uso
generalizado de exdamenes de deteccidn con la prueba del antigeno prostatico especifico
(APE), con la que se puede identificar a pacientes con tumores asintomaticos con

potencial mortal minimo o nulo (Welch HG & Albertsen PC, 2011).
Anatomia patolégica

Aunque la préstata estd formada por muchos tipos de células diferentes, mds del 99% de
los cdnceres de prostata se desarrollan sobre células glandulares. Las células glandulares
producen el liquido seminal que se secreta por la prdstata. El término médico del cancer
gue se origina en las células glandulares se denomina adenocarcinoma. Debido a que los
otros tipos de cdncer de prdéstata son muy raros, cuando se habla de cancer de prdstata, lo
mas probable es que se refiera a un adenocarcinoma. Es raro encontrar sarcomas,
carcinoma de células transicionales, de células pequenas, epidermoide o escamosos. La
prdstata puede ser asiento de metastasis, de cancer de vejiga, colon, pulmdn, melanoma,

linfoma u otras neoplasias (Nelson WG et al., 2003).

La mayoria de los canceres de préstata crecen muy lentamente y persisten durante mucho
tiempo sin causar sintomas importantes. Los estudios de series de autopsias muestran
gue la mayoria de los hombres mayores que mueren por otras enfermedades, también
tienen un cancer de proéstata que nadie habia diagnosticado antes. Sélo alrededor de un
tercio de los casos que se descubren en necropsia, se han manifestado clinicamente. Se
desconoce igualmente si los tumores pueden volverse mas malignos con el tiempo

(Nelson WG et al., 2003).
Neoplasia intraepitelial prostatica

Algunos médicos creen que el cancer de prostata procede de una lesion llamada neoplasia

intraepitelial prostatica (PIN). La PIN comienza a aparecer en los hombres a partir de los
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20 afios. Casi el 50% de los hombres que tienen PIN alcanzan los 50 afios. En esta situacion
hay cambios de apariencia microscépica (tamafio, superficie, etc.) de las células de la
glandula prostatica. Estos cambios son clasificados como de bajo grado, lo que significa
que se parecen bastante a las células normales, o de alto grado, lo que significa que son
células muy alteradas y diferentes de las células normales. Si se diagnostica un PIN de alto
grado por biopsia, existe de un 30 a 50% de posibilidades de padecer también un cancer
de préstata. Por esta razdn, los varones diagnosticados de un PIN de alto grado, son

seguidos muy de cerca con biopsias de préstata periddicamente (Nelson WG et al., 2003).

El cdncer de prostata tiende a ser multifocal y con frecuencia afecta a la capsula glandular.
Al contrario de la hipertrofia benigna de prdéstata (HBP), el cancer de prdstata predomina
en la periferia de la préstata. Ambas caracteristicas (multifocal y periférico) hacen que la
reseccion transuretral (RTU) no sea una forma de terapia curativa (Nelson WG et al.,,

2003).

Presentacion clinica

La mayoria de los canceres de préstata se diagnostican como resultado de exdmenes de
deteccidn; en consecuencia, los sintomas de cancer son poco frecuentes en el momento
del diagndstico (Zelefsky MJ et al, 2011). No obstante, el crecimiento local del tumor

puede producir sintomas de obstruccién urinaria como los siguientes:

o Disminucion del flujo urinario.
o Urgencia.

o Vacilacién.

o Nocturia.

o Vaciado vesical incompleto.

Estos sintomas son inespecificos y mas indicativos de hiperplasia prostatica benigna que

de cancer.
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Aunque poco frecuente en la época actual de examenes de deteccién generalizados, el
cancer de prdstata también se puede presentar con sintomas de metdstasis, como dolor

dseo, fracturas patoldgicas o sintomas causados por el compromiso de la médula dsea.
Evaluacién diagnodstica

La biopsia con aguja es el método mdas comun para diagnosticar el cancer de préstata. La
mayoria de los urdlogos realizan ahora una biopsia transrectal con una pistola bidptica
guiada por ecografia. Con el paso de los afios, ha habido una tendencia hacia la toma de 8
a 10 muestras de biopsia de varias areas de la prdstata con un aumento consiguiente de
deteccion del cancer después de una prueba de APE en sangre (Zelefsky MJ et al., 2011).
Con menor frecuencia, se puede usar un abordaje transperineal guiado por ecografia para
pacientes que pueden tener un aumento de riesgo de complicaciones causadas por el uso

de un abordaje transrectal (Webb JA, et al, 1993).

A menudo se utilizan antibidticos profilacticos, en particular fluoroquinolonas, antes de
realizar biopsias con agujas transrectales. Hay informes de un aumento de tasas de
septicemia, en particular en presencia de E. coli resistente a la fluoroquinolona y de
hospitalizacion después del procedimiento (Nam RK et al. 2010; Liss MA et al, 2011). En
consecuencia, se deberd informar a los hombres sometidos a biopsia transrectal que

busquen atencién médica inmediata si presentan fiebre después de una biopsia.

e Cancer de pulmén

El cancer de pulmdn es un conjunto de enfermedades resultantes del crecimiento maligno
de células del tracto respiratorio, en particular del tejido pulmonar, y uno de los tipos de
cancer mas frecuentes a nivel mundial. El cancer de pulmédn suele originarse a partir de
células epiteliales, y puede derivar en metastasis e infiltracién a otros tejidos del cuerpo.
Se excluye del cancer de pulmén aquellas neoplasias que hacen metastasis en el pulmén

provenientes de tumores de otras partes del cuerpo (Arias J, 2000).
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Los sintomas mas frecuentes suelen ser dificultad respiratoria, tos —incluyendo tos
sanguinolenta— y pérdida de peso (Minna JD, 2004), asi como dolor tordcico, ronquera e

hinchazén en el cuello y la cara.

El cancer de pulmén es clasificado en dos tipos principales en funcién del tamafio y
apariencia de las células malignas: el cancer pulmonar de células pequefias (microcitico) y
el de células no pequefias (no microcitico). Esta distincion condiciona el tratamiento y asi,
mientras el primero por lo general es tratado con quimioterapia y radiacién, el segundo

tiende a serlo ademds mediante cirugia y laser (Vaporciyan AA, et al. 2000).
Cancer pulmonar de células no pequeias (NSCLC)

Los carcinomas pulmonares de células no pequeiias se agrupan por razéon de que su
prondstico y tratamiento son muy similares (INC, 2008). Existen tres subtipos principales:
el carcinoma de células escamosas de pulmén, los adenocarcinomas y el carcinoma

pulmonar de células grandes.

Cerca de un 31% de todos los carcinomas de pulmdn se corresponde con un carcinoma de
células escamosas que (Travis LB et al, 1995.), por lo general, comienza cerca de un
bronquio central. ComUnmente se ve necrosis y cavitaciéon en el centro del tumor.
Aquellos tumores de células escamosas bien diferenciadas a menudo crecen mas

lentamente que los otros tipos de cancer (Vaporciyan AA et al, 2000).

Los adenocarcinomas representan un 29.4% de todos los tipos de cancer de pulmén. Por
lo general se originan del tejido pulmonar periférico (Netter Frank H et al, 2006). La
mayoria de los casos de adenocarcinoma de pulmdn estan asociados al habito de fumar
cigarrillos y en pacientes con enfermedades pulmonares previas (Travis WD, et al., 1995).
Sin embargo, entre aquellos que nunca han fumado, los adenocarcinomas son la forma
mas frecuente de cancer de pulmdn (Subramanian J & Govindan R, 2007). Uno de los
subtipos de adenocarcinomas, el carcinoma bronquiolo alveolar, se ve con mas frecuencia
entre mujeres que nunca han fumado y generalmente muestra respuestas diferentes al

tratamiento de un individuo al otro (Raz, DJ, et al., 2006).
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Los carcinomas de células gigantes representan un 10.7% de todas las formas de cancer de
pulmén. Son tumores que crecen con rapidez y cerca de la superficie del pulmén (Veronesi
G et al, 2006). A menudo son células pobremente diferenciadas y tienden a generar

metastasis pronto (Vaporciyan AA et al, 2000).
Carcinoma de células pequefias (SCLC)

Cerca de un 15% de todos los carcinomas de pulmén se corresponden con un cancer de
pulmén de células pequeiias, también Ilamado carcinoma de células de avena. Tiende a
aparecer en las vias aéreas de mayor calibre—como en los bronquios primarios y
secundarios—y crece rapidamente llegando a tener un gran tamafio (Collins LG et al,
2007). La célula de avena contiene densos granulos neurosecretores, es decir, vesiculas
que contienen hormonas neuroendocrinas, que le da una asociaciéon con un sindrome
endocrino o paraneoplasico, es decir, caracterizado por sintomas no relacionados con el
efecto del tumor local (Rosti G et al, 2006). Aunque es un tipo de cancer que inicialmente
resulta mds sensible a la quimioterapia, conlleva un peor prondstico y se disemina mucho
mas rdpidamente que el cdncer pulmonar de células no pequeias. Los tumores de pulmén
de células pequenas se dividen en una etapa limitada y una etapa avanzada o diseminada.

Este tipo de cancer estd igualmente asociado al tabaquismo (Barbone F et al, 1997).
Localizacion del cancer de pulmon.

Desde el punto de vista topografico predomina la localizacién en el pulmén derecho
(relacién 6:4), en los lébulos superiores y, dentro de éstos, el segmento anterior. En
segundo lugar se localiza en los |8bulos inferiores y en tercer lugar en el I6bulo medio y
lingula. El tumor de Pancoast es el tumor maligno situado en el dapex pulmonar, que
aparece en el 4% de los casos y no es una variedad histopatoldgica (Clavero R et al, 2008).

Segun la localizacidn, el cancer de pulmédn se clasifica en:

Cancer de pulmén central: aparece a nivel de bronquios principales, lobares vy
segmentarios (primera, segunda y tercera generacion respectivamente), hasta los de

cuarta generacion, es decir preferentemente en y alrededor del hilio pulmonar (Irfan
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Maghfoor et al, 2006). El origen traqueal es raro, cerca del 1%. Se inicia con
sintomatologia bronquial y son accesibles con el broncoscopio. Representan el 75% de los
casos. Son canceres centrales las variedades epidermoide (células escamosas) y el

carcinoma indiferenciado de células pequefias (Kane Madeleine A. & Paul A Bunn. 1998).

Cancer de pulmén periférico: aparece a partir de los bronquios de quinta generacion. Se
inicia con clinica extra bronquial y no son accesibles con el broncoscopio. El
adenocarcinoma es un ejemplo, que suele localizarse en dreas muy alejadas, junto a la

pleura (Terasaki H. y col. 2003).
Aspecto macroscopico

En su desarrollo, el carcinoma pulmonar comienza como un drea de atipia citoldgica in
situ, que durante un periodo de tiempo no conocido produce una zona de engrosamiento

de la mucosa bronquial. A partir de aqui puede seguir uno de varios patrones:

1. Ulceracion tumoral de la mucosa: el pequefio foco, generalmente de menos de 1 cm de
didmetro, al progresar adquiere el aspecto de una excrecencia verrugosa que eleva y

erosiona el revestimiento epitelial. Tiene bordes mamelonados de contorno irregular.

2. Tumor intrabronquial: forma una prominencia que ocupa la mayor parte de la luz del

bronquio (Tuleski MJ et al, 2000).

3. Infiltracién circular estenosante: de crecimiento predominantemente submucoso,

aunque suele acabar ulcerandose.

4. Infiltracion peribronquial: el tumor penetra rapidamente en la pared bronquial e infiltra

el tejido peribronquial, hacia la carina o mediastino (Bernal-Bernal R et al, 2008).
Causas del cancer de pulmédn

La causa mds comun de cancer de pulmén es el tabaquismo, siendo el 95 % de pacientes
con cancer de pulmén, fumadores y exfumadores. En las personas no fumadoras, la

aparicion del cancer de pulmodn es resultado de una combinacién de factores genéticos
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(Gorlova QY et al, 2007.), exposicion al gas raddn, asbesto, y contaminacién atmosférica,
incluyendo humo secundario (fumadores pasivos) (Department of Health and Human

Services., 2006).

El diagndstico temprano del cancer de pulmdn es el principal condicionante para el éxito
en su tratamiento. En estadios tempranos, el cancer de pulmdn puede, en alrededor del
20% de los casos, ser tratado mediante reseccidon quirdrgica con éxito de curacion (Pilar
Garrido, 2004). Sin embargo, debido a su agresividad y a la dificultad para su deteccion
precoz, en la mayoria de los casos de diagndstico donde ya ocurre metdstasis; el cancer de
pulmén presenta, junto con el cancer de higado, pancreas y eséfago los peores
prondsticos, con una esperanza de vida promedio de aproximadamente 8 meses (Katzung

Bertram G, 2007).

Tratamientos

Los tres tratamientos principales del cancer son: cirugia, radioterapia y quimioterapia y se
aplican de forma separada o conjunta. Estas técnicas se usan para curar o prevenir que el

tumor crezca y/o paliar los sintomas cuando la enfermedad estd muy avanzada.

e Lacirugia:

Este tratamiento implica una operacion quirdrgica para quitar el tumor o los tumores. Sin

embargo si hay metdstasis este tratamiento es ineficaz.

La cirugia es la forma mas antigua de tratamiento del cdncer. Ademas, la biopsia
guirurgica tiene una participacion importante en el diagndstico de la mayor parte de los
procesos malignos. El desarrollo de modalidades terapéuticas mas modernas, como la
guimioterapia y la radioterapia, ha llevado a reducir la indicacién de procedimientos
quirurgicos radicales, pero la cirugia continda siendo el Unico tratamiento potencialmente

curativo para muchos pacientes con cancer (Cameron R, 1995).
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e Radiacién:

El tratamiento con radiacion utiliza rayos X o particulas de alta energia para destruir

células cancerosas o aminorar su crecimiento.

La potencia y la precisién de las radiaciones emitida por los aparatos de alta energia
obligan a un rigor extremo en la conducta del tratamiento, por ello es necesario: Definir
muy bien el drea especifica que representa la zona enferma que debe irradiarse. Elegir las
condiciones de irradiacién que permiten proporcionar una dosis maxima a nivel del tumor
y minima a nivel de los tejidos sanos de la vecindad. Controlar las constantes fisicas del

aparato (cantidad y calidad de las radiaciones emitidas).

Al irradiar las células con enormes cantidades de particulas de energia, provocan
modificaciones profundas, fundamentalmente a nivel del nicleo de la célula. De ello

resultan perturbaciones que pueden destruirlas o hacerlas incapaces de reproducirse.

Su mecanismo de accidon se basa en el dafio directo e indirecto del ADN a través de
radicales libres (Cameron R, 1995), es por ello que se tiene que las células son mas

sensibles en la fase S del ciclo celular, asi como en la mitosis.

El problema de la radioterapia como tratamiento es que se lesionan todas las células que
se encuentren en el haz, sin distincién entre células normales o malignas. Por otra parte,
cualesquiera que sean las precauciones tomadas durante la radioterapia, no puede
evitarse la irradiacion de los tejidos sanos al mismo tiempo que se realiza la irradiacion del

cancer (Khoury & Dasmin, 1981; Johns & Cunningham, 1981).
e (Quimioterapia.

La quimioterapia utiliza medicamentos para reducir los tumores y minimizar el riesgo de
gue el cancer se extienda a otras partes del organismo v el riesgo de que el cancer vuelva
a desarrollarse. De esta manera la apoptosis ocurre en muchos tipos de células del cancer
cuando se expone a una variedad de drogas quimioterapéuticas, que incluyen a los anti-

metabolitos, inhibidores de la sintesis de deoxinucledtidos, los inhibidores de la
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topoisomerasa de ADN, agentes que interfieren con los microtubulos, y agentes

alquilantes entre otros (Miyashita et al, 1993).

En cualquier tejido y también en los tumores existe un equilibrio entre las células que se
encuentran en fase G1 con las que estdn en reposo en GO. Las células en GO son
relativamente inactivas con respecto a la sintesis de macromoléculas y en consecuencia,
insensibles a muchos de los antineoplasicos, particularmente a los que afectan a esta
sintesis. Los agentes quimioterapéuticos que actuan sobre las células en division mas que
sobre las células en GO se denominan “especificos del ciclo celular”, mientras que aquellos
que actian también sobre las células en GO reciben el nombre de “no especificos del ciclo
celular”. A su vez, los especificos del ciclo celular pueden ser “fase especificos” si actian
solo sobre alguna de las fases, o “no fase especificos” si actian en cualquier fase del ciclo

celular (Burgués et al, 2005).

A pesar de los indudables beneficios que cualquiera de estos dos tratamientos aportan en
la lucha contra el cancer, sus efectos secundarios son de consideracién, caida del pelo,
mucositis, disfagia, vomito o nduseas, por lo cual la calidad de vida del paciente se ve
disminuida drasticamente. Esta problematica genera la necesidad de buscar nuevos
compuestos con potencial terapéutico. Actualmente existe un fuerte interés en probar
compuestos de origen vegetal y en particular en compuestos fendlicos, a los cuales se les
han atribuido diferentes actividades bioldgicas, entre las que se destacan la actividad

antioxidante y antitumoral.

Péptidos fendlicos

El aceite de oliva, un producto de la extraccion mecanica del fruto de Olea europea L.
(familia Oleaceae), estd compuesto de una fraccion de glicerol, que constituye

aproximadamente el 90-99%, y de una fraccién no saponificable (0.4-5%) (Keys, 1995).

Es la principal fuente de grasa de la dieta mediterrdnea y los efectos saludables, en

particular, puede atribuirse no solo a la alta relacién entre acidos grasos insaturados y
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saturados en el aceite de olivo, sino también a la propiedad antioxidante de los

compuestos fendlicos (Keys, 1995).

Los polifenoles son una amplia familia de compuestos que se encuentran en las frutas y
hortalizas, como en vino, té, cacao y aceite de oliva extra virgen, que presentan una fuerte
actividad antioxidante al eliminar diferentes familias de especies reactivas del oxigeno
(ROS). Uno de los miembros mas eficaces de la familia de los polifenoles en términos de
captacién de radicales libres es el hidroxitirosol (HT) o 2(3,4-dihidroxifenil) etanol (Fig.4)

(Fernandez-Bolafios et al, 2008).

El hidroxitirosol (HT) se puede encontrar en las hojas y frutos de Olea europea L.
(Fernandez-Bolafios et al, 2008; Sabatini, 2010), y se produce como metabolito de la
oleuropeina (Fig.4), un importante componente fendlico del aceite de olivo, ambos dan al

aceite de oliva su sabor amargo y picante caracteristico (Omar, 2010).
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Fig. 4. Estructuras quimicas del Hidroxytirosol y Oleuropeina

e Actividad antitumoral

Se han realizado estudios entre la relacidn en el consumo del aceite de oliva y la

prevencion del cancer (Pérez-Jiménez et al, 2005). En ese sentido, se ha encontrado que

35



los compuestos antioxidantes suministrados en la dieta pueden reducir al minimo el dafio

en el ADN, la peroxidacién de lipidos y la cantidad de ROS generada (Omar SH, 2010).

Se ha descrito que el HT puede ejercer un amplio espectro de propiedades biolégicas en
funcién de su fuerte actividad antioxidante, asi como, un importante efecto pro-
apoptoético mediante la modulacién de la expresién de los genes implicados en la
proliferacion de células tumorales de leucemia promielocitica aguda (células HL60),

aunque estos datos aun no son concluyentes (Fabiani et al, 2001).

Por otra parte, se ha demostrado que inhibe la proliferacion de células de cancer de
mama MCF-7 (Siriani et al, 2010; Bullota et al, 2011), células HT29 de carcinoma de colon
humano (Guichard et al, 2006), células humanas de melanoma M14 y células humanas de

prostata PC3 (Quiles et al, 2002; D’Angelo et al, 2005).

Por otro lado, se ha demostrado que un pretratamiento de las células HepG2 con
hidroxitirasol puede prevenir dafios en las células, debido al hecho de que el HT produce
defensas antioxidantes en el sistema contra condiciones de estrés oxidativo (Goya et al,

2007), lo cual indica que puede utilizarse como tratamiento preventivo contra el cancer.

Este tipo de resultados explica, en parte, porque en los ultimos afios la comunidad
cientifica ha dedicado mayor atencién a los compuestos fendlicos, evaluando propiedades
bioldgicas observadas experimentalmente y recomendando su inclusién en la dieta de
forma importante. Por tal motivo se ha justificado asi su presencia en remedios de la
medicina tradicional asociada a enfermedades crénicas degenerativas como el cédncer, y se
ha demostrado que la modificacion estructural de diferentes moléculas con actividad
bioldgica positiva pudo mejorar propiedades como la solubilidad e incluso facilitar su
disposicidn para las células, mejorando asi, en muchos casos de forma considerable su

actividad bioldgica (Fernandez et al, 2010).

Por ejemplo, en el caso de los capsaicinoides, en particular la capsaicina. A lo largo de la
investigacion que se ha realizado en la capsaicina, se ha modificado la fracciéon aromatica y

la fraccion amida. Sin embargo, las modificaciones en la fraccién acilo son nuevas
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(Appendino et al, 2002). Para ello fue desarrollada una sintesis comun y simple de
vanilamidas, empleada para investigar grupos de acidos grasos e isoprenoides, propuestos

como andlogos de la capsaicina con nuevas fracciones acilo de relevancia bioldgica.

El descubrimiento de nuevos andlogos de la capsaicina que no presentan efectos
colaterales derivados de la irritabilidad, puede conducir a drogas mas efectivas para el
tratamiento de desdrdenes de la salud como hiperalgesia inflamatoria, hiperactividad de
la vejiga, vémito, crecimiento canceroso, dolor e inmovilidad y ha dado como resultado el
desarrollo de rinvanil, compuesto considerado analogo ultra potente, varias veces mas

afin al receptor TRPV1 que la capsaicina (Appendino et al, 2005).

e Az-481b

Tal es el caso particular del compuesto fendlico denominado Az-481b (Fig.5), el cual fue
obtenido a partir de la modificacién del HT por el grupo de trabajo del Dr. Oscar Lépez de
la Universidad de Sevilla, Espafia. En él compuesto fendlico Az-481b, tal modificacion fue
realizada con el propésito de evaluar si el cambio estructural afecta de forma positiva

acrecentando la actividad antiproliferativa, citotdxica y apoptética en células tumorales.
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Fig. 5. Estructura quimica del compuesto fendlico Az-481b
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PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

Actualmente se ha generado un fuerte interés en el estudio de compuestos fendlicos de
origen vegetal con actividad antitumoral y en particular el Hidroxitirosol (HT), el cual
presenta caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias e importante potencial
antitumoral. Sin embargo no presenta las caracteristicas dptimas para ser implementado
como tratamiento, tales como, limitada solubilidad, biodisponibilidad y selectividad entre
otras, por lo que se ha generado la necesidad de realizar modificaciones estructurales a
esta molécula con la intencion de potenciar su biodisponibilidad y actividad antitumoral

para convertirlo en un mejor candidato para ser utilizados en la clinica.
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JUSTIFICACION

Actualmente en nuestro pais y en el mundo, el cancer es la principal causa de mortalidad,
siendo el cancer de mama el mds comun entre las mujeres en todo el mundo (OMS, Carga
Mundial de Morbilidad, 2004), y en México (Secretaria de Salud; 2007); el cdncer de
préstata a nivel mundial es el segundo mas comun entre hombres (IMSS; 2015), y en
Meéxico, es el principal tipo de cdncer que afecta a hombres (Secretaria de Salud; 2013).
Por otra parte, el cadncer de pulmon es el segundo mas mortal para hombres, después del

de préstata, y el cuarto mdas mortal para mujeres (Secretaria de Salud; 2013).

Las terapias empleadas actualmente, tales como la quimioterapia y la radioterapia, son
muy agresivas, de baja selectividad e ineficientes en etapas avanzadas de la enfermedad
deteriorando notablemente la calidad de vida de los pacientes. Por lo que es importante
implementar terapias alternativas a partir de compuestos de origen vegetal, tales como,
los compuestos fendlicos del aceite de olivo extra virgen de los cuales se ha reportado una
actividad antiproliferativa y citotdxica sobre diferentes lineas de cancer, siendo posible su

uso como alternativas terapéuticas contra el cancer.
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HIPOTESIS

Se ha descrito que el hidroxitirosol obtenido del aceite de olivo presenta actividad
antitumoral sobre diferentes tipos de cancer. Sin embargo, éste resulta ser citotdxico y de
bajo rendimiento en su sintesis. También se sabe que la modificaciéon estructural de
algunas moléculas puede acrecentar su actividad bioldgica, por lo que se espera que el Az-
481b derivado del hidroxitirosol, exhiba un mejor efecto antiproliferativo y apoptoético

sobre lineas celulares de cancer de mama, préstata y pulmon.
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OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la actividad antiproliferativa, necrdtica y apoptética del compuesto fendlico Az-
481b sintetizado a partir del hidroxitirosol (HT) en cultivos de células de cancer de mama,
prostata y pulmén (MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1 respectivamente), asi como en cultivos
primarios de linfocitos humanos.

OBIJETIVOS PARTICULARES-

» Determinar si el péptido fendlico Az-481b presenta actividad antiproliferativa en
las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1, expresada como la concentracion
requerida del compuesto para inducir un decremento del 50 % en el numero
celular (IC50), mediante la técnica de incorporacién de cristal violeta.

» Evaluar si las IC50 obtenidas para las lineas tumorales afectan el potencial
proliferativo de las células linfociticas provenientes de sangre periférica humana.

» Determinar la actividad necrética del péptido fendlico mediante la deteccién de la
actividad enzimatica de la Lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de
cultivos de células MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1, asi como en linfocitos humanos.

» Determinar si la concentracion IC50 del Az-481b induce la formacion de cuerpos
apoptoticos asi como la expresion de la Caspasa-3 activa en cultivos de células
MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1 por microscopia de fluorescencia y citometria de
flujo respectivamente.
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MATERIALES Y METODOS

e Cultivos celulares tumorales de mama, prdstata y pulmdn asi como de linfocitos de

sangre periférica

Se utilizaron tres lineas celulares provenientes de cancer de mama, prdstata y pulmon,
MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1 (apéndice), respectivamente, que fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC Rockville, MD). Se cultivaron las lineas de cancer
en cajas Petri de cristal de 10 mm (Pirex USA), con 10 ml de RPMI-1640 (Laboratorios
Microlab) suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Griinenthal, Lakeside) y con
rojo de fenol, suplementado con 5% de suero de ternera neonata (STN) (bio west U.S)
desactivado a 56 °C por 30 minutos. Se mantuvieron los cultivos incubados a 37° C, 5% de

C02 y una atmdsfera humeda a saturacién en una incubadora (Nuaire US Autoflow).

Obtencion de linfocitos humanos

Los cultivos primarios de linfocitos de sangre periférica humana se realizaron a partir de
15 ml de sangre obtenida con una jeringa heparinizada (Heparina 5000 Ul/ml, PiSA,
México). En un tubo de fondo cénico de vidrio, se deposité 5 ml de Ficoll-Hypaque
(densidad de 1.077, +/- 0.001, Sigma, U.S.). Inmediatamente se agregd lentamente por la
pared la sangre, de tal forma que la proporcién de ficoll-sangre fue de 1:1. Se centrifugé el
tubo a 750 rpm/5 min. Al término del tiempo se aumenté la velocidad a 1500 rpm/25 min
mas. De esta manera, las células mononucleadas se separaron al centrifugarlas por
gradiente de densidad. Se colecté el anillo de linfocitos con una micropipeta de 5 ml
(evitando extraer la fase Ficoll) y deposité en un tubo cénico de vidrio y lavd con 10 ml de
RPMI. Se centrifugd a 1500 rpm/5 min, se retird el liquido por decantacion y volvio a lavar
con RPMI y centrifugd a 1500 rpm/5 min.

Posteriormente se resuspendid el botdén celular con RPMI suplementado con 20% (v/v) de

suero fetal bovino (SFB) (Bio West U.S) y vertié a una caja Petri de 100 mm y se incubd a
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37° C, 5% de C02 y una atmdsfera humeda a saturacion por 1 h (con esto se adhirieron al
fondo de la caja los monocitos, permaneciendo en suspensioén los linfocitos). Al término
de este tiempo se colecté el medio, el cual contenia los linfocitos que se usaron para los

ensayos bioldgicos.

e Evaluacion de la proliferacidon celular por la técnica de incorporacién de cristal

violeta

Se sembraron en cajas de 96 pozos 8000 células/pozo de las lineas tumorales MDA-MB-
231, PC3 ySk-LU-1 en 100 pl de RPMI al 5% de STN, y se incubd a 37° C, 5% de C02 y una
atmdsfera humeda a saturacion. Tras 24 horas, se trataron las células con los compuestos
fenodlicos (Az-481b y HT, 1 mg en 100 pul de MeOH) proveniente de aceite de olivo
partiendo de una concentracién de 30 pg/ml a 100 pg/ml, rango de concentracidon que
concuerda con evaluaciones realizadas a diferentes compuestos fendlicos (L. Fan et al,
2014; J. Anter et al, 2014). Pasadas 24 horas, se fijaron las células durante 20 minutos con
50 ul/pozo de glutaraldehido al 1.1% (Sigma Chemical Co.); posteriormente se lavo las
placas con agua corriente y secaron al aire. Se Afiadid 50 pl/pozo del colorante cristal
violeta al 0.1% (Sigma Chemical Co.) en solucidon amortiguadora de acido férmico pH 6.0 y
mantuvo durante 20 minutos en agitacidén constante. Después de la tincidn, las cajas de
cultivo se lavaron tres veces con agua desionizada (Milli-Q plus Millipore) de tal manera
gue el colorante no asimilado fue retirado de los pozos. Posteriormente se anadié 100 pl
de acido acético (J. T. Baker) al 10% y dej6 en agitacién durante 20 minutos a temperatura
ambiente, para solubilizar el colorante incorporado por las células. Finalmente, se tomd la
lectura de cada pozo en un lector de placas de ELISA a 570 nm, y graficd las densidades
Opticas como porcentaje de proliferacion celular con respecto al control. Posteriormente
se realizdé una linealizaciéon de los datos y las ICsp se calcularon de acuerdo con las

ecuaciones de la recta.
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e Determinacién de muerte celular por necrosis mediante la actividad de la

enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

Se sembraron 50,000 células/pozo de las células tumorales MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1
en placas de 24 pozos, con 500 pl de medio RPMI al 5% de STC, por 24 horas o 200,000
linfocitos/pozo en placas de 96 pozos en RPMI suplementado con 20% de SFB.
Posteriormente se retiré el medio de cultivo y adicioné la concentracion de ICso obtenida
en RPMI al 5% de STN o 20% SFB para linfocitos, contemplando lo siguiente: control
negativo (células con medio y suero al 5% de STN), control positivo (células con Triton
X100) y vehiculo (células con medio al 5% de STN y 1 pl/ml de metanol) cada uno por
triplicado. Se mantuvo el cultivo de células tumorales por 24h mas y el de linfocitos por
72h. Posteriormente se colectd el medio de cultivo y centrifugd a 1500 rpm (conservando
el sobrenadante), vy transfirieron 40 plL/pozo, del sobrenadante de cada uno de los
controles y del tratamiento a una placa de 96 pozos, para posteriormente adicionarle 40
pl de la mezcla de reaccion del kit Cyto Tox 96® Non-Radio. Cytotocity Assay (Promesa
Corpotation, USA) a cada pozo y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente en

oscuridad. Finalmente se midié la absorbancia en un lector de placas de ELISA a 490 nm.
El porcentaje de citotoxicidad se calculé mediante la siguiente férmula:

% de citotoxicidad = [(muestra - control negativo) / (control positivo - control

negativo)]*100.

e Determinacién de muerte por apoptosis por medio de la caspasa-3 por

citometria de flujo

Se sembraron 50,000 células/pozo de las células tumorales MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1
en placas de 24 pozos, y se le agregd 500 ul de RPMI al 5% de STN por pozo, al término de
24 h se aplico un estimulo teniendo un control “sin marca” al que solo se le agregd medio

fresco, una concentracién de metanol (1 pl/ml de MeOH) , una concentracion de Az-481b
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y HT de acuerdo a lo obtenido en ICso y un control positivo con colchicina al 1%. Después
de 24 h, se recuperd el medio, despegd y pasaron las células a tubos de citometria y se
centrifugaron a 1500-1800 rpm/5 min. Se deseché el sobrenadante con la micropipeta y
se resuspendié el botdn celular en 500 ul de PBS, posteriormente se centrifugd y desechd
el sobrenadante con la micropipeta (lavado). Inmediatamente después se fijaron las
células con 250 pl de metanol 50% en PBS, durante 30 min en el refrigerador, en seguida
se centrifugaron las células a 1500-1800 rpm/5 min y desechd el sobrenadante con la
micropipeta; se agregd 500 ul de PBS y mantuvo a 4° C. Se tifid con cristal violeta para
rectificar ICso y se procesaron los datos. Por otro lado se centrifugo a 1500-1800 rpm/5
min y desechd el sobrenadante con la micropipeta y adicionaron 50 ul de anticuerpo 12 a
4° C (1 pl de anticuerpo 12 anti-caspasa 3: 500 ul de PBS). Después de 24 h, se agregaron
500 pl PBS (lavado). Se centrifugd a 1500-1800 rpm/5 min y, desechd el sobrenadante con
la micropipeta y se resuspendié con 50 ul del anticuerpo 22 acoplado al fluorocromo FIT-C,
durante 3 h a 37° C se guardd en la incubadora (1 ul de anticuerpo 29: 250 ul de PBS).
Posteriormente se agregaron 500 ul PBS (lavado) y centrifugo a 1500-1800 rpm/5 min, se
desecho el sobrenadante con la micropipeta. Se resuspendié el botdn celular con 500 pl
de PBS. Finalmente se analizaron en el citémetro de flujo. Al término de la lectura, se
procesaron los datos en el programa estadistico WinMDI2.9. Todo lo anterior se procedio

a realizar en todas las muestras por triplicado.

o Deteccidén de muerte por apoptosis mediante la caspasa-3 por microscopio de

fluorescencia.

Se sembraron en cubreobjetos 50,000 células/pozo de las células tumorales MDA-MB-
231, PC3 y Sk-LU-1y, agregaron 500 ul de RPMI al 5% de SNC, al término de 24 h se aplico

Ill

un estimulo teniendo un control “sin marca” al que solo se le agrega medio fresco, una
concentracion de metanol (Sigma-Aldrich, Mex.) de acuerdo a la ICsp obtenida, una
concentracion de Az-481b y HT de acuerdo a lo obtenido en ICso y un control positivo con

colchicina al 0.1%. Después de 24 h, se retird el medio y agregaron 500 ul de PBS (lavado),
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se retird el PBS vy fijaron las células inmediatamente con etanol al 70% (Sigma-Aldrich,
Mex.) en PBS filtrado, por 30 min. Se retiré el etanol y agregd PBS filtrado (lavado).
Después se aplicd 5 pl del fluorocromo DAPI (Sigma- Aldrich, USA) en condiciones de luz
baja de manera muy cuidadosa sobre cada cubreobjetos y se dejé actuar durante 5 min e
inmediatamente se lavd 2 veces con PBS para finalmente proceder a montar las muestras
con medio de montaje. Las preparaciones, fueron observadas y fotografiadas en un

microscopio de epifluorescencia (Nikon, JAP).

e Analisis estadistico

Se presentaron los datos experimentales como la media + S.D. de al menos tres
experimentos independientes con seis repeticiones y se analizaron estadisticamente
usando un andlisis de varianza (ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey con una

significancia de p<0.05 comparada con el vehiculo (MeOH).
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RESULTADOS:

El Az-481b es un compuesto fendlico derivado del hidroxitirosol (HT), al cual se le ha
determinado la actividad antiproliferativa y citotoxica en varias lineas celulares tumorales;
por lo que, para determinar el efecto antiproliferativo de este derivado, Az-481b, cultivos
de lineas celulares de cancer de mama, prostata y pulmén (MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1
respectivamente), fueron estimulados en un rango de concentracion de 30 hasta 100 pg/ml

(Fig. 6) para obtener la concentracidn que disminuye la densidad celular de estos cultivos

enun 50 %.
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Fig. 6. Efecto antiproliferativo de Az-481b y HT sobre el potencial proliferativo de las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3
y Sk-LU-1. 8000 células fueron cultivadas en cajas de 96 pozos por 24 h y posteriormente estimuladas con diferentes
concentraciones de Az-481b y HT, de 30 a 100 pg/ml por 24 h. El nimero celular fue evaluado con la técnica de
incorporacidn de cristal violeta. Los graficos representan tres ensayos independientes, donde cada condicion fue

evaluada por triplicado.
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Los resultados obtenidos indican que Az-481b tiene un efecto en el potencial proliferativo de
células tumorales MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1, tal efecto negativo es dependiente de Ia
concentracion, ya que al incrementar la concentracién el nimero celular disminuye (Fig. 6). Una
vez demostrado este efecto, se procedid a calcular la concentracidon requerida para la cual los
compuestos fendlicos Az-481b y HT inducen una disminucidn del 50 % en el nimero celular (ICso),
para ello, se realizd una linearizacion de los datos obtenidos y las ICso se calcularon de acuerdo con
la ecuacién d la recta, obteniendo los siguientes resultados, en células MDA-MB-231 es de 70 y
15.15 pg/ml , en PC3 de 81 y 27.4 pg/ml mientras que para Sk-LU-1 es de 37.7 y 28.2 pg/ml

respectivamente (Tabla 1).

Linea cel. MDA-MB-231 PC3 Sk-LU-1
Compuesto
HT 15.15 27.4 28.2
Az-481b 70 81 37.7

Tabla 1. Concentracion requerida (en pg/mL) de Az-481by HT para inducir un 50 % de decremento en la densidad
celular de cultivos de MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1.

Determinacion de muerte celular
Necrosis

Para determinar si Az-481b induce muerte celular por necrosis, a los sobrenadantes de cultivos de
las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y Sk-LU-1 estimulados con sus respectivas ICso por 24 h, se
determind la actividad de la enzima LDH, ya que una célula que muere por necrosis, al perder la
integridad de la membrana celular, libera al medio de cultivo su contenido citoplasmatico, en el
cual se encuentra la enzima LDH. Los resultados muestran que Az-481b induce muerte celular por
necrosis en cultivos de las lineas celulares MDA-MB-231 y PC3, con actividad de LDH de 13.2 %y 9
% respectivamente, mientras que para la linea Sk-LU-1 no induce una muerte por necrosis con
actividad de LDH DE 1.2 %,; sin embargo, HT induce un mayor porcentaje de muerte por necrosis
en cultivos de las lineas celulares PC3 Y Sk-LU-1, con actividad de LDH de 3% y 20.3 %
respectivamente, en el caso de la linea MDA-MB-231 no genera la liberacién de la enzima LDH (Fig.

7, Tabla 2).
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Fig. 7. Actividad de la enzima LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de las lineas celulares MDA-MB-231, PC3 y
Sk-LU-1 (50,000 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos), estimuladas con la ICso respectiva para cada linea
celular por 24 h. La liberacion maxima de LDH se determind con la aplicacion de tritdn X-100 a las 47 h de cultivo de un
tratamiento control, la actividad de la enzima liberada se tomé como el 100 % de actividad. La grafica representa uno de
tres ensayos independientes, cada tratamiento se hizo por triplicado (*p<0.05 vs MeOH, ANDEVA seguida de una prueba
de Tukey).

Citotoxicidad (%)
Linea celular Az-481b HT
MDA-MB-231 13.2 0.8
PC3 9 3
Sk-LU-1 1.2 20.3

Tabla 2. Valores de actividad de LDH en los sobrenadantes de cultivos de las lineas celulares MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-
1 tratadas con sus respectivas ICso de los compuestos fendlicos Az-481b y HT.

Apoptosis

Los resultados obtenidos muestran que el compuesto Az-481b ejerce en un porcentaje de muerte
por necrosis sobre los cultivos de MDA-MB-231 y PC3, asi como el compuesto HT sobre los cultivos
de PC3 y Sk-LU-1, sin embargo, no explica el decremento celular del 50%. Por lo que se procedié a
evaluar si el compuesto induce una muerte por apoptosis en las lineas celulares MDA-MB-231, PC3
y Sk-LU-1.

Los nucleos de las células MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1 fueron tefiidas con el fluorocromo DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato), para observar la condensacién de la cromatina,
caracteristica tipica de la muerte por apoptosis. En las células tratadas de las lineas celulares MDA-
MB-231, PC3 y Sk-LU-1 con las ICsp de los compuestos Az-481b y HT, asi como de un control
positivo estimulado con colchicina al 0.1%, a las 24 horas se observé condensacion de cromatina a
diferencia de las células control y las células estimuladas con 1 pl de MeOH. Las figuras 8, 9y 10
muestran con flechas blancas las condensaciones de cromatina de las células tratadas con el

compuesto.
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MDA-MB-281

Colchicina MeOH Control

Az-481b

HT

Fig. 8. Compactacién de la cromatina en células MDA-MB-231 tratadas con la ICso de los compuestos Az-481b y HT.
50,000 células fueron sembradas en cubreobjetos de 1x1 cm, con 2 ml de RPMI al 5% de STN y se trataron con las ICso
por 24 horas. Las micrografias muestran los nucleos marcados con DAPI en color azul, los controles, negativo (sin
tratamiento) (a, b) y positivos (con colchicina al 0.1 %) (e, f), las células tratadas con 1 pl MeOH (c, d) y las células
tratadas con Az-481b (g. h) y HT (i, j), donde las flechas blancas muestran condensaciones de cromatina.
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Fig. 9. Compactacion de la cromatina en células PC3 tratadas con la ICso de los compuestos Az-481b y HT. 50,000 células
fueron sembradas en cubreobjetos de 1x1 cm, con 2 ml de RPMI al 5% de STN y se trataron con las ICso por 24 horas. Las
micrografias muestran los nucleos marcados con DAPI en color azul, los controles, negativo (sin tratamiento) (a, b) y
positivos (con colchicina al 0.1 %) (e, f), las células tratadas con 1 pul MeOH (c, d) y las células tratadas con Az-481b (g. h)
y HT (i, j), donde las flechas blancas muestran condensaciones de cromatina.
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Fig. 10. Compactacion de la cromatina en células Sk-LU-1 tratadas con la ICso de los compuestos Az-481b y HT. 50,000
células fueron sembradas en cubreobjetos de 1x1 cm, con 2 ml de RPMI al 5% de STN y se trataron con las ICsp por 24
horas. Las micrografias muestran los nucleos marcados con DAPI en color azul, los controles, negativo (sin tratamiento)
(a, b) y positivos (con colchicina al 0.1 %) (e, f), las células tratadas con 1 pl MeOH (c, d) y las células tratadas con Az-
481b (g. h) y HT (i, j), donde las flechas blancas muestran condensaciones de cromatina.
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Para determinar si los compuestos Az-481b y HT inducen una muerte apoptdtica en las lineas

celulares MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1, se realizd citometria de flujo para evaluar el porcentaje de

actividad de la caspasa 3 activa, (una caspasa ejecutora que se activa al final de la apoptosis). Los

histogramas (Fig. 11) muestran que en las tres lineas celulares los compuesto fendlicos Az-481b y

HT induce un incremento en la expresidén de la caspasa 3 activa, lo que indica que el compuesto

activa la muerte celular por apoptosis. El compuesto Az-481b en las lineas MDA-MB-231, PC3 y Sk-

LU-1 induce la expresién de la caspas-3 activa en un 10.3%, 40.54% y 48.91% respectivamente,

mientras que el compuesto HT induce un 21%, 33.37% y 20.35% la expresion de la caspasa 3 activa

respectivamente (Tabla 3).
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Fig. 11. Actividad de la enzima Casp-3 activa en cultivos de las lineas celulares MDA-MB-231, PC3 ySk-LU-1 (5x104
células/pozo en placas de 24 pozos) estimulados con sus respectivas ICso de los compuestos fendlicos Az-481b y HT.
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Actividad de la Casp-3
Linea celular activa (%)
Az-481b HT
MDA-MB-231 10.3 21
PC3 40.54 33.37
Sk-LU-1 48.91 20.35

Tabla 3. Valores de actividad de la Casp-3 activa en las lineas celulares MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1 tratadas con sus
respectivas ICsp de los compuestos fendlicos Az-481b y HT.

Efecto de Az-481b sobre el potencial proliferativo de células no tumorales.

Con el propdsito de determinar si Az-481b presenta actividad selectiva sobre lineas celulares de
MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1 sin afectar el potencial proliferativo de células no tumorales, cultivos
de células linfociticas de sangre periférica humana, fueron cultivados en presencia de Az-481b vy
HT a concentraciones de 70, 81, 37.7 y 15.15, 27.4, 28.2 ug/ml respectivamente. Los datos
obtenidos indican que la concentracidon de Az-481b empleada, afecta negativamente el potencial
proliferativo de cultivos primarios de linfocitos humanos extraidos de sangre periférica humana.
Los cultivos estimulados con fitohemaglutinina desarrollaron un 87.86 % de proliferacién, mientras
que los tratados con MeOH un 85.26, Az-481b y HT, también en presencia de fitohemaglutinina,

desarrollaron 34.78%, 34.14%, 29.89% vy, 80.98%, 73.77%, 63.29% respectivamente (Fig. 12)
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Fig. 12. Efecto de Az-481b y HT sobre cultivos de linfocitos humano estimulados por 72 h con la IC50 correspondiente a
las lineas celulares MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1. Cultivos de 2X105 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos con
un volumen de 200 pl, marcados con CFS. La evaluacién se realizé por citometria de flujo. La figura representa uno de
tres ensayos independientes.

Como parametro comparativo se determind si los compuestos Az-481b y HT inducen muerte
celular por necrosis en cultivos primarios de linfocitos humanos, para ello se realizd la misma
prueba para medir actividad de la enzima LDH en los medios de cultivo de estas células,
encontrando que en estos cultivos el compuesto Az-481b no induce una necrosis a las
concentraciones de 70, 81 y 37.7 ug/ml de las ICso, estas concentraciones solo indujeron actividad
de LDH en un 7.88%, 13.15% y 0 % respectivamente, asi mismo, las concentraciones de I1Cso del HT
15.15, 27.4 y 28.2 pg/ml no inducen muerte por necrosis, generando una actividad de la LDH en un
4.98%, 7.43% y 2.61% respectivamente, las cuales estd por debajo de la actividad detectada en los
cultivos controles (para ambos compuestos) (Fig. 13).

55



LDH vs Linfocitos

100 A
©
< 80 o
2
3 60 o
S
S 40 A
3
°\o 20 -
0 - r r -—I—- r ‘ r —__I
<\O$ «OV 00\2\ A \9’\, <
<& > N A\ S
C Q?“
Q

Tratamiento

B Az-481b WHT

Fig. 13. Determinacion de actividad de LDH en cultivos de linfocitos humanos (200,000 células por pozo, 200 ml por pozo
en placas de cultivo de 96 pozos) estimulados con las IC50 de ambos compuestos para cada linea celular de cancer. La
grafica representa uno de tres ensayos independientes, cada tratamiento se hizo por triplicado (*p<0.05 vs MeOH,
ANDEVA seguida de una prueba de Tukey).
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DISCUSION

Actualmente en nuestro pais y en el mundo, el cancer es la principal causa de mortalidad. Siendo
el cdncer de mama el mas comun entre las mujeres mayores de 25 afios en todo el mundo, y en
Meéxico; el cancer de prdstata a nivel mundial es el segundo mas comun entre hombres, siendo en
Meéxico, el principal tipo de cancer que afecta a hombres. Por otra parte, el cancer de pulmdn es el
segundo mas mortal para hombres, después del de prostata, y el cuarto mas mortal para las
mujeres. Actualmente, los tratamientos aplicados contra estos tipos de cancer carecen de
selectividad sobre células tumorales y carecen de éxito en estadios avanzados de esta
enfermedad, ademads de provocar efectos secundarios graves que afectan la calidad de vida del
paciente. Esta situacién ha alentado un creciente interés en la busqueda de nuevas sustancias
antitumorales, con propiedades quimioterapéuticas que puedan inhibir y eliminar el proceso
oncogénico y que sean de origen natural, especialmente de origen vegetal. Entre las familias de
compuestos de origen vegetal mds ampliamente estudiadas se encuentra la de compuestos
fendlicos, cuyo miembro mas representativo es el hidroxitirosol (HT) por su eficiencia en términos
de captacion de radicales libres. El HT se puede encontrar en las hojas y frutos de Olea europea L.,
y se produce como metabolito de la oleuropeina, al que se le han encontrado usos medicinales
como antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral, no solo se ha explorado su papel como
alimento, sino que actualmente se desea encontrar compuestos bioactivos, derivados, con
propiedades quimioterapéuticas o quimiopreventivas que puedan inhibir el proceso oncogénico.
Por ejemplo, se ha reportado que el hidroxitirosol inhibe la proliferacién de lineas celulares de
cancer de mama MCF-7 (Siriani et al, 2010; Bulotta et al, 2011), células HT29 de carcinoma de
colon humano (Guichard et al, 2006), células humanas de melanoma M14 y células humanas de
préstata PC3 (Quiles et al, 2002; D'Angelo et al, 2005). Sin embargo, pese a su prometedora
aplicacion farmacoldgica, su uso estd en duda por su efecto de alta citotoxicidad al generar una
muerte necroética, lo que generd la necesidad de desarrollar moléculas derivadas que conserven o

mejoren tal propiedad antitumoral.

En ese sentido, en el presente trabajo se evalué el compuesto Az-481b el cual fue sintetizado a
partir de la molécula de HT y se evalud su actividad bioldgica en las lineas celulares de cancer
MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1, las cuales fueron tratadas con concentraciones de 30 a 100 pg/ml,
rango de concentracidon que concuerda con evaluaciones realizadas a diferentes compuestos

fendlicos (L. Fan et al, 2014; J. Anter et al, 2014). Las lineas celulares MDA-MB-231 y PC3 son
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adenocarcinomas metastasicos. Las ICso determinadas para estas dos lineas celulares de Az-481b
son de 70 pg/mly 81 pug/mly, para HT de 15.15 pg/mly 27.4 ug/ml respectivamente, sin embargo,
la linea celular Sk-LU-1 presentd la concentracidn ICso mas baja, 37.7 ug/ml para Az-481b, caso
contrario para HT, donde presentd la concentracion mas alta, 28.2 pg/ml. Esta linea es un

adenocarcinoma no metastasico.

Los tratamientos con Az-481b y HT en las tres lineas celulares MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1 a
concentraciones de sus correspondientes ICso, indujeron alteraciones en las formas de las células,

lo que indica un proceso de muerte.

Con el antecedente que compuestos de origen natural (Berhow, 2007) como las sapogeninas
(Chun-Te C, et a/,2007) tienen propiedades hemoliticas, y para saber si el compuesto fendlico Az-
481b afecta la integridad de la membrana plasmatica de las células MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1, e
induce en ellas muerte celular por necrosis, se evalud la presencia de la enzima citoplasmatica LDH
en los medios sobrenadantes de los cultivos de estas lineas celulares, encontrando que las lineas
MDA-MB-231 y PC3 presentan una diferencia significativa con respecto a su control MeOH,
alcanzando un 13.2% y 9% (p<0.05) respectivamente, mientras que en la linea Sk-LU-1 no genera
una muerte por necrosis con un 1.2% de actividad de esta enzima, sin embargo, el HT genero
significativamente la liberacidn de la enzima en las linea PC3 y Sk-LU-1, en un 3% y 20.3% (p<0.05)
respectivamente, no asi para la linea MDA-MB-231, con 0.8% de actividad de la enzima LDH. Tal
actividad generada por Az-481b y HT no dan cuenta de la disminucién del 50% en el nimero
celular por lo que se evalué muerte celular por apoptosis, pues se puede inferir que el Az-481b,
inhibe la proliferacion de las células por muerte celular apoptética, propiedad conservada del HT,
ya que se ha descrito que el HT puede ejercer un efecto pro-apoptético mediante la modulacidn
de la expresion de los genes implicados en la proliferacion de células tumorales de colon humano

(células DLD1), mediante la generacion de ROS (Lijuan Sun, Cheng Luo & Jiankang Liu, 2014).

Se conocen procesos de muerte celular que ocurren de manera natural, con una accion silenciosa,
sin generar un estado inflamatorio, entre los mecanismos de muerte celular mas conocidos y
estudiados se encuentran la muerte celular programada conocida como apoptosis (Hengartner,
M.0O., 2000). Las caracteristicas morfoldgicas principales de la apoptosis son la condensacion y la
fragmentacion nuclear, la reduccidon del volumen citoplasmico, la pérdida del contacto célula-
célula y el desprendimiento de las células vecinas (en cultivos de células adherentes, las células se

desprenden del sustrato y flotan en el medio de cultivo), formacion de ampollas de la membrana
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plasmatica, la fragmentacion de la célula en varios cuerpos apoptoéticos y la fagocitosis de las
células apoptdticas por los érganos/células vecinas o fagocitos profesionales. Una de las
caracteristicas importantes de la apoptosis es el mantenimiento de la integridad de la membrana
plasmatica con el fin de evitar una respuesta inflamatoria (James W. Wilson et al, 2000). De tal
forma al realizar la tincion con DAPI tras estimular con las ICso respectivas de los compuestos
fendlicos Az-481b y HT en los cultivos de las lineas tumorales MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1, se
observé en las micrografias de contraste de fases, en comparacion con los controles negativo (sin
estimulo) y las células estimuladas con 1 pl de MeOH, que las células tienen pérdida de sus
prolongaciones citoplasmicas (las cuales son caracteristicas para cada linea celular), perdida del
volumen del citoplasma y por consiguiente la compactacion de las células, las células se tornaron
opacas y/o oscuras en comparacion de las células de los controles donde las células se observan
brillantes, asi como fragmentacién de las células; en las micrografias tefiidas con DAPI, en las

células tratadas con los compuestos fendlicos, se observa compactacion de la cromatina.

Una manera de determinar la activacién y ejecucién de la apoptosis es mediante la evaluacién de
las proteinas implicadas en este mecanismo tan complejo. Las caspasas (hasta ahora sélo se
conocen 14 tipos) son cruciales para este proceso. La caspasa-3 activada, es una proteasa de
muerte, muy importante para los procesos de muerte celular y es esencial para algunos de los
cambios caracteristicos en la morfologia celular y ciertos eventos bioquimicos asociados con la
ejecuciéon y buen término de la apoptosis (Thomberry N.A; Lazebnik Y., 1998). La expresidn de la
caspasa-3 activa se determind por inmunofluorescencia y se cuantificd evaluando la cantidad de
luminiscencia emitida a través de citometria de flujo. Al evaluar los compuestos fendlicos Az-481b
y HT sobre las lineas celulares tumorales, se encontré que para la linea celular MDA-MB-231 el
porcentaje de actividad de la caspasa 3 activa fue de 10.3% y 21% respectivamente, resultado que
no exhibe una mejora en el potencial pro-apoptético del compuesto Az-481 derivado del HT, no
asi en el caso de las lineas celulares PC3 y Sk-LU-1 donde los resultados fueron 40.54% y 48.91%

para el Az-481b respectivamente y, 33.37% y 20.35% para el HT respectivamente.

Con los resultados anteriores podemos decir que el Az-481b exhibe un mayor potencial pro-

apoptético sobre las lineas celulares PC3 y Sk-LU-1 que el HT.

Los farmacos empleados en el tratamiento contra el cancer afectan también a células normales

que se encuentran en constante proliferacion en el organismo, siendo asi, que los
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guimioterapéuticos afectan tanto a células anormales como normales, generando efectos
secundarios adversos que comprometen la calidad de vida del paciente (Bronner, et al, 1998), asi
mismo el empleo sistémico de los quimioterapéuticos induce un decremento en el conteo de
leucocitos en sangre (Ellis, et al, 2009). Al evaluar el efecto de Az-481b y HT sobre cultivos de
linfocitos se encontrd que las concentraciones de ICsp de MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1, afectan el
potencial proliferativo de los linfocitos, sin embargo, no induce muerte celular por necrosis en

cultivos estimulados por 72 h.

Los resultados anteriores, obtenidos de cultivos primaros de linfocitos humanos, indican que Az-
481b es un compuesto derivado del hidroxitirosol (HT) con actividad antiproliferativa, bajo o nulo
efecto citotdxico, importante efecto pro-apoptdtico y considerable selectividad, lo cual lo coloca
como un candidato a seguir su evaluacion en modelos in vivo, y asi se perfile a una posible

aplicacion terapéutica.
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CONCLUSIONES

e El compuesto Az-481b inhibe la proliferacidn en las lineas celulares tumorales de mama
(MDA-MB-231), préstata (PC3) y pulmén (Sk-LU-1) a concentraciones de 70 ug/ml, 81

pg/mly 37.7 ug/ml respectivamente.

e El compuesto Az-481b induce un efecto necrético en células tumorales MDA-MB-231 y
PC3 en un 13.2% y 9% respectivamente, mientras que el HT induce un efecto necrético

sobre las células PC3 y Sk-LU-1 en un 3% y 20.3% respectivamente.

e Los compuestos fendlicos Az-481b y HT generan la compactacion de la cromatina y la
actividad de la caspasa-3 activa en un 10.27%, 40.54%, 48.91% y 21.02%, 33.37%, 20.35%
respectivamente de las lineas MDA-MB-231, PC3 y Sk-LU-1 a las ICso correspondientes

para cada linea.

e Los compuestos Az-481b y HT si afectan la proliferacion de las células linfociticas. Sin

embargo, no induce en ellas una muerte por necrosis.
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APENDICE

Descripcion general de las lineas celulares tumorales empleadas. (ATCC: The Global Bioresource

Center: www.atcc.org)

MDA-MB-231 (ATCC® CRM-HTB-26") (Cancer de mama)
ATCC®” Number: CRM-HTB-26"

Organismo: Homo sapiens , humano

Tipo de Célula : epitelial /adherentes

Tejido : Glandula Mamaria/mama

Derivado: MDA-MB-231 se inici6 a partir de una

metastasis pleural de un adenocarcinoma de

mama de una mujer caucasica de 51 afios de

edad

e Cariotipo: casi triploide con un nimero modal
de 64 cromosomas

e Laexpresidn del receptor: factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento
transformante alfa ( TGF alfa) , expresado

e Oncogén: las células expresan el oncogén

Wnt7b

ATCC Number: HTB-26 ™
Designation:  MDA-MB-231

Low Density

High Density " Scale Bar= 100pm

PC3 (ATCC® CRL-1435™) (Cancer de prdstata)
ATCC" Nimero: CRL-1435"

e QOrganismo: Homo sapiens , humano

e Tipo de célula: epitelial/adherente

e Tejido: préstata

e Derivado: PC3 se inici6 a partir de una
metastasis dsea de un adenocarcinoma
prostatico de grado IV de un hombre caucdsico
de 62 afios de edad.

e Cariotipo: casi triploide con un nimero modal
de 62 cromosomas

e Expresion del antigeno HLA A1, A9

e lLos genes expresados HLA Al, A9

e Comentarios: las células presentan baja
fosfatasa 4cida y la actividad de la actividad de
la testosterona-5-alfa reductasa

ATCC Number: CRL-1435
Designation: PC-3

Low Density

High Densif

i=2
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SK-LU-1 (ATCC® HTB-57") (Cancer de pulmén)
ATCC® Numero: HTB-57"

Organismo: Homo sapiens , humano

Tipo de Célula : epitelial /edherente

Tejido : pulmdn

Derivado: SK-LU-1 se inici6 a partir de un
adenocarcinoma de pulmonar de una mujer caucasica
de 60 afios de edad

Cariotipo: casi tetrapliode

Comentarios: la contaminacidn por micoplasma se
detectd y eliminé en 1971
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