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Introduccion

El cancer colorrectal es la cuarta neoplasia en incidencia entre hombres y mujeres. Es la
tercera causa de muerte en hombres y segunda en mujeres (Globocan 2012). En estados
Unidos el Instituto Nacional del Cancer a través de su programa de Seguimiento
epidemiologia y resultados reportan que aproximadamente 4.3% de los hombres y
mujeres padeceran ésta entidad durante su vida, asi como una incidencia de 8%. En
general reportan una sobrevida general limitada a pesar de la etapa clinica de
presentacién, por lo general, es realizado el diagnéstico en etapas localmente avanzadas
hasta en un 35% y con enfermedad a distancia hasta en un 21%, con sobrevidas a cinco
afios de 71.3% y 13.9% respectivamente, haciendo peso el diagndstico temprano y
tratamiento oportuno al ofrecerse sobrevidas superiores (89.9%) en etapas tempranas.
(SEER) EI cancer colorrectal en México, en el estudio reportado por Rizo en 2007 se
cuenta con una incidencia de 3.8% del total de pacientes dentro del Instituto Nacional de
Cancerologia. (Rizo 2007). Unicamente con esto podemos notar la gran importancia del
manejo en las etapas avanzadas de ésta entidad, en las cuales el uso de drogas como

método paliativo como lo son los cannabinoides puede jugar un rol importante.

Es importante recalcar para los fines del presente documento la respuesta ante el
tratamiento estandar en pacientes con cancer de recto localmente avanzado se lleva a
cabo con Quimioterapia y Radioterapia concomitante, siendo la respuesta patologica
completa de nuestro total interés por presentarse Unicamente en el 8 a 20% de los
pacientes bajo éste tratamiento, con un promedio de enfermedad residual de 85%.
(Lorimer et al. 2017)

Los extractos del Cannabis Sativa, se han utilizado como medicamento desde los afios
1960s luego del aislamiento del componente activo mas importante (-)-trans-D9 -
tetrahydrocannabinol (D9 -THC). Actualmente se conocer 66 compuestos derivados de
ésta planta los cuales toman el nombre de Cannabinoides, los cuales actualmente se
encuentran clasificados de acuerdo a sus estructuras quimicas en fitocannabinoides,
cannabinoides sintéticos como JWH-133, WIN 55,212-2 and SR141716 vy

endocannabinoides como anandamida y sn-2-arachidonylglycerol (2-AG).

El sistema endocannabinoide se resume en la siguiente figura:
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Estos agentes se han usado en memoria, apetito, manejo del dolor, inflamacion (Wilson
and Nicoll, 2002) (Klein, 2005), nausea, tolerancia o intolerancia inmunolégica (Di Marzo
2000) y actualmente se han observado sus efectos como tratamiento paliativo y
antiproliferativo en cancer, sin embargo, no se ha probado adecuadamente su efecto
como tratamiento ante la progresién tumoral. Se han encontrado diversos efectos en vivo
en éstos pacientes bajo tratamiento paliativo en cancer, con cierta respuesta
antineoplasica (Singer 2015), sin embargo, aun es una entidad en estudio.

Para poder entender que éstos pueden tener efectos en las vias oncogénicas en cancer
de recto, debemos saber las diferentes vias a través de las cuales participa el proceso
proliferativo y asi mismo los blancos moleculares a los cuales se dirige el tratamiento, asi
como las interacciones que podria ofrecer dentro de ésta via el uso de cannabinoides, asi
como la existencia demostrada de los receptores a cannabinoides en el cancer de recto,

como lo muestra el Protein Genome Atlas

Empezaremos por las vias oncogénicas del cancer de colorrectal encontradas como

microdominios en la membrana celular, los cuales son en su mayoria metabotropicos



como lo son los receptores a cannabinoides, ademas por la propia estructura de los

cannabinoides presentan actividad compartida y vias comunes

Existen las Caveolinas (Cav-1 y Cav-2) que son estructuras asociadas al colesterol las
cuales se encuentran mayormente expresadas en las células de cancer de colon
comparadas con una célula normal las cuales degradan la matriz extracelular. Algunos de
éstos tienen efectos al ser modificados mediante compuestos como el cisplatino, azlcar,
colestanol, flavonoides y resveratrol mostrando muerte celular. Algunos otros ejemplos de
éstos son los Receptores de estrégenos, inducidos por Vitamina D, los cuales controlan la
proliferacién celular a través de la via de MAPK/ERK y Ras/Raf. Por lo que se propone el
estimular por cualquier método, las vias de muerte celular, incluyendo el propuesto a
través de cannabinoides en éste trabajo. Se mostraran las diferentes vias en la siguiente

imagen.
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Asi mismo, otro factor relacionado al cancer de recto es la presencia de la familia de
receptores de Tirocin-cinasa del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) dentro de los
cuales se encuentran Receptor epidérmico humano tipo 1, 2 4 y 4 (Herl, 2 3y 4), Factor
de transiciébn mesenquimal epidelial, (C-MET), , Receptor de crecimiento similar a insulina
tipo 1 (IGFR-1), Receptor de crecimiento vascular endotelial (VEGF-R), los cuales se
manejan a través de la via de Ras/Raf, PIBK/PTEN, Akt/mTOR los cuales tienen efectos
sobre la progresion del ciclo celular, diferenciacion, invasion, y desarrollan procesos
dirigidos hacia apoptosis, transcripcién y angiogénesis. Estos han sido utilizados como
blancos terapéuticos con los diferentes medicamentos como se muestran en el siguiente

diagrama. (Figura 2)

IGF-1/

Insuli
EGF ["HERmAb | war
Cetuximab 1GF-1 mAb
HGF |-{panitumumab F———— AMGa79
‘ HGF mAb Trastuzumab IMC-A12
AMG102 Pertuzumab

IGF-1R/
IR

Anti-VEGF
VEGF  |Bevacizumab
< VEGF-trap

Figura 3.
Vista general de las vias
celular que participan en

Anti-PDK-1 2

TOR UCNO1
/\ Lapatinib =
Anti-Src @
5 XL999
= / ! AZD0530

la proliferacion y

progresion del cancer

Anti-VEGFR ngg?;pri]?b @ l - Apoptosis colorrectal
Vatalanib Anti-mTOR FOR . .
AMG706 Everolimus S Diagrama tomado de J
Pazopanib Anti-Raf l e raplo RN
Cediranib s;ggq.b @ « Natl Cancer Inst
Transcription  5009:101:1308-1324

&

N
.

Cell Cycle Progression 4

Proliferation ‘ d 0 Angiogenesis
Differentiation Proliferation Protein

Anti-HDAC Translation
Depsipeptide —| % Invasion

Vorinostat _— Survival
- i

Las vias por las cuales pueden ejercer su efecto es a través de los receptores CB1 y CB2
los cuales son receptores mediados por Proteina G (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et
al., 1995). Los endocannabinoides son derivados del 4cido araquidonico asociado a una
cabeza con polaridad. (Piomelli, 2003). En el proyecto Human Protein Atlas se menciona
la alta expresion de los receptores a nivel rectal, como concierne a éste estudio,

encontrando CB2 principalmente en las células glandulares, asi mismo se menciona



expresividad moderada del receptor CB1 en células glandulares de recto y ambos en
células de cancer colorrectal. (THE HUMAN PROTEIN ATLAS)
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Figura 4. Expresion de Receptores de Cannabinoides en el Cuerpo Humano.
Figura modificada del Protein Genome Atlas.

En algunos estudios se ha observado que existen diferentes vias de actuar por parte de
los receptores cannabinoides, se menciona que el receptor asociado a muerte tumoral es
el CB1 ya que por una parte como se explicara delante promueve el incremento en la
cantidad de ceramidas que promueve estrés oxidativo, vias a través de la inhibicién de
AKT, ERK y MAP cinasas (Bifulco 2007 y Caffarel 2010), autofagia media por AMPK
(Vara 2011), inhibicion del ciclo celular (Laezza 2006) y algunos otros por receptores ain
desconocidos (Gustafsson 2009). La actividad del receptor CB1 se ha asociado a un
mejor pronostico en pacientes con cancer de lengua (Theocharis 2015) Sin embargo el
recetor CB2, al menos en cancer de mama, se ha asociado con un pobre prondstico en
los pacientes Her2 positivos en los cuales se asocioé a a una respuesta pro-oncogénica ya
que se promueve la actividad de tirocincinasa s-SRC (Pérez-Gomez 2015), y por el
contrario, en los pacientes con receptores triple neativo en cancer de mama, la activacion
de éstos receptores se asoci6 a muerte celular tumoral (Morales 2015). Asi fue

demostrado por diversos estudios que éstos receptores cannabinoides asociados a



receptores de factores de crecimiento epidérmico forma heterodimeros que realizan una
accion reversa en la funcion normal de éstos receptores.

Una de las vias en las cuales se ha demostrado incrementa la agresividad tisular de las
células neoplasicas es ante la produccién de especies reactivas dependientes de oxigeno.
(Ligresti et al., 2006; Massi et al., 2006; McKallip et al., 2006; McAllister et al., 2011,
Massi et al., 2012; De Petrocellis et al., 2013). Sin embargo, se han encontrado otras

vias en las cuales se comparten los mecanismos en la progresion tumoral.

Las vias que se utilizan como mecanismo antineoplasico son diversas, y se ha observado
qgue ante un proceso neoplasico en el microambiente tumoral existen cambios ante el
crecimiento tumoral como lo es el incremento del 2-araquinoilglicerol (2-AG), (Irmgard
2016) pudiendo tener significado ya que éste puede deberse ante el efecto de la
respuesta inmune celular, principalmente en zonas periféricas del area inflamada y se ha
visto que éste activo (2AG) provoca que el receptor CB2 se active provocando un cambio
en la respuesta de un proceso agresivo hacia uno tolerante (Pacher 2008) y se ha
mencionado la polarizacion de macrofagos similares a M2 los cuales son denominados
“‘macréfagos asociados a tumor” los cuales tienen la capacidad de promover la invasividad

tumoral y metastasis al secretar metaloproteinasas y factores angiogénicos. (Ley 2013)

Existen ademds, otras vias por las cuales tienen accidén los cannabinoides como la
produccion de radicales libres y la disminucién secundaria del glutation, (Massi et al.,
2006) incremento en NAD(H)P oxidasas (NOX4 y p22phox lo que produce estrés
oxidativo lo que produce liberacion de citocromo c y activa la via de las caspasas llevando
a la célula a apoptosis (McKallip et al., 2006). Asi mismo se ha estudiado que se liberan
aniones de calcio llevando a la mitocondria a alteraciones en potencial de membrana
disminuyendo la viabilidad celular neoplasica (Ligresti et al., 2006) ésta puede ser una
via selectiva debido a la alta tasa metabdlica en las células tumorales en comparacién con
las no transformadas. (Wondrak, 2009). Existen otras vias afectadas como lo son
AKT/mTOR y TRIB3 las cuales regula la autofagia (Cardaci et al., 2012; Sui et al.,
2013)., y éstas vias no necesariamente actlan bajo la interaccién en forma agonista con
los receptores CB1 y CB2 por separado (Shrivastava et al., 2011 y Donadelli 2011) ya
gue Dando en 2013 demostré que se pueden formar éstas formas reactivas derivadas del
oxigeno desde cualquiera de ellos y se pueden producir éstos efectos (Dando et al.,
2013) a través de la Proteincinasa de AMP (AMPK).

10



ESTRES
RE

Y "\‘ @ cannabinoids @

Figura
Vias de sefializacién que inhiben los cannabinoides en células tumorales para conducir a muerte celular. Esquema
modificado Progress in Lipid Research 52 (2013) 80-109 y Life Sciences 165 (2016) 56—62

Otras de las vias de accidén de éstos medicamento se relacionan con la inhibicion de la
invasion y formacién de metastasis s (Ligresti et al., 2006; McAllister et al., 2007;
McAllister et al., 2010; Ramer et al., 2010a), siendo la migracién un paso importante la
cual es mediada por proteinas G, sin embargo Vaccani muestra en su papel de 2005 una
relacién en éste proceso. (Vaccani et al., 2005) La invasion es un proceso importante en
el crecimiento tumoral ya que ésta destruye los tejidos en contacto con el tumor y se ha
demostrado que éste proceso puede ser inhibido mediante cannabidiol en algunas
investigaciones (Ligresti et al., 2006; McAllister et al., 2007; Ramer et al., 2010a;
McAllister et al., 2011; Ramer et al., 2011; Ramer et al., 2012; Soroceanu et al., 2012;
Murase et al., 2014). Asi también se ha demostrado que los cannabinoides inhiben la
expresion de ID1 en cancer de mama, glioma y pulmon . (McAllister et al., 2007;
Soroceanu et al., 2012; Murase et al., 2014) (Fong et al., 2003; Minn et al., 2005;
Gupta et al., 2007; Swarbrick et al., 2008) y el control ante la expresion ectdpica del gen
Idl reactiva la capacidad invasiya y mestastasica del tejido. Asi mismo otros
cannabinoides como el Win 55,212, JWH-015 o JWH-133 (Agonista CB2) inhibieron la

progresion celular y formaciéon de metastasis en cancer de mama y pulmonar (Qamri et
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al., 2009; Caffarel et al., 2010; Nasser et al., 2011; Preet et al., 2011) y se ha visto el
cannabidiol inhibe el reclutamiento de Macr6fagos asociados a tumor (Elbaz et al., 2015).
Otro mecanismo implicado en el desarrollo tumoral es el de angiogénesis el cual se ha
visto maodificado como en el trabajo de Ramer en el cual se demostré un decremento en la
expresiéon de CD31, un marcador de angiogénesis, en modelos murinos en los cuales

habia sido implantado cancer pulmonar (Ramer et al., 2013)

Es importante recalcar que éstos efectos se han intentado comprobar in vivo, sin
embargo, fue notorio que las concentraciones de los farmacos in vitro son mucho mayores
gue in vivo en forma significativa, lo cual puede provocar la discrepancia en resultados.
(Torres 2011) y éstos a su vez presentan metabolismo de primer paso lo cual producen
metabolitos que reducen la actividad terapéutica (Perez-Reyes et al., 1973; Ohlsson et
al., 1980). Ademés, no existen publicaciones sobre la farmacocinética de los
cannabinoides en relacion la actividad antitumoral o como sensibilizante a los

medicamentos de primera linea.

Este estudio se encuentra dirigido hacia una linea tumoral celular en recto, Patsos en
2005 ante el uso de anandamida se presenta un incremento en la produccién de
PGE2/PGE2-EA y éstos al ser dependientes del metabolismo de COX-2 y ser sustratos
competitivos induce la actividad de ésta enzima llevando a la célula a muerte celular,
explicando una de las vias de accion en colon. (Patsos, 2005). Aviello en 2012 menciona
gue el cannabidiol, un fitocannabinoide se asocia con la disregulacion de phospho-Akt e
incrementa la actividad de Caspasa-3. y menciona que puede ser utilizado como
guimiopreventivo ya que al activar receptores CB1, TRPV1 y PPAR-gamma disminuye el
dafio oxidativo al DNA. (Aviello, 2012). Finalmente Romano en 2014 menciona que el
cannabidiol es activo en células tumorales, mas no lo es en células normales y menciona
gue el receptor CB1 es el implicado en la reduccién de proliferacion celular y ya realziado
en modelos murinos de cancer de colon se mostr6 que redujo la accion de agentes
carcinogénicos en la apariciéon de pdlipos, y disminucién del tamafo tumoral. (Romano,
2014)

12



Justificacion:

La respuesta patolégica completa en cancer de recto es del 8 al 20% aproximadamente,
por lo que el incrementar la respuesta completa en los pacientes tratados con
Quimioterapia y Radioterapia concomitante con cancer de recto locamente avanzado,
mejorara el prondstico de los pacientes en su periodo libre de recaida, por lo que se
busca incrementar ésta respuesta, ante esto, el uso de cannabinoides en otras neoplasias
presenta respuestas antiproliferativas como se demuestra en el marco teérico, aunque el
uso de los cannabinoides se realiza en forma paliativa, por lo que se podrian proponer

como tratamiento coadyuvante en algun futuro.

Hipotesis

El tratamiento con los agonistas cannabinoides AEA, Meth-AEA y CP-55,940 a distintas
concentraciones y diferentes periodos de tiempo, inducen cambios morfologicos,
disminucién de la viabilidad y activacion de vias asociadas a muerte celular en la linea

tumoral recta humana SW-837.

Objetivos
 General:

» Evaluar los efectos anti-tumorales de los agonistas cannabinoides en la linea de
recto humana SW-837.

+ Especifico
v/ Evaluar la morfologia de la linea tumoral de recto humana SW-837 tratada con los
distintos agonistas cannabinoides a diferentes tiempos utilizando microscopia en

contraste de fases.
v Evaluar la viabilidad celular de la linea tumoral de recto humana SW-837 con los

diferentes agonistas canabinoides a diferentes concentraciones, mediante la técnica
de viabilidad por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-difeniltetrazolio bromida).

13



v" Analizar los cambios en el perfil electroforético del DNA en presencia de los
diferentes agonistas cannabinoides Yy analizar los posibles mecanismos de muerte
celular en la linea tumoral humana SW-837 empleando la técnica de Southern blot.

v ldentificar los posibles mecanismos de muerte en la linea tumoral humana AGS

tratada con los diferentes agonistas a canabinoides mediante de citometria de flujo.

14



Métodos

Cultivo celular

La linea celular SW-837 (Adenocarcinoma Recto humano, ATCC CCL-235, Grado IV; con
mutaciones en: APC, FAM1238, FBXW7, KRAS, TP53; genes expresados ACE, ketarina,
p53 C-T c248, CSAp y Antigeno 3 (-); expresion de antigenos HLA A23, A32, B15, B35; Tipo
sanguineo O; Rh (+) ) se cultivé inicialmente, en botellas T-75 (Corning™) con medio F-12
HAM suplementado con suero bovino fetal (SBF) e incubados a 37°C y 5% de CO;. Las
células se crecieron hasta obtener un 70% de confluencia en el cultivo. A las 24 horas las
células fueron tripsinizadas y resembradas en placas de 24 pozos (0.5 mL), 6 pozos (2.5 ml)
0 en cajas petri de 2mL dependiendo del tipo de protocolo experimental a estudiar. Se
empleé una densidad de 7x10° de células por pozo de 0.5 ml para los métodos de anlisis
morfolégico, viabilidad y Southern blot. Se sembraron 1x10° células por pozo de 2.5 ml para

los experimentos de citometia de flujo.

6.2 Reactivos.

Los diferentes farmacos utilizados fueron Anandamida (AEA) (Cat. No. 1339) y (R)-(+)-Meth-
anandamida (Meth) (Cat. No. 1121) adquiridos de TOCRIS Bioscience (Bristol, BS, UK).
CP-55,940 (Cat. No. 83002-04-4) se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA). Dimetilsulfoxido (DMSO) (Cat. No. 0231-500mL) AMRESCO™. Como controles
positivos empleamos estaurosporina (Cat. No. S6942). Para el estudio de viabilidad celular,
empleamos el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT) de Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, USA™) (Cat. No. 298-93-1). Para los cultivos de la linea gastrica AGS
empleamos el medio de cultivo Ham F-12 (Lot.1556053), tripsina (Cat. No. 25-200-114) y
suero bovino fetal (SBF) (Cat. No. MT35011CV) de Gibco (Life Technologies™). Para el
Southern blot empleamos los marcadores de peso molecular (100 Bp) de AMRESCO™
(Code K180-250). Para el estudio de citometria empleamos FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit with 7-AAD (Cat. No. 640922) (BioLegend, San Diego, CA, USA™). El resto de
los reactivos utilizados fueron de grado analitico y obtenidos de recursos comerciales

reconocidos.
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6.3 Tratamiento con agonistas cannabinoides

Para realizar los ensayos de viabilidad y morfologia, la linea celular de recto gastrico SW -
837 humana fue sembrada en placas de 24 pozos a una densidad de 7x10° células por pozo
y tratadas con los diferentes agonistas a cannabinoides: Anandamida (AEA), (R)-(+)-Meth-
anandamida (Meth-AEA) y CP-55,940 (CP) con sus respectivos controles a diferentes
concentraciones (0.5uM, 2.5uM y 5uM) a diferentes tiempos en el cultivo (24, 48 y 72h) y a
las 24h para la sobrevivencia. Para todos los ensayos relacionados con los mecanismos de
muerte las células AGS fueron tratadas con los diferentes agonistas a cannabinoides a
diferentes concentraciones (ICsp) especificos para cada uno de ellos empleado datos
tedricos, debido a la poca informacion experimental en la lineas de recto. Para los diferentes
ensayos se empled una densidad de 7x10° para multipozos de 24 (0.5 ml) y para cajas de

Petri de 2 mL y una densidad de 1x10° para placas de 6 pozos (2.5 ml).

6.4 Evaluacion Morfolégica

Se evalud la morfologia de la linea celular de recto SW-837 por 3,6,12 y 24 horas de
tratamiento con los diferentes agonistas cannabinoides (AEA, Meth-AEA y CP-55,940) a
diferentes concentraciones (ICsp; 0.5 uM, 2.5 uM y 5 uM) y los respectivos controles tratados
con dimetil sulfoxido (DMSOQO). Los cambios morfoldgicos fueron observados utilizando un
microscopio invertido en contraste de fases, denominado, lector multimodal de imagenes
celulares (Cytation 5™).Las imagenes se observaron con objetivo 20x. Las imagenes se

procesaron mediante el software Gen5™ de BioTek.

6.5 Ensayo de viabilidad celular por MTT

La viabilidad de la linea celular fue determinada mediante el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
difeniltetrazolio bromida (MTT) (Cat. No. 298-93-1). Las células fueron resembradas en
placas de 24 pozos, a una densidad de 7x10° células por pozo y se dejaron adherir durante

24 hr, después fueron sometidas a los diferentes tratamientos con los agonistas
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cannabinoides (AEA, Meth-AEA, CP-559,40) a una concentracion de 5uM durante 24 horas
y los respectivos controles fueron tratados con dimetilsulfoxido (DMSO) (Cat. No. 0231-
500mL). Posteriormente se afiadié el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT)
100 pL por pozo y se incubd por 3 horas a 37°C. La reduccion del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
difeniltetrazolio bromida (MTT) a cristales de formazan se determiné6 sobre una placa de 96
pozos a 595 nm usando un lector de ELISA como marcador indirecto de viabilidad
mitcondrial en la linea AGS (, iMark microplate reader™, Bio Rad). Este ensayo fue repetido
por triplicado.

6.6 Evaluacion de la Fragmentacioén del DNA por Laddering

La linea celular de recto humana fue resembrada en cajas petri de 2mL con una densidad
por pozo de 7x10° células, tratadas con los diferentes agonistas cannabinoides (AEA, Meth-
AEA y CP-55,940) a 5 uM y un control positivo de muerte apoptética para el cual se emple6
un inhibidor de cinasas bien descrito como inductor de muerte apoptética llamado
estaurosporina (STS) (Sigma Aldrich™, Cat. No. S6942) a una concentracién de 0.5 uM por
24 horas. Se realizé la extraccion del DNA segun las indicaciones del protocolo de
extraccion para cultivo celular del kit de extraccion QlAamp DNA mini kit (Cat.51304)
QIAGEN. Se cuantific6 la concentracion y pureza empleando el espectrofotbmetro
(NanoDrop 2000™, ThermoFisher). Se analiz6 el perfil electroforético para lo cual se
emplearon 60 ng/ul de DNA obtenido de cada condicibn experimental. Se evalud la
integridad del DNA empleando un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio sometiéndolo
durante 20 minutos a 100 volts. Los perfiles electroforéticos se observaron empleando un
fotodocumentador por fluorescencia (Fusion Fx5™). Este ensayo fue repetido por triplicado
con su respectivo control positivo de muerte apoptética (STS), necrésis (lonoforo de calcio),

y autofagia (Rapamicina).

6.7 Citometria de flujo

Con el proposito de evaluar los mecanismos asociados a muerte celular, la linea SW-837 g
fué expuesta a los diferentes cannabinoides (AEA, Meth-AEA y CP-55,940) por 24 horas a 5

MM con su respectivo control sin tratamiento. Una vez tratadas por 24 horas sobre una placa
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de 6 pozos y ajustadas a una densidad de 1x10° células por pozo, las células SW-837
fueron tefiidas con Annexina V (FITC) (Cat. No. 640922) y con 7-AAD (PE-Cy5) (Cat. No.
640922) (BioLegend, San Diego, CA, USA™). Se emplearon, estaurosporina (STS) (Sigma
Aldrich)(Cat No. S6942), ionomicina y Rapamicina, como controles positivos de muerte. Las
células SW-837 se lisaron y se homogenizaron en 1 mL de buffer de fosfatos (PBS) en
diferentes tubos eppendorf de 1.5 mL conforme al disefio del tratamiento con los agonistas.
Se cuantificé la densidad celular por condiciébn experimental utilizando un contador de
células (Cell Couter, Bio Rad™). Con Anexina V se evalud apoptosis (temprana y tardia) y
con 7-AAD (7-Aminoactinomicina D) se evalud la muerte necrética en la linea AGS. Las
células fueron centrifugadas por 5 minutos, se retir6 el sobrenadante (PBS) y se re-
suspendieron en 1mL de 1X de buffer de unién a Annexina V. Se tom6 de cada condicion
experimental 100uL de la suspension celular y se transfirié para cada caso a tubos de
citometria de 5 mL a cada tubo se le afiadieron 5 pL de FITC® Annexin V, se incubd a
temperatura ambiente y en oscuridad por 15 minutos y posteriormente se llevd a un volumen
final de 400uL con el Buffer 1X de unién a Annexina V. Realizamos el mismo procedimiento
para preparar el 7-AAD (7-Aminoactinnomicina D), pero afiadiendo 10 pl de 7-AAD (PE-Cy5)
en un tubos de citometria de 5mL. La linea SW-837 en cada una de sus condiciones fue
analizada utilizando un citometro de Flujo (Attunne Nxt Flow Cytometer, from Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Calif, USA™) y los datos se procesaron mediante
FlowJo software 10.1 (Tree Star. Ashland, Or, USA™),
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Resultados

Los principales cambios morfolégicos evaluados por contraste de fases inician alrededor
de las 3, 6 y 12 hr y son: (AEA) alteraciones en los contractos interceluares dentro del
cumulo, hinchamiento (vacuolas), disociacion de células independientes hacia el medio.
En el estudio de viabilidad celular observamos una disminucion en la actividad
mitocondrial, particularmente, AEA [SuM] 75%-90%-70%, METH [5uM] 80%--80%-90%,
CP55940 [5uM] 70%-70%-70% en cada caso experimental a los diferentes tiempos

experimentales.

A las 24 h observamos desprendimiento de células de los cumulos (AEA y CP55940) y
fragmentacion de células (METH). En el estudio de viabilidad celular observamos una
disminucién en la actividad mitocondrial, AEA, [5uM] 60%,, METH [5uM] 70%, CP55940

[5uM] 80% en cada caso experimental a los diferentes tiempos experimentales.

Mecanismos Propuestos: muerte autofagica (AEA y CP55940) y necrésis (MET)
comprarandolo con los cambios morfolégicos inducidos por los controles positivos de

muerte lonomicina (1 uM) y Rapamicina (1 pM).

Vias propuestas vias autofagia mTOR1/Raptor/complejo autofagosoma (ULK1, Atgl3,
FIP200), PI-K/Akt. Necrésis Receptores CB1, CB2 y GRP activada por lipidos (Maurizio
Renna, et al., 2010). Necrosis (MAPK), RhoA-ROCK1/ROCK2 y su regulacién por miR-
144 (disminuye proliferacion y migracion en cancer de recto). (Lock FE, et al., 2012)
(Shang-Dang, et al., 2015).
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Morfologia y Viabilidad de la linea SW837 tratadas con
agonistas enddgenos y sintéticos a receptores cannabinoides a las 3 horas
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Figura 6. Efecto de los Agonistas cannabinoidesAEA, Meth-AEA y CP-55940 sobre la viabilidad celular en la linea de
céancer de recto SW-837 mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT). SW-837 fue tratada
a diferentes concentraciones de cannabinoides (0.5, 2.5 y 5 micromolares) y evaluado a las 3 hrs. Los resultados son
mostrados como el porcentaje de viabilidad relacionado al control. Cada barra representa el promedio de n=3
experimentos (+/- S.E.M.) por grupo. Se realiz6 un andlisis ANOVA de una via seguido de una prueba post-hoc (Tukey)
para comparar los tratamientos p < 0.05 denota el analisis estadistico de las diferencias con respecto al porcentaje de
control
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Figura 7. Efecto de los Agonistas cannabinoidesAEA, Meth-AEA y CP-55940 sobre la viabilidad celular en la linea de
céncer de recto SW-837 mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT). SW-837 fue tratada
a diferentes concentraciones de cannabinoides (0.5, 2.5 y 5 micromolares) y evaluado a las 6 hrs. Los resultados son
mostrados como el porcentaje de viabilidad relacionado al control. Cada barra representa el promedio de n=3
experimentos (+/- S.E.M.) por grupo. Se realiz6 un anélisis ANOVA de una via seguido de una prueba post-hoc (Tukey)
para comparar los tratamientos p < 0.05 denota el analisis estadistico de las diferencias con respecto al porcentaje de

control

Morfologia y Viabilidad de |a linea SW-837 tratadas con
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Figura 8. Efecto de los Agonistas cannabinoidesAEA, Meth-AEA y CP-55940 sobre la viabilidad celular en la linea de
cancer de recto SW-837 mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT). SW-837 fue tratada
a diferentes concentraciones de cannabinoides (0.5, 2.5 y 5 micromolares) y evaluado a las 12 hrs. Los resultados son
mostrados como el porcentaje de viabilidad relacionado al control. Cada barra representa el promedio de n=3
experimentos (+/- S.E.M.) por grupo. Se realiz6 un andlisis ANOVA de una via seguido de una prueba post-hoc (Tukey)
para comparar los tratamientos p < 0.05 denota el analisis estadistico de las diferencias con respecto al porcentaje de
control
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Figura 9. Efecto de los Agonistas cannabinoidesAEA, Meth-AEA y CP-55940 sobre la viabilidad celular en la linea de
céancer de recto SW-837 mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazolio bromida (MTT). SW-837 fue tratada
a diferentes concentraciones de cannabinoides (0.5, 2.5 y 5 micromolares) y evaluado a las 24 hrs. Los resultados son
mostrados como el porcentaje de viabilidad relacionado al control. Cada barra representa el promedio de n=3
experimentos (+/- S.E.M.) por grupo. Se realiz6 un andlisis ANOVA de una via seguido de una prueba post-hoc (Tukey)
para comparar los tratamientos p < 0.05 denota el andlisis estadistico de las diferencias con respecto al porcentaje de
control
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Figura 10. Imagen en la que se observan los cambios morfolégicos en forma progresiva de acuerdo a los tres diferentes
cannabinoides
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Figura 11. Prueba de Southern blot en la cual no se
demuestran cambios en cuanto al patron de muerte de los
diferentes cannabinoides comparado con controles.
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Discusion

En éste trabajo se muestran los efectos de tres agonistas cannabinoides, anandamida,
meth-anandamida y CP, los cuales se relacionaron con cambios morfologicos, y con la
actividad mitocondrial. Evaluamos los mecanismos de muerte en las células de
adenocarcinoma de Recto de alto grado, los cuales fueron probados a tres tiempos
diferentes y en tres concentraciones diferentes de canabinoides endbégenos y sintéticos.
En los diferentes experimentos, los tres cannabinoides mostraron efectos similares
alterando la morfologia celular, desagrupando las células y mostrando rasgos de muerte

celular manifestados por picnosis y formacion de vacuolas.

En éste estudio se mostré que empleando la concentracion mas alta de 5 micromolar, a
las 24 h observamos los mayores cambios en la dispersion celular, formacion de vacuolas
y mayores cambios en la morfologia citoplasméatica, sin embargo, aCP y anandamida, no
se mostraron cambios tan significativos en la morfologia. De igual manera los cambios
morfolégicos son diferentes lo que reflejaria la activacion de mecanismos diferentes
asociados a autofagia comparandolo con los resultados morfolégicos con
metaanandamida asociada a mecanismos necréticos. En los estudios de Greenhough
(Greenhough 2007), se muestra con las linea celular de cancer de colon inhibicién de las

vias de RAS/MAPK y PI3K-AKT relacionadas con apoptosis y autofagia respectivamente.

Los ensayos mostrados en otros estudios sobre cancer de colon, que fue tomado como
semejanza y se abarca como una entidad Unica “colorrectal” no permite diferenciar el
comportamiento biolégico entre las diversas zonas que ya son conocidas por presentar
patrones neoplasicos moleculares diferentes, porque al no encontrar trabajos sobre
cancer de recto en cultivos celulares y mostrar los efectos de los cannabinoides, se
buscaron como analogia los realizados en la linea celular SW 480 la cual pertenece a
cancer de colon y el uso de THC, la cual muestra un efecto en la supervivencia celular
dependiente de concentracion y en gran medida relacionado a apoptosis, sin embargo
participan otras vias alternas para poder ésta ser evaluada. y demostré en el estudio que
la via probablemente implicada es a través del receptor CB1 ante la inhibicién de RAS-
MAPK/ERK y PI3K-AKT, ademas de haber activado las vias de muerte a través de BCL-2
llevandolas a muerte celular programada, lo cual fue comprobado mediante el bloqueo de

BAD se comprueba ésta actividad. (Greenhough, 2007). En otro estudio en el cual se

24



utilizé un cannabinoide sintético de nombre WIN 55212 y Cannabidiol en el mismo cultivo
celular de cancer de colon SW 480 se demostré que los cannabinoides inhiben la
proliferacién celular e inducen apoptosis mediada a través de los receptores a
cannabinoides CB1 y CB2. Se mostrd que existe expresion en el mRNA de las fosfatasas
de tirosina las cuales tienen un efecto antineoplasico con los cannabinoides, asi como con
otras sustancias como la curcumina, reveratrol, acido ursoélico, &acido betulico,
sesquiterpenoides y &cido retindico. Se mostr6 en éste estudio que WIN reduce
dramaticamente la fosforilacién de AKT sin reducir la concentracién de AKT no fosforilada,
asi como también induce la fosforilacion de p38 (proteincinasa de estrés). Se utilizé
PARP, proteina caspasa dependiente la cual indica la divisién y actividad de ésta via
apoptotica, junto a caspasa 3, y comprobada ante el uso de SOV (un inhibidor de

fosfatasas, mostrando y recalcando su actividad apoptética. (Sreevalsan 2011)

Se han realizado numerosos ensayos en diferentes lineas celulares empleando agonistas
a receptores CB1 y CB2 en diferentes neoplasias, como en cancer de mama, lengua,
colon, glioma y pulmén (McAllister et al., 2007; Soroceanu et al., 2012; Murase et al.,
2014) (Fong et al., 2003; Minn et al., 2005; Gupta et al., 2007; Swarbrick et al., 2008)
(Morales 2015) (Theocharis 2015) (Massi et al., 2006) (Patsos, 2005) donde se ha visto

actividad antiproliferativa.

En este trabajo proponemos la asociacion de la via autofagica mTORZ1/Raptor/complejo
autofagosoma (ULK1, Atgl3, FIP200), y PI3K/Akt. Para el mecanismo Necrotico la
sefializaciéon primaria a través de los Receptores CB1, CB2 y GRP activada por lipidos
(Maurizio Renna, et al., 2010). Otras vias implicadas en la Necrosis son la via de MAPK,
RhoA-ROCK1/ROCK2 y se ha descrito su regulacion transcripcional por miR-144
(disminuye proliferacion y migracion en cancer de recto). (Lock FE, et al., 2012) (Shang-
Dang, et al., 2015).

Ademas de las vias propuestas, existen otras relacionadas hacia muerte celular como la
via de COX-2 la cual promueve muerte celular en la linea tumoral de Cancer de colon
(Patsos, 2005), y ya descrita ampliamente como mecanismo terapéutico en la inhibicién

de la formacién de pdlipos, (Piazuelo, 2015).
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En otros estudios, se ha visto un incremento en la presencia de calcio idnico intracelular el
cual promueve estrés mitocondrial y libera citocromo C (Maccarrone, 2003), y finalmente
la presencia de Ceramidas, metabolito de los cannabinoides se realciona, a la activacion
de diferentes vias apoptosis, detencién en el ciclo celular, autofagia y como efecto

antiproliferativo (Garcia-Barros, 2014)

Conclusiones

Los agonistas cannabinoides (AEA, Meth- AEA y CP 55 940) como agentes antitumorales
son altamente efectivos para favorecer procesos de muerte celular en células tumorales,
en especifico durante éste experimento en células de adenocarcinoma rectal, el cual fue
mas evidente al alcanzar las 24 horas, sin embargo cada uno de ellos realizé éstos
cambios en diferentes tiempos a menor concentracion CP-55940 mostré gran actividad,
sin embargo ante mayores concentraciones y a mayor tiempo, se evidenciaron mayor
namero de cambios de vacuolizacion y picnosis con Meth-AEA, sin embargo
significativamente fue mas efectivo CP-55940 en el método comprobacional grafico. Los

procesos aun se encuentran en vias de investigacion.
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