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1. Resumen

El cancer, es una de las enfermedades con mayor incidencia y mortalidad a nivel
mundial, el cancer de mama, pulmény cuello uterino se encuentran en primer, tercer
y quinto lugar respectivamente. En México, las mayores tasas de mortalidad en
hombres se deben al cancer de pulmédn, prostata y gastrico, en cuanto a la poblacién
femenina, las tasas de mortalidad se deben al cancer de mama, cervicouterino y
gastrico.

Actualmente los tratamientos mas utilizados contra el cancer son la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia y son efectivos cuando el cancer es detectado en
etapas tempranas, sin embargo, resultan ser ineficientes cuando la enfermedad se
encuentra en estadios avanzados o en pacientes metastasicos. Los farmacos
utilizados para el tratamiento del cancer presentan una actividad antiproliferativa cuyo
mecanismo de accion esta basado en inducir un dafio en el ADN celular o
componentes que participan en el mecanismo que regula la division celular, generando
en las células una muerte necrética, asi como, una respuesta inflamatoria que produce
efectos secundarios que ponen en riesgo la vida del paciente. Ante esta situacion,
surge la necesidad de buscar nuevos compuestos de origen natural que sean
selectivos y presenten baja citotoxicidad para combatir el cancer. Al respecto, los
flavonoides han generado un fuerte interés debido a sus diversas actividades
biolégicas, destacando la actividad antitumoral. No obstante que los flavonoides han
sido fuertemente estudiados, aln existen flavonoides cuya actividad antiproliferativa,
necrética y apoptética aun no ha sido evaluada. Al respecto, la Patuletina es un
flavonoide extraido del género Tagetes (flor de cempasuchil) del cual existe poca
evidencia de sus propiedades bioldgicas, por tal motivo, en el presente trabajo se
evalué la actividad antiproliferativa, necrética y apoptotica del flavonol Patuletina sobre
la linea de cancer cervicouterino (CaSki), mama (MDA-MB-231 y pulmén (SK-LU-1),
con el fin de aportar informacion acerca de este compuesto. Los resultados obtenidos,
mostraron que la Patuletina afecta la proliferacion celular de las tres lineas tumorales
de manera dependiente de la dosis, con una ICs de 18, 37 y 86 pug/ml
respectivamente. El efecto necrético del compuesto fue evaluado cuantificando la
actividad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) en los
sobrenadantes de los cultivos celulares, obteniendo que la Patuletina induce una baja
o nula actividad necrotica en las tres lineas celulares, indicando que el decremento en
el nimero celular inducido por la Patuletina es debido a una causa diferente a la
muerte necrética. Al respecto, las células tratadas con la Patuletina generaron
cuerpos apoptoticos, presentaron una condensacién de la cromatina nuclear,
mostraron una contraccion celular y una pérdida de las prolongaciones
citoplasméticas, que en conjunto con la positividad a la caspasa-3 activa, indican que
la Patuletina induce a las células CaSki, MDA-MB-231 y SK-LU-1 a una muerte
apoptética. Respecto a las células no tumorales, la Patuletina afect6 la proliferacion
de las células linfociticas a las concentraciones de 18, 37 y 86 pg/ml de manera
significativa, sugiriendo que la actividad antiproliferativa de la Patuletina no es
selectiva, sin embargo, la nula o baja actividad de LDH registrada en los cultivos de
linfocitos tratados con la Patuletina, indican que el decremento en el numero celular es
debido a una muerte diferente a la necrética, indicando que la Patuletina no induce
muerte necroética en células tumorales ni en células no tumorales y que los efectos
colaterales relacionados con la actividad necrética serian menores. Estos resultados
permiten establecer que la Patuletina podria ser un digno candidato para ser evaluado
Como un agente con potencial terapéutico contra el cancer.
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2. Marco Teoérico

La célula es la unidad méas pequefia capaz de manifestar las propiedades del ser vivo.
Todos los organismos vivos estan compuestos por una 0 mas células que se originan
de otras células preexistentes. La célula crece y se multiplica, sintetizando sus
constituyentes, utilizando elementos del medio extracelular (Curtis & Schnek, 2006;
Malillet, 2002).

La division celular es esencial para la vida ya que mantiene relativamente constante el
numero de células totales en un organismo. Las células en division pasan por un ciclo
celular, una secuencia ordenada de eventos que van desde el momento en que la
célula se divide para formar dos células hijas hasta el momento en que dichas células
hijas se dividen otra vez. Antes de que ocurra la divisién celular, la célula duplica de un
modo general, todo lo contenido en el citoplasma y duplica de manera precisa su ADN
cromosémico preparandose para la division (Campbell et al., 2001). La decision de
una célula normal de replicar el ADN y duplicarse se ve influida por la sefalizacion
extracelular (Blagosklonny & Pardee, 2002).

2.1 Ciclo celular

El ciclo celular es un conjunto de eventos ordenados que coordinan la duplicacion del
material genético y citoplasmico de una generacién celular a la siguiente que culmina
con el crecimiento de la célula y su division. Para que el ciclo celular progrese de
forma apropiada, toda célula eucariota debe seguir un correcto programa genético, el
cual hace que pase por diferentes fases y culmine en la division y proliferacién celular
(Alvarado & Mayani, 2006; Rodriguez et al., 2004).

La secuencia de eventos que se producen cuando se estimula una célula para crecer y
dividirse constituye el ciclo celular. Inicia con células en reposo (fase GO0), las cuales
tienen que ser estimuladas por factores de crecimiento con el fin de entrar en el ciclo
celular (Lagunas et al., 2014).

Un ciclo celular tipico se da en cuatro fases, para su estudio se divide en interfase (G1,
Sy G2)y fase M (mitosis) que se divide en profase, prometafase, metafase, anafase,
telofase y citocinesis. (Fig.1). En la fase G, la célula es metabdlicamente activa, se
produce la acumulacién del ATP necesario para el proceso de divisibn y crece
continuamente debido a la sintesis de proteinas y de ARN. La fase S (sintesis) es la
segunda fase del ciclo celular; donde se lleva a cabo la duplicacion del ADN, vy
cromosomas. La fase S, es seguida por lafase G ,, durante la cual el crecimiento
celular continda al igual que la sintesis de proteinas y ARN en preparacion para la
mitosis. La fase M ( mitosis ) es la division celular en la que una célula progenitora se
divide en dos células idénticas, de tal modo que cada célula hija obtenga una copia
del material genético. Esta fase se subdivide en profase, prometafase, metafase,
anafase, telofase y citocinesis. El final de la mitosis da cabida a un nuevo ciclo en G1 o
puede que la célula entre en fase GO que corresponde a un estado de reposo especial
caracteristico de algunas células, en el cual puede permanecer por dias, meses y a
veces afios (Lomanto et al., 2003; Lagunas et al., 2014; Cooper, 2000).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3337/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3163/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3184/
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Fig.1. Ciclo Celular. Se observan un conjunto de cambios en la célula desde que se ha formado
por divisién celular de otra célula hasta que se divide nuevamente para dar lugar a nuevas células
hijas. El ciclo comprende las etapas G1l, S, G2 y M. (tomado y modificado de:
http://biologiacampmorvedre.blogspot.mx/2013/02/bloque-ii_4750.html).

Para que se puedan llevar a cabo los diferentes eventos de la progresion del ciclo
celular que alterna procesos de proliferacion y procesos de diferenciacion, es
necesaria la participacion de diversas moléculas que, junto con las condiciones del
medio, controlan la duplicacion celular. Tal es el caso de las cinasas dependientes de
ciclinas (Cdk) (Alvarado & Mayani, 2006). Estas proteinas desempefian una funcién
reguladora clave en la transicion del ciclo celular. Cabe aclarar que en realidad tanto la
ciclina como la cinasa constituyen una sola macromolécula con actividad enziméatica
de cinasa, sin embrago, ninguna de las dos son funcionales cuando estan separadas.
Todas las cinasas que dependen de las ciclinas se encuentran relacionadas, unas con
otras, desde el punto de vista estructural, y todas requieren mantenerse asociadas con
sus respectivas ciclinas para ejercer su actividad. La regulacion de la actividad cinasa
se lleva a cabo principalmente por dos mecanismos: fosforilacion y desfosforilacién
(Aguirre & Sotelo, 2008).

Las ciclinas, con sus CDK unidas y activadas, funcionan durante distintas etapas del
ciclo celular. Como sugiere su nombre, el nivel de cada ciclina aumenta o disminuye
independientemente dentro de las fases del ciclo (Israels & Israels, 2001).

Se sabe que CDK4, CDK2 y CDK5 se expresan conjuntamente con las ciclinas D1,
D2, D3, E, Ay B, durante la progresion de la fase G1 a la fase M (mitosis). EI complejo
CDK4-D funciona tempranamente en respuesta a factores de crecimiento. Los
complejos CDK2-E y CDK2-A son esenciales para la replicacion del ADN, y los
complejos CDK2-A y CDK2-B son importantes para la mitosis.
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Cuando existe algun dafio genético, los mecanismos de control transcripcional de los
complejos CDK-ciclina inducen la interrupcion del ciclo celular hasta que el dafio se
corrige (Peralta et al, 1997).

Los puntos de control evitan la progresion del ciclo celular en presencia del ADN
dafiado, dando tiempo para que la reparacién se produzca al mismo tiempo y se
prevengan alteraciones genéticas capaces de propagarse en las generaciones
posteriores. Consistentemente, los puntos de control proporcionan una barrera para el
desarrollo del cancer (Lagunas et al., 2014).

Puntos de Control

Se conocen dos estadios donde operan los puntos de control en el ciclo celular: uno al
final de la fase G1y la entrada a la fase S, y el otro, en la transicion de la fase G2 a la
fase M. De manera general, en la mayoria de los casos, la interrupcion de la
proliferacién celular ocurre cuando la integridad del genoma ha sido comprometida
(Peralta et al, 1997).

Uno de los mas claramente definidos de estos puntos de control se produce en G2 y
evita la iniciacién de la mitosis hasta que la replicacién del ADN se ha completado.
Este punto de control de G2 detecta ADN dafiado y sin replicar, que genera una sefal
que conduce al paro del ciclo celular. Este arresto permite tiempo para que el dafio
sea reparado, en lugar de ser pasado a las células hijas. El dafio del ADN también
retarda la progresion de las células a través de la fase S y detiene la progresion del
ciclo celular en un punto de control en G1 (Fig. 2). Este arresto de G1 puede permitir la
reparacion del dafio que tiene lugar antes de que la célula entre en fase S, donde el
ADN dafiado seria replicado.

La detencion en el punto de control G1 estd mediada por la accién de una proteina
conocida como p53, que se induce rapidamente en respuesta al ADN dafiado.
Curiosamente, el gen que codifica p53 es frecuentemente mutado en canceres
humanos (Cooper, 2000).

Desalienacion

ADN no replicado o o
cromosémica

dafiado

| |
| Gy |
kA 2

Iu "1 |

\ F

\&_, /&’@
N g

ADN dafado

Fig.2. Puntos de control del ciclo celular. Un punto importante detiene las células en G 2en
respuesta a ADN dafiado o sin replicar. La presencia de ADN dafiado también conduce al paro del
ciclo celular en en G 1. Otro punto de control, en fase M, detiene la mitosis si los cromosomas no
estan correctamente alineados en elhuso mitético. Tomado y modificado de:
https://lwww.nchi.nlm.nih.gov/books/NBK9876/figure/A2444/?report=objectonly.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3010/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3163/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3184/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A2977/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/def-item/A3185/
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Transicion G1/S

La progresion a través de G1 es regulada por un mecanismo complejo que involucra
tres Cdks (Cdk2, Cdk4 y Cdk6) (Fig.3).

La CDK4 y CDK®6 en asociacion con ciclinas de tipo D se activan para la transicion de
la fase G1 a S. El complejo ciclina E-CDK2 es importante durante la transicion de
la fase G :-S, la ciclina A-CDK2 y ciclina A-CDK1 son importantes durante
la progresion de la fas S-Gg, respectivamente. (Aguirre & Sotelo, 2008; Suryadinata et
al., 2010; Alvarado & Mayani, 2006)

En células de mamiferos, la progresion de la fase G1 a S también esta regulada por la
proteina de retinoblastoma (Rb), una proteina supresora de tumor que desempefia un
papel fundamental en el control negativo de ciclo celular y en la progresion tumoral
(Lagunas et al., 2014).

Transicion G2/M

Respecto a la transicion de la fase G2 a la fase M, ésta es inhibida por el dafio y
replicacién alterada del ADN. Los puntos de control evitan la segregacién de
cromosomas alterados.

La transicion G2-M y la progresién de M son influidas principalmente, por el complejo
ciclina B/CDC2 vy ciclina B/CDK2. En esta fase también actia el complejo ciclina
B/CDK1 o MPF (promotor de la fase M) (Fig.3).

Entre los inhibidores de esta transicidn se encuentra la proteina p21 que se une al
complejo Ciclina B/CDC2 (CDK1) para bloquear la entrada a la mitosis. Otra proteina
es GADDA45 de la via de p53, que también se puede unir al complejo Ciclina B/CDC2
(CDK1) para inhibirlo.

Las proteinas pRb y p53 desempefian un papel importante en la regulacién del ciclo
celular e interviene en la toma de decisiones para llevar a la célula hacia la progresion
del ciclo, detencién temporal, quiescencia, diferenciacion, senescencia 0 muerte
celular (Lagunas et al., 2014: Rodriguez et al., 2004: Peralta et al., 1997).

CyclinB/CDK1
Cyclin D/CDK4/6
M G,
)Cvclin E/CDK2
Cyclin A/CDK1

Cyclin A/CDK2

Fig.3.En células de mamiferos diferentes complejos ciclina-CDK regulan la progresion de
las células a través de las diferentes fases del ciclo celular. Tomado y Modificado de:
http://www.bioscirep.org/content/30/4/243.

Las células de un organismo multicelular son miembros de una comunidad altamente
organizada. El numero de células en esta comunidad esta estrechamente regulado, no
simplemente controlando la tasa de division celular, sino también controlando la tasa
de muerte celular (Alberts et al., 2002).
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El ndmero de células que componen un tejido en un organismo adulto permanece,
dentro de ciertos limites, constante; las células que mueren se sustituyen por otras,
proceso que esta regulado y que asegura el mantenimiento de un balance adecuado
entre la pérdida, la renovacion y la diferenciacion celular. Se calcula que el cuerpo
humano produce y erradica cada dia miles de millones de células. El recambio celular
en los tejidos de un organismo se fundamenta en el mantenimiento de un equilibrio
(homeostasis) entre proliferacion y muerte celular a fin de garantizar la poblacion
adecuada en cada momento (Lizarbe, 2007).

2.2 Muerte Celular

El estado normal o fisiolégico de un organismo se consigue con respuestas celulares
que permiten a las células y a los tejidos adaptarse y sobrevivir en las condiciones de
su entorno y responder adecuadamente a estimulos. Para ello, una variedad de
sistemas y procesos estan implicados en el mantenimiento de la integridad celular,
desde la membrana celular (procesos de endocitosis y exocitosis), a cambios
metabdlicos y de expresion génica, o a los mecanismos de defensa y a los sistemas
de reparacién. Sin embargo, un dafio irreversible puede hacer que se alcance un
punto sin retorno; cambios morfolégicos, funcionales y bioquimicos irreversibles
impiden a las células realizar sus funciones vitales y las arrastran a la muerte. La
muerte de las células puede desencadenarse por multiples causas: pérdida de su
funcién, dafio mecanico, infeccibn por microorganismos o virus, accién de agentes
quimicos toxicos o la falta de nutrientes (Lizarbe, 2007).

2.2.1 Muerte Celular Necrética

Las células que mueren como consecuencia de una agresion aguda en general
aumentan de volumen y estallan, lo cual implica que su contenido se derrama sobre
las células vecinas; este proceso se conoce con el nombre de necrosis celular (Figura
4) (Alberts et al., 2006).

En los seres humanos, la muerte celular necrética generalmente ocurre en respuesta a
los cambios severos en condiciones fisiologicas, incluyendo la hipoxia, isquemia,
hipoglucemia, exposicion a toxinas, la exposicion a los metabolitos reactivos de
oxigeno, los cambios extremos de temperatura, la privacion de nutrientes y cualquier
otra condicion que genere caida de ATP. Esto crea cambios que, histologicamente,
estan representados por desorganizacion y lisis del citoplasma, con dilatacion del
reticulo endoplasmatico y las mitocondrias, disolucion de la cromatina y pérdida de la
continuidad de la membrana citoplasmatica (proceso de oncosis). EI ADN es partido
en fragmentos irregulares al azar. Debido a la pérdida de la integridad de la membrana
celular, el contenido del citoplasma es volcado al espacio extracelular, produciéndose
la atraccion de células inmunes en el area, lo que genera el proceso de inflamacion
(Adolfo, 2002; Syntichaki & Tavernarakis, 2002).

2.2.2 Muerte Celular Apoptética

El segundo tipo de muerte celular es conocido como muerte celular programada o
apoptosis, la célula muere sin provocar dafios en las células adyacentes. Una célula
en via de apoptosis se retrae y condensa, el citoesqueleto se colapsa, la envoltura
nuclear se desensambla y el ADN nuclear se fragmenta. Lo més importante es que la
superficie celular se altera, mostrando propiedades que hacen que la célula moribunda
sea fagocitada rdpidamente, ya sea por una célula vecina o por un macréfago, antes
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de que se produzca una fuga de su contenido, permitiendo que los componentes
organicos de la célula muerta sean reciclados por la célula que la ingiere (Figura 4)
(Alberts et al., 2006).

En este proceso las células se autodestruyen sin desencadenar reacciones de
inflamacién ni dejar cicatrices en los tejidos. La apoptosis es por tanto considerada
como una muerte natural fisiolégica; eliminacibn de células no deseadas y de
estructuras innecesarias. Resultando en un mecanismo de eliminacién de células no
deseadas, dafiadas o desconocidas (Jordan, 2003; Jacobson & Raff, 1997).

Los procesos apoptéticos se caracterizan por cambios bioquimicos y morfoldgicos
como: incremento moderado, pero sostenido, de la concentracién de calcio libre
citoplasmético ([Ca+2]), diferencia clara frente a los procesos de necrosis, donde su
aumento es drastico, alteracién en la conformacion de elementos del citoesqueleto,
condensacion y fragmentacién de la cromatina, translocacion de la fosfatidilserina,
fosfolipido que se encuentra en la cara interna de la membrana, se expone en la
superficie y se une a receptores de las células fagociticas (macréfagos y células
dendriticas) que fagocitan los cuerpos apoptéticos, las células fagociticas segregan
citoquinas que inhiben la inflamacion (Jordan, 2003; Guido & Joris, 1995; Cascales,
2003).

La muerte apoptética puede ser desencadenada por diferentes sefiales intra o
extracelulares. Las primeras son, en muchos casos, originadas por estrés biologico, el
cual provoca la liberacion de citocromo C de la mitocondria (via intrinseca), mientras
que algunas de las sefales extracelulares desencadenan el proceso apoptotico al
unirse a su ligando presente en la membrana plasmética de la célula blanco (via
extrinseca). La naturaleza de los inductores puede ser fisioldgica (hormonas,
citocinas), biolégica (bacterias, virus, parasitos), quimica (farmacos) o fisica
(radiaciones) (Sanchez & Diosdado, 2003).

La maquinaria de transmision de las sefiales apoptoticas es compleja. Se puede iniciar
a través de distintas vias dependiendo del estimulo recibido por la célula. Una vez
iniciada la sefial, ésta se transmite a través de distintas proteinas adaptadoras. Sin
embargo, todas las sefiales convergen al final en la activacion de una familia de
cistein-proteasas, denominadas caspasas, que cortan a la proteina diana detras de un
residuo de aspartico, de ahi el nombre que reciben (cystein-dependent aspartate-
directed proteases) (Lizarbe, 2003).

Existen descritas 14 caspasas diferentes en mamiferos, de las cuales 12 se han
descrito ya en humanos .Tanto la apoptosis inducida por unién del receptor con su
ligando (via extrinseca), como la desencadenada por la liberacion del citocromo C al
citoplasma (via intrinseca), provoca la activacion de estas enzimas. Las caspasas son
sintetizadas como zimdgenos, por lo que requieren de un procesamiento proteolitico
para volverse activas. En su forma nativa las caspasas constan de tres dominios: un
prodominio N-terminal, un dominio que genera una subunidad grande (p20) y un
dominio que da lugar a una subunidad enzimatica pequefa (p10). La enzima madura
es un heterodimero que contiene dos heterodimeros p20/pl10, por lo que la forma
activa cuenta con dos sitios activos independientes. Las caspasas participan en la
destruccion de la lamina nuclear, en la activacion de CAD (caspase activated Dnase) e
inducen a la célula a expresar sefiales que las marcan para ser fagocitadas (Sanchez
& Diosdado, 2003).

Se han identificado diez caspasas principales que intervienen en la apoptosis y se han
categorizado ampliamente en iniciadoras (2, 8, 9,10), efectoras o ejecutoras (3, 6, 7) y
caspasas inflamatorias (1, 4, 5) (Arias et al., 1999; Elmore, 2007).
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En general, son dos las vias que conducen a la activacion de las caspasas. Una es la
mediada por ligandos que se unen a receptores en la superficie celular; y la otra es la
mediada por estrés celular o por lesibn en el ADN. Estas dos vias, también

denominadas extrinseca e intrinseca, respectivamente (Cascales, 2003).
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Fig. 4. Tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis. Durante la necrosis la célula aumenta su tamafio
provocando lisis, vertiendo su contenido citoplasmatico al medio exterior, lo que genera inflamacion. En
cuanto a la apoptosis, presenta una condensacion de la cromatina, fragmentacién celular y formacién de
cuerpos apoptoticos los cuales son eliminados por células fagociticas. (Tomado y modificado de:
http://patologiabcom6.blogspot.mx/2014/05/blog-post.html).

e Via Extrinseca

Las vias de sefializacion extrinseca que inician la apoptosis implican interacciones
mediadas por receptor transmembrana. Estos implican receptores de muerte que son
miembros de la superfamilia del gen del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF),
recibiendo sefiales proapoptéticas desde el exterior y de las células vecinas. Dos
familias de receptores se han identificado con estas caracteristicas: la proteina Fas y
el factor de necrosis tumoral (TNF) (Elmore, 2007; Pérez & Lie, 2012).

La via extrinseca es mediada por la activaciéon de receptores, como la uniéon de un
ligando de muerte (FasL) a su receptor especifico (Fas) en la superficie celular. La
union ligando receptor conduce a la formacion de un complejo homotrimérico, que
seguidamente recluta factores citosoélicos, tales como FADD y caspasa 8, formando el
complejo DISC. La formaciébn de DISC conduce a la activacion de caspasas
iniciadoras tales como caspasa 8, la cual posteriormente rompe y activa a la caspasa
efectora, caspasa 3 (Rojas et al., 2009).

Ademas de lo antes citado, la caspasa 8 puede activar a Bid (miembro proapoptético
de la familia Bcl-2) e inducir la liberacion del citocromo C y Apaf-1 de la mitocondria
para formar el apoptosoma y activar también la via intrinseca (Sanchez & Diosdado,
2003).
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Otro grupo de receptores de muerte se ha caracterizado y muestran diferentes
ligandos de muerte conocidos como ApoZ2L, y los TRAIL (ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF). Las células cancerigenas, pueden mostrar una sensibilidad
relativa hacia la apoptosis mediada par TRAIL (Rojas et al., 2009).

e Viaintrinseca o mitocondrial

Como su nombre lo indica, la via intrinseca se inicia dentro de la célula. Los estimulos
internos, tales como un dafio genético irreparable, la hipoxia, concentraciones
extremadamente altas de calcio citosélico y un stress oxidativo severo, son todos
disparadores de la iniciacion de la via mitocondrial intrinseca (Sosa, 2012).

Todos estos estimulos causan cambios en la membrana mitocondrial interna que da
lugar a una apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (MPT), la
pérdida del MPT provoca la liberacibn de proteinas proapoptéticas normalmente
secuestradas desde el espacio intermembranal hacia el citosol (citocromo c,
smac/DIABLO y serina proteasa HtrA2 / Omi) (EImore, 2007).

En el citosol, el citocromo C liberado de la mitocondria se une a Apaf-1 y una vez
unido y en presencia de dATP o ATP se forma el complejo conocido como
apoptosoma, el cual recluta y activa a la procaspasa 9, la cual puede a su vez activar a
las caspasas 3, 6 y 7, lo que desencadena las ultimas fases de la apoptosis .Por otro
lado, la salida de la proteina llamada SMAC/DIABLO la cual es un inhibidor de los
inhibidores de caspasas (IAPS) también sale de la mitocondria permitiendo que la
apoptosis continte de forma natural (Sanchez & Diosdado, 2003; Pérez & Lie, 2012).

Esta via est4 estrechamente regulada por un grupo de proteinas que pertenecen a la
familia Bcl-2 (Sosa, 2012).

Las proteinas de la familia de Bcl-2 se agrupan en proteinas antiapoptéticas que
incluyen Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, Mcl-1 y proteinas proapoptéticas
incluyen Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik y Blk. Estas proteinas tienen una
importancia especial, ya que pueden determinar si la célula se compromete a la
apoptosis o0 aborta el proceso. Se cree que el principal mecanismo de accién de la
familia de proteinas Bcl-2 es la regulacion de la liberacion del citocromo c de las
mitocondrias a través de la alteracion de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial (Elmore, 2007; Pérez & Lie, 2012).

La via mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de muerte, ya
gque una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la
proteina Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activacion de la
caspasa-9 (Pérez & Lie, 2012).

La apoptosis es un proceso celular ordenado y orquestado que ocurre en condiciones
fisioldgicas y patoldgicas. Una comprension de la apoptosis es importante, ya que
desempefia un papel fundamental en la patogénesis de muchas enfermedades. En
algunos, el problema se debe a una apoptosis excesiva, como en el caso de
enfermedades degenerativas, mientras que en otros, muy poca apoptosis es el
culpable. El cancer es uno de los escenarios donde se produce muy poca apoptosis,
dando lugar a células malignas que no mueren y la resistencia a los farmacos contra el
cancer. Segun Kerr et al., los mecanismos por los cuales se produce la evasion de la
apoptosis pueden ser divididos en: 1) equilibrio interrumpido de proteinas
proapoptoéticas y antiapoptoticas, 2) funcion de caspasa reducida y 3) alteracion de la
sefializacion del receptor de muerte (Wong, 2011).
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2.3 Cancer

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células.
Puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el
tejido circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo.
Muchos tipos de cancer se podrian prevenir evitando la exposicion a factores de riesgo
comunes como el humo de tabaco. Ademas, un porcentaje importante de canceres
pueden curarse mediante cirugia, radioterapia 0o quimioterapia, especialmente si se
detectan en una fase temprana (OMS, 2017).

2.3.1 Factores de riesgo del cancer

Los mecanismos por los que se produce y desarrolla el cancer no se conocen con
exactitud. Se piensa que puede ser debido a mutaciones espontaneas de los genes o
por la accién de algun factor externo. A los agentes externos se les denomina factores
de riesgo o0 agentes carcindgenos. Son las sustancias que, en contacto con un
organismo, son capaces de generar en él enfermedades cancerosas. Su naturaleza es
variada, habiéndose encontrado factores fisicos, quimicos y biol6gicos (ACCE, 2017).

Para que el cancer se origine deben producirse de cuatro a seis mutaciones o
alteraciones genéticas celulares, por lo que todo apunta a que los factores de riesgo
deben estar en contacto con el organismo durante un considerable periodo de tiempo
(afios). En algunos casos, las personas presentan una predisposicion genética al
desarrollo de ciertos canceres. Esto ocurre porque se heredan genes ya alterados
(ACCE, 2017).

La mayoria de los carcin6genos quimicos estan relacionados con actividades
industriales. Ademas, independientemente de su composicién, la capacidad de una
sustancia para producir cancer va a depender de la cantidad de dosis recibida y del
tiempo de exposicién a la sustancia. El amianto, arsénico, benceno, cadmio, mercurio,
niquel, plomo, hidrocarburos clorados, naftilamina, son algunos de los agentes con
actividad carcinogénica mas usuales.

Entre los agentes fisicos destacan las radiaciones ionizantes (rayos X), las radiaciones
no ionizantes (rayos ultravioleta del sol) y las radiaciones que emite la propia corteza
terrestre (radén). Otra fuente de agentes fisicos cancerigenos es la provocada por
accidentes nucleares (ACCE, 2017).

En los ultimos afos los agentes bioldgicos estdn tomando cada vez mas protagonismo
en la carcinogénesis humana. Hoy dia sabemos que el 18% de los canceres son
atribuibles a infecciones persistentes provocadas por virus, bacterias o parasitos, entre
los que destacan el virus del papiloma humano (cancer de cuello uterino), el virus de la
hepatitis B (cancer de higado) y el Helicobacter pylori (cancer de estémago) (ACCE,
2017).

El consumo de tabaco y alcohol, la dieta malsana y la inactividad fisica son también
factores de riesgo de cancer en todo el mundo. Algunas infecciones crénicas también
constituyen factores de riesgo, y son mas importantes en los paises de ingresos
medios y bajos (OMS, 2014).
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2.4 Céancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino es el cuarto cancer mas comuan en las mujeres y el séptimo en
general, con 528,000 casos nhuevos estimados en 2012 (GLOBOCAN, 2012). En
México el CaCu es la primera causa de muerte por neoplasias en mujeres mayores de
25 afios (Chavaro et al., 2009).

El cancer cervicouterino se origina en las células que revisten el cuello del Gtero. El
cuello del Utero es la parte inferior del Utero (la matriz). Algunas veces se le llama
cérvix uterino. El cuerpo del Utero (parte superior) es el lugar donde se desarrolla el
feto. El cuello uterino conecta el cuerpo del Gtero con la vagina. La parte del cuello
uterino mas cercana al cuerpo del Utero se llama endocérvix. La parte proxima a la
vagina, es el exocérvix (o ectocérvix). Los dos tipos principales de células que cubren
el cuello del Utero son las células escamosas (en el exocérvix) y las células
glandulares (en el endocérvix). El punto en el que estos tipos de células se encuentran
se llama zona de transformacién (Fig.5). La ubicacién exacta de la zona de
transformacién cambia a medida que envejece y al dar a luz. La mayoria de los
canceres de cuello uterino se origina en las células de la zona de transformacion
(ACS, 2016).

Trompas c;e Falopio
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Fig.5. Zona de transformacion. La parte del cuello uterino mas cercana al cuerpo del Utero se
llama endocérvix. La parte proxima a la vagina, es el exocérvix. Los dos tipos principales de
células que cubren el cuello del Gtero son las células escamosas (en el exocérvix) y las células
glandulares (en el endocérvix). Estos dos tipos de células se encuentran en un lugar llamado zona
de transformacion. (Tomado y modificado de: https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-cuello-
uterino/acerca/que-es-cancer-de-cuello-uterino.html).

Existen dos tipos principales de céancer de cuello uterino: el carcinoma de células
escamosas y el adenocarcinoma. Aproximadamente un 80% a 90% de los canceres
de cuello uterino son carcinomas de células escamosas. Estos canceres se originan
de células en el exocérvix. La mayoria de los tipos de cancer de cuello uterino
(cervicales) restantes son adenocarcinomas. Los adenocarcinomas son canceres que
se originan de células glandulares. El adenocarcinoma cervical se origina en las
células de las glandulas productoras de mucosidad del endocérvix. Con menor
frecuencia, el cancer de cuello uterino tiene caracteristicas tanto de los carcinomas de
células escamosas como de los adenocarcinomas. Estos tumores se llaman
carcinomas adenoescamosos o0 carcinomas mixtos (ACS, 2016).
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2.4.1 Factores de Riesgo

Los factores de riesgo para el cancer cervical incluyen:

Numero de compaferos sexuales. Existe una relacion directamente
proporcional entre el riesgo de lesion intraepitelial y el nimero de parejas
sexuales. Esta exposicion se ha relacionado basicamente con la probabilidad
de exposicion al VPH (Mayo Clinic, 2017: Ortiz et al., 2004).

Actividad sexual temprana. Tener relaciones sexuales a una edad temprana
(17 afios 0 menos), implica la aparicion de mdultiples comparieros sexuales, con
el consiguiente riesgo dado por dichos compafieros. Se ha demostrado
también que en la adolescencia los tejidos cervicouterinos son mas
susceptibles a la accién de los carcinbgenos (Mayo Clinic, 2017: Ortiz et al.,
2004).

Otras infecciones de transmision sexual (ITS). El tener otras ITS - como la
clamidia, la gonorrea, la sifilis y el VIH/SIDA - aumenta el riesgo de VPH.
Adicionalmente, la coinfeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) facilita el desarrollo de la neoplasia (Mayo Clinic, 2017: Ortiz et al., 2004).
Sistema inmunoldgico débil. Se puede ser mas propenso a desarrollar
cancer de cuello uterino si el sistema inmunoldgico se debilita. Las mujeres con
sistemas inmunoldgicos débiles (como los que tienen VIH / SIDA) son mas
susceptibles a adquirir VPH. Los pacientes inmunocomprometidos también
estan en mayor riesgo de tener un precancer cervical que se desarrolla
rapidamente en cancer invasivo (Mayo Clinic, 2017: Health Guide, 2013).

Uso de anticonceptivos. Las mujeres que toman anticonceptivos orales
durante mas de cinco afios tienen un mayor riesgo de cancer de cuello uterino,
pero este riesgo vuelve a la normalidad dentro de unos afios después de que
se detienen las pildoras. Se propone por ejemplo, que el estradiol, en
cooperacion con el virus del papiloma humano, puede activar genes de
respuesta temprana en las células infectadas y aumentan la transcripcion de
las oncoproteinas virales E6 y E7 (CTCA, 2017: Tirado et al., 2005: Castro et
al., 2011).

Fumar. El tabaquismo se asocia con cancer cervical de células escamosas. En
cuanto al tabaquismo, las personas que le rodean estan expuestas a muchas
sustancias quimicas cancerigenas que afectan otros érganos, ademas de los
pulmones. Estas sustancias dafiinas son absorbidas a través de los pulmones
y conducidas al torrente sanguineo por todo el cuerpo. Las fumadoras tienen
aproximadamente el doble de probabilidades respecto a las no fumadoras de
padecer cancer de cuello uterino. Se han detectado subproductos del tabaco
en la mucosidad cervical de mujeres fumadoras (ACS, 2016).

VPH. El factor de riesgo mas importante para el cancer de cuello uterino es la
infeccion con el virus del papiloma humano (VPH) en las mujeres. También es
un factor de riesgo para el cancer de pene en los hombres y anal en hombres y
mujeres. Los mismos tipos de VPH que infectan las areas genitales pueden
infectar la boca y la garganta (OPS-OMS, 2016).

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus de ADN de doble cadena de la familia
de los Papovaviridae. Est4 constituido por aproximadamente 8,000 nucleétidos
(Chavaro et al, 2009).
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Ciertos tipos de VPH pueden causar verrugas que pueden aparecer en o alrededor de
los érganos genitales y en el area del ano. Estas verrugas pueden ser apenas visibles
0 pueden tener varias pulgadas de didmetro. Los dos tipos de VPH que causan la
mayoria de los casos de verrugas genitales son el VPH 6 y el VPH 11. A estos tipos se
les llama VPH de bajo riesgo porque rara vez estan asociados al cancer del cuello
uterino. A otros tipos de VPH se les llama tipos de alto riesgo porgue estan
fuertemente vinculados con canceres, incluyendo canceres de cuello uterino, vulva y
vagina en mujeres, cancer de pene en los hombres, y cancer anal y oral tanto en
hombres como en mujeres. Los tipos de alto riesgo incluyen VPH 16, VPH 18, VPH 31,
VPH 33 y VPH 45, entre otros. Puede que no se presenten signos visibles de infeccién
por un VPH de alto riesgo hasta que se originen cambios precancerosos o cancer.
Alrededor de dos tercios de todos los canceres de cuello uterino son causados por
VPH 16 y 18 (ACS, 2016).

2.5 Cancer de Mama

El cancer de mama es el segundo cancer mas comun en el mundo y, con mucho, el
cancer mas frecuente entre las mujeres con un estimado de 1.67 millones de nuevos
casos de cancer diagnosticados en 2012 (25% de todos los canceres). El cancer de

mama es la quinta causa de muerte por cancer en general (522,000 muertes)
(GLOBOCAN, 2012).

La mama esta constituida por multiples I16bulos y lobulillos donde se produce la leche.
Los Iébulos y lobulillos estan unidos por una serie de tubos denominados conductos
que conducen la leche hacia el pezén. También contiene vasos sanguineos cuya
funcién es proporcionar sangre a la glandula y vasos linfaticos, que son los
encargados de recoger la linfa. Los vasos linfaticos confluyen en pequefias
formaciones redondeadas denominadas ganglios linfaticos. Los ganglios linfaticos mas
cercanos a la mama se encuentran en la axila y a ambos lados del esternén. La
glandula esta rodeada de tejido graso que proporciona consistencia y volumen a la
mama (Figura. 6) (AECC, 2011).

Anatomia de la mama femenina
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Figura.6. Anatomia de la mama femenina. Se muestran los ganglios linfaticos, los I6bulos, los
lobulillos, los conductos y otras partes internas de la mama. Tomado y modificado de:
https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR710874.jpg
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El cancer de mama se origina cuando las células en el seno comienzan a crecer en
forma descontrolada. El cancer de seno se forma en los tejidos de la mama, por lo
general en los conductos (tubos que llevan la leche al pezén) y los lobulillos (glandulas
gue producen la leche). Puede darse tanto en hombres como en mujeres, aunque el
cancer de mama masculino es poco comun. También hay otros tipos menos comunes
de cancer de seno (ACS, 2016: ESMO, 2011).

El cancer de seno se puede propagar cuando las células cancerosas alcanzan la
sangre o el sistema linfatico y llegan a otras partes del cuerpo (ACS, 2016).

Este cancer puede crecer de tres maneras:

e Crecimiento local: el cancer de mama crece por invasioén directa, infiltrando
otras estructuras vecinas como la pared toracica (musculos y huesos) y la piel.

e Diseminacion linfatica: la red de vasos linfaticos que posee la mama permite
que el drenaje de la linfa se efectle a varios grupos ganglionares. Los ganglios
situados en la axila (axilares) son los mas frecuentemente afectados, seguidos
de los situados en la arteria mamaria interna (zona central del térax) y los
ganglios supraclaviculares (encima de la clavicula) (AECC, 2013).

e Diseminacion hematdégena: se realiza a través de los vasos sanguineos
preferentemente hacia los huesos, pulmén, higado y piel (AECC, 2013).

El cancer de seno se puede dividir en diferentes tipos en funcion de la forma en que
las células cancerosas se ven con un microscopio.

La mayoria de los canceres de seno son carcinomas, un tipo de cancer que comienza
en las células (células epiteliales) que revisten los érganos y los tejidos como el seno.
De hecho, los canceres de seno son a menudo un tipo de carcinoma llamado
adenocarcinoma, que es el carcinoma que comienza en el tejido glandular. Otros tipos
de cancer también pueden ocurrir en el seno, como los sarcomas, que empiezan en
las células del musculo, grasa o tejido conectivo (ACS, 2015).

Subtipos de cancer de mama.
A menudo, la enfermedad est& conformada por tres subtipos principales.

e Receptor de hormonas positivo: Las células normales y algunas células
cancerosas del seno tienen receptores que se unen al estrogeno y a la
progesterona. Estas dos hormonas a menudo fomentan el crecimiento de las
células cancerosas del seno. Los canceres de mama que expresan estos
receptores se denominan canceres con receptor de hormonas positivo. Estos
canceres pueden depender de las hormonas estrégeno y/o progesterona para
su proliferacién. Los canceres con receptor de hormonas positivo pueden
aparecer a cualquier edad, pero es posible que sean mas frecuentes en
mujeres posmenopausicas. Aproximadamente, del 60 % al 75 % de los casos
de céncer de mama presentan receptores de estrdgeno y/o progesterona
(ACS, 2015: ASCO, 2014).

e HER2 positivo. Aproximadamente uno de cada cinco cénceres de seno
contiene una cantidad muy elevada de una proteina promotora del crecimiento
llamada HER2. El gen HER?2 instruye a las células a producir esta proteina. A
los tumores con niveles aumentados de HER2 se les conoce como positivos
para HER2. Los canceres que son positivos para HER2 tienen demasiadas
copias del gen HER2, lo que resulta en mayores cantidades de proteina HER2
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de lo normal. Estos canceres tienden a ser mas agresivos, es decir, crecen y
se propagan con mas rapidez que los otros canceres de seno (ACS, 2015).
Triple negativo. Si las células cancerosas del seno no contienen receptores de
estrogeno ni de progesterona y no tienen exceso de HER2, se les llama triple
negativos. Estos canceres tienden a presentarse con mas frecuencia en
mujeres mas jovenes y en mujeres hispanas o de la raza negra. El cancer de
seno triple negativo tiende a crecer y a propagarse mas rapidamente que la
mayoria de los otros tipos de cancer de seno. Debido a que las células
tumorales no tienen receptores hormonales, la terapia hormonal no es util en el
tratamiento de estos canceres. Tampoco son Utiles los medicamentos dirigidos
a HER2, pues estos canceres no tienen exceso de HER2. No obstante, la
gquimioterapia sigue siendo (til. Los canceres de mama triple negativos
constituyen, aproximadamente, el 15 % de los canceres de mama invasivos
(ACS, 2015: ASCO, 2014).

2.5.1 Factores de Riesgo

Envejecimiento: La edad avanzada es el principal factor de riesgo para la
mayoria de canceres. La probabilidad de presentar cancer aumenta a medida
que envejece (NCI, 2017: ESMO, 2011).

Genes: Algunas mutaciones, sobre todo en los genes BRCA1, BRCA2 y p53,
se asocian a un riesgo muy elevado de ese tipo de cancer. El conocimiento
actual sugiere que estos genes anormales causan menos del 10 % de los
canceres de mama. Otros genes que presentan mutaciones son CHEK?2,
PTEN, CDH1, STK11 entre otros (OMS, 2017: ESM0O,2011: ACS, 2015).
Antecedentes familiares de cancer de mama: El riesgo de cancer de seno es
mayor entre las mujeres cuyos parientes consanguineos cercanos
desarrollaron esta enfermedad. Si un familiar de primer grado (madre, hermana
o hija) padece cancer de seno, el riesgo de la mujer casi se duplica. El riesgo
aumenta aproximadamente tres veces, si dos familiares de primer grado
padecen la enfermedad.

Los principales genes implicados en las formas familiares del cancer de mama
son BRCA1 y BRCA2. El riesgo de que una persona portadora de la mutacién
BRCAL1 tenga cancer de mama en algin momento de su vida es de un 80—
85%, con un 60 % de posibilidades de que el cancer sea bilateral (ESMO,
2011: ACS, 2015).

Antecedentes personales de cancer de mama: Haber tenido un cancer de
mama aumenta el riesgo de tener un nuevo cancer de mama en una parte
diferente del seno o en el otro seno (ESMO,2011).

Exposicion a estrégenos y progesterona a lo largo de lavida: Las mujeres
gue han tenido periodos menstruales que comenzaron antes de los 12 afios y
gue terminaron después de los 55 afios o haber presentado el inicio de
la menopausia a una edad tardia tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer
de mama. Las mujeres que no han tenido hijos o que tuvieron su primer hijo
después de los 30 afios aumentan el riesgo (ESMO, 2011: NCI, 2017).
Factores geograficos y sociales: La diferente incidencia del cancer de mama
en los paises desarrollados y los paises en desarrollo puede explicarse en
parte por los efectos de la alimentacion, edad del primer embarazo y numero
de partos (OMS, 2017).

Uso de farmacos que contienen estrégenos y progesterona: El uso de la
pildora anticonceptiva oral, especialmente antes del primer embarazo aumenta
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el riesgo de cancer de mama. Si una mujer ha dejado de tomar la pildora
durante diez afios, el riesgo disminuye. El uso de la terapia hormonal de
reemplazo después de la menopausia aumenta el riesgo de cancer de mama
(terapia que combina estrégenos y progesterona o en menor grado solo con
estrogenos). El riesgo se observa en mujeres que estén usando terapia
hormonal o que la hayan usado recientemente (WCRFI, 2015: ESMO, 2011:
ACS, 2015).

o Radioterapia: Haber recibido radioterapia en la infancia o la adolescencia
(generalmente para el tratamiento de linfomas) aumenta el riesgo de cancer de
mama en la adultez (ESMO, 2011).

e Sobrepeso y obesidad: Tener sobrepeso u obesidad aumenta el riesgo de
tener cancer de mama. Esto es probablemente debido a la produccion de
estrdgenos en los tejidos grasos.

e Tejido mamario denso: Los senos estan formados por tejido adiposo, tejido
fibroso y tejido glandular. Se dice que una mujer tiene el tejido mamario denso
cuando tiene mas tejido glandular y fibroso y menos tejido adiposo y es de 1.2
a 2 veces mayor que las mujeres con una densidad promedio en sus senos.
(ESMO, 2011: ACS, 2015).

e Consumo de alcohol y tabaquismo: El consumo de bebidas alcohdlicas esta

claramente asociado a un aumento en el riesgo de padecer cancer de seno. El
riesgo aumenta con la cantidad de alcohol consumido. Se sabe también que el
consumo excesivo de bebidas que contienen alcohol incrementa el riesgo de
desarrollar otros tipos de cancer, pero los mecanismos no estan claros.
Aln existe controversia entre la asociacion del tabaquismo y el cancer de
mama, pues algunos autores sefalan que los derivados del tabaco, como el
benzopireno, las aminas aromaticas y las nitrosaminas estan implicados en la
carcinogénesis de la mama; otros autores, sin embargo, no han encontrado
asociacion alguna (Aguilar et al., 2012: ESMO, 2011: ACS, 2015).

2.6 Cancer de Pulmdn

El cancer de pulmén es la causa mas frecuente de muerte por cancer en hombres y la
cuarta en mujeres en todo el mundo. En México, el cancer de pulmén es la segunda
causa de muerte por tumores malignos en el hombre y la octava en mujeres y es la
enfermedad mas importante atribuible al tabaquismo. Por lo general, los canceres de
pulmén comienzan en las células que revisten los bronquios y en otras partes del
pulmén, como los bronquiolos o los alvéolos (SMeO, 2016: INCAN, 2015).

Las células cancerosas del pulmoén se pueden diseminar al separarse de un tumor
pulmonar. Pueden viajar a través de los vasos sanguineos o vasos linfaticos para
llegar a otras partes del cuerpo. Después de la propagacion, las células cancerosas
pueden adherirse a otros tejidos y crecer para formar nuevos tumores que pueden
dafar esos tejidos (NHI, 2012).

Existen dos categorias de cancer pulmonar clinicamente importantes considerando el
origen y el comportamiento de las células cancerosas: cancer pulmonar de células
pequefias (CPCP) y el cancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP).

El primero representa aproximadamente el 25% de los canceres pulmonares y es de
comportamiento muy agresivo, proliferando rapidamente. Muestra la mayor relacién
con el tabaquismo. Por su parte, el segundo constituye, aproximadamente, el 75% de
los tipos de cancer pulmonar y se subdivide en tres subtipos (Moctezuma & Patifio,
2009).
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Adenocarcinoma: Alrededor del 40% de los canceres de pulmén son
adenocarcinomas. Este tipo de cancer de pulmén ocurre principalmente en personas
que fuman o que han fumado, pero también es el tipo mas comun de cancer de
pulmoén observado en las personas que no fuman. Este cdncer es mas comudn en las
mujeres que en los hombres. En comparacion con otros tipos de cancer de pulmén, es
mas probable que ocurra en personas jovenes. Por lo general, el adenocarcinoma se
encuentra en partes externas del pulmén. Aunque suele crecer mas lentamente que
otros tipos de cancer de pulmon (SMeO, 2016).

Carcinoma de células escamosas (epidermoide): Aproximadamente un 25% a 30%
de todos los canceres de pulmén son carcinomas de células escamosas. Estos
canceres se originan de células que cubren el interior de las vias respiratorias y
tienden a crecer cerca del centro del pulmén, cerca de una via respiratoria principal
(bronquio). A menudo estan relacionados con antecedentes de tabaquismo (SMeO,
2016: CR-UK, 2017).

Carcinoma (indiferenciado) de células grandes: Este tipo representa
aproximadamente del 10% al 15% de los canceres de pulmén. El cancer puede
aparecer en cualquier parte del pulmén, y tiende a crecer y a propagarse rapidamente,
lo que puede hacer mas dificil tratarlo (SMeO, 2015).

2.6.1 Factores de Riesgo

e Fumar: Es definitivamente el factor de riesgo mas importante. Se cree que
aproximadamente el 80% de las muertes por cancer de pulmén se debe al
habito de fumar. El riesgo de cancer de pulmén entre los fumadores es muchas
veces mayor que entre los no fumadores. Se sabe que deben transcurrir unos
10 afios para la recuperacion del epitelio pulmonar normal, pero abandonar el
habito reduce el riesgo de desarrollar la enfermedad. Ademas el papel del
cigarro contiene alquitranes con hidrocarburos carcinégenos. (Ramos et al.,
2012: ACS,2016).

¢ Humo secundario del cigarrillo: El humo del cigarrillo, las pipas o los puros
gque fuman otras personas (humo secundario) también causa cancer de
pulmén. Cuando una persona no fuma, pero respirar el humo que otros
producen puede aumentar su riesgo de cancer de pulmén. Se cree que el
humo de segunda mano causa mas de 7,000 muertes por cancer de pulmén
cada afio (ACS, 2016: CDC, 2017).

e Radon: Es un gas natural que viene de las rocas y la tierra 'y que puede quedar

atrapado en las casas y otras edificaciones. No tiene olor, sabor ni color. De
acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental, el radén causa unos 20,000
casos anuales de cancer de pulmén, lo que lo convierte en la segunda causa
principal de esta enfermedad.
En el ambiente exterior hay tan poco raddén que probablemente no sea
peligroso. Respirarlo, expone los pulmones a pequefias cantidades de
radiacion. Esto puede aumentar el riesgo individual de padecer cancer de
pulmén (ACS, 2016: CDC, 2017).

e Otras sustancias: Otros cancerigenos que se encuentran en algunos lugares
de trabajo y que pueden aumentar el riesgo de cancer de pulmén incluyen:
minerales radiactivos como el uranio, sustancias quimicas o minerales
inhalados tales como asbestos, arsénico, berilio, cadmio, silice, cloruro de
vinilo, componentes de niquel, componentes de cromo, productos de carbon,
gas mostaza y éteres de clorometilo y productos de la combustion del diesel,
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sin olvidar la influencia de la contaminacién urbana y atmosférica (ACS, 2016:
Moctezuma & Patifio, 2009).

e Antecedentes personales o familiares del cancer de pulmén: Si ha
padecido cancer de pulmén, tiene un mayor riesgo de padecer otro cancer de
pulmén. Su riesgo de padecer cancer de pulmén puede ser mayor Si sus
padres, hermanos o hijos tuvieron la enfermedad. Esto puede ser asi porque
también fuman, o viven o trabajan en el mismo lugar donde estan expuestos al
radén y a otras sustancias que pueden causar cancer de pulmon (ACS, 2016;
CDC, 2017).

e Genética: en cuanto a los factores genéticos, existe un factor ligado a la
enzima anhidrocarbonohidrolasa que tiene la posibilidad de convertir los
hidrocarburos policiclicos en sustancias cancerigenas.
Los oncogenes Myc estdn sobreexpresados en los canceres de células
pequefas, y el ras y k-ras en los adenocarcinomas. El gen 9P se ha visto
alterado y esta presente en mas del 50% de los carcinomas de pulmén. Otros
factores determinantes son las cicatrizaciones por patologias bronquiales
previas, como bronquitis crénica, bronquiectasias y tuberculosis (Ramos et al.,
2012).

2.7 Tratamientos

El diagnéstico correcto del cancer es esencial para un tratamiento adecuado Yy eficaz,
porque cada tipo de cancer necesita un tratamiento especifico que puede abarcar una
0 mas modalidades, tales como la cirugia, la radioterapia o la quimioterapia. El objetivo
principal es curar el cancer o prolongar en lo posible la vida del paciente. Otro objetivo
importante es mejorar la calidad de vida del enfermo (OMS, 2017).

Cirugia

Si el cancer parece estar restringido a una zona (localizado). Se puede utilizar la
cirugia para extirparlo junto con cualquier tejido alrededor que pudiera contener células
cancerosas. La cirugia es mas efectiva cuando el tumor no se ha propagado hacia
otras areas. La cirugia ofrece la mayor probabilidad de cura para muchos tipos de
cancer, especialmente aquellos que ain no se han propagado a otras partes del
cuerpo. Otros tratamientos, como la radioterapia y la quimioterapia, se pueden utilizar
junto con la cirugia, o bien, puede que se administren antes o después de ésta (ACS,
2017).

La cirugia tiene varios propdsitos diferentes:

e Tratamiento primario: Para los tumores localizados (que se encuentran en un
lugar) y no muestran evidencia de diseminacion, la cirugia suele ser el
tratamiento primario. El objetivo de esta cirugia es eliminar completamente
todos los signos visibles del cancer (CSC, 2009).

e Cirugia preventiva (profilactica): La cirugia se realiza para eliminar el tejido
corporal que es probable que se convierta en cancer - a pesar de que no hay
signos de cancer en el momento de la cirugia. A veces un Organo entero se
elimina cuando una persona tiene una condicién que los pone en un riesgo
muy alto de tener cancer alli. La cirugia se hace para reducir el riesgo de
cancer y ayudar a prevenir la posibilidad de cancer, pero no garantiza la
prevencién del cancer (ACS, 2017).

18

——
| —



Karina Sudrez Hernandez UNAM FES Zaragoza

e Debulking: Un procedimiento quirdrgico se puede utilizar para reducir el tamafio
de un tumor que no se puede eliminar por completo, permitiendo que la
quimioterapia o la radioterapia funcionen més eficazmente (CSC, 2009; ACS,
2017).

o Paliacion: Este tipo de cirugia se utiliza para tratar problemas causados

por cancer avanzado. Esta cirugia es realizada para aliviar los sintomas
mediante la extirpacién de parte de un tumor que esta presionando sobre un
nervio o causando una obstruccion (ACS, 2017: CSC, 2009).

e Reconstruccion: la cirugia reconstructiva ayuda a restaurar la funcién o aspecto
de un area del cuerpo donde se localizé un tumor (CSC, 2009).

Radioterapia

Al igual que la cirugia, la terapia de radiacion se usa principalmente para tratar
canceres localizados (los que se encuentran en un area). La radioterapia utiliza
particulas u ondas de alta energia, como rayos X, rayos gamma, haces de electrones
0 protones para destruir o dafar las células cancerosas e impedir su crecimiento.
Puede usarse por si sola o en conjunto con la cirugia o quimioterapia (ACS, 2017). La
radiacion se aplica de dos maneras:

¢ Radiacion externa: La radioterapia externa es suministrada por una maquina
gue apunta los rayos de alta energia en el area especifica del cuerpo que se va
a tratar, recibir radiacién externa no causa dolor, ya que es similar a tomarse
radiografias. Por lo general se lleva a cabo de manera ambulatoria (no requiere
hospitalizacién) y las sesiones de tratamiento toman muy poco tiempo. Con
mayor frecuencia, el tratamiento se administra 5 dias a la semana durante 5 a
8 semanas, dependiendo del tamafio, la ubicacién y el tipo de cancer que se
esta tratando (CSC, 2009: ACS, 2017).

¢ Implantes radiactivos: En ciertos casos, la radiacién se puede administrar a
través de implantes que se colocan en el interior del cuerpo. Otro nombre para
la radiacién que se administra como un implante es braquiterapia. En este tipo
de radiacién se usan pequefios contenedores de radiacion que se colocan
dentro o cerca del tumor. A través de los implantes, el paciente puede recibir
una mayor dosis total de radiacién en un area mas pequefia y en un periodo de
tiempo mas breve que con la radiacion externa (ACS, 2017: CSC, 2009).

¢ Radiacion sistémica: Los medicamentos radiactivos administrados por via
oral o colocados en una vena se utlizan para tratar ciertos tipos de
cancer. Estos medicamentos luego viajan por todo el cuerpo (ACS, 2017).

Quimioterapia

Consiste en tratar el cancer con medicamentos de accion fuerte que por lo general se
inyectan a través de una vena o se administran oralmente. En la mayoria de los casos
se emplea mas de un medicamento. A diferencia de la radioterapia o la cirugia, los
medicamentos quimioterapéuticos pueden tratar el cdncer que se ha propagado, ya
gue viajan por todo el torrente sanguineo. La quimioterapia se administra en ciclos,
cada uno de ellos seguido por un periodo de recuperacion. Un ciclo podria consistir en
una dosis seguida de dias o semanas sin tratamiento. El periodo de descanso da
tiempo a las células normales del cuerpo para recuperarse (ACS, 2017).

La quimioterapia es un tratamiento sistémico (cuerpo entero). Esto significa que puede
destruir las células cancerosas casi en cualquier parte del cuerpo. La quimioterapia es
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mas eficaz contra las células que se dividen rapidamente, como el céncer. Sin
embargo, algunas células sanas normales también pueden ser dafiadas por este
tratamiento. Debido a que la quimioterapia es un tratamiento sistémico, los efectos
secundarios asociados con la quimioterapia a menudo resultan del dafio de las células
sanas, incluso en areas que no son sitios de cancer (CSC, 2009).

Inmunoterapia

Es un tipo de tratamiento que ayuda al sistema inmunitario a combatir el cancer. La
inmunoterapia es un tipo de terapia bioldgica. La terapia bioldgica puede ser un
tratamiento contra el cAncer que restaura o estimula el propio sistema inmunolégico
del cuerpo para detener o ralentizar el crecimiento de las células cancerosas y evitar
que el cancer se propague. La bioterapia se administra de la misma manera que se
administra la quimioterapia: por via oral, por vena o por inyeccion. La bioterapia se
puede administrar en combinacion con quimioterapia (ACS, 2017: CSC, 2009).

Los principales tipos de inmunoterapia que se utilizan actualmente para tratar el
cancer son:

— Anticuerpos monoclonales : Son versiones hechas por el hombre de las
proteinas del sistema inmunolégico. Los anticuerpos pueden ser muy utiles en
el tratamiento del cancer porque pueden ser disefiados para atacar una parte
muy especifica de una célula cancerosa (ACS, 2017).

— Otras inmunoterapias no especificas : Estos tratamientos aumentan el sistema
inmunolégico de una manera general, esto puede ayudar al sistema
inmunolégico a atacar las células cancerosas (ACS, 2017).

Medicina de precision y Terapia Dirigida

La medicina de precision usa la informacién sobre genes, proteinasy otras
caracteristicas del cancer de una persona a fin de determinar el diagnostico o el
tratamiento de la enfermedad. Laterapia dirigida es la base de la medicina de
precision. Se trata de un tipo de tratamiento del cancer que actla sobre los cambios
gue promueven el crecimiento, la divisién y diseminacién de las células cancerosas. La
mayoria de las terapias dirigidas ayudan a tratar el cancer al interferir con las proteinas
especificas que promueven el crecimiento y la diseminacién de los tumores en el
cuerpo (NIH, 2017).

Terapia hormonal

La terapia hormonal es un tratamiento contra el cancer que frena o detiene el
crecimiento de un cancer que usa hormonas para crecer. La terapia hormonal también
se llama terapia endocrina (NIH, 2017). La terapia hormonal se usa para:

e Tratamiento del cancer
La terapia hormonal puede hacer que disminuya la posibilidad de que regrese
el cancer o que se detenga o sea mas lento su crecimiento (NIH, 2017).

e Alivio de los sintomas del cancer
La terapia hormonal puede usarse para reducir los sintomas o evitarlos en
hombres con cancer de préstata que no pueden tener cirugia o radioterapia
(NIH, 2017).
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La terapia hormonal se divide en dos grandes grupos, los que bloquean la capacidad
del cuerpo para producir hormonas y los que interfieren con la forma en que las
hormonas se comportan en el cuerpo. (NIH, 2017).

La radioterapia y quimioterapia son los tratamientos mas comunes sin embrago,
resultan ser citotdxicos y poco selectivos es decir atacan a las células cancerosas
como a las células sanas, ademas de ser agresivos y presentar efectos secundarios
en los pacientes poniendo en riesgo la calidad de vida. Por lo que ha surgido la
necesidad de buscar otras alternativas mas eficaces para tratar el cancer.

En los ultimos afios ha habido un creciente interés en el uso de las medicinas
complementarias y alternativas, debido a las desventajas asociadas con las
gquimioterapias convencionales contra el cancer y las supuestas ventajas de opciones
de tratamiento mas naturales. Los compuestos fitoquimicos de extractos de raices de
plantas, bulbos, cortezas, hojas, tallos y otros han mostrado potencial prometedor
como farmacos contra el cancer. (Chinembiri et al., 2014).

El cancer, es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo. La
toxicidad asociada con los quimioterapéuticos actuales ha aumentado la demanda
para el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos. Muchos farmacos establecidos
clinicamente son productos naturales. Entre los diversos productos naturales, los
flavonoides han atraido mucha atencién debido a su notable espectro de actividades
farmacologicas tales como antioxidantes, antimutagénicos, antibacterianos,
antiangiogénicos, antiinflamatorios, antialérgicos, moduladores de actividades
enzimaticas y actividad anticancerigena (Ravishanka et al., 2013).

Existe una abundancia de recursos naturales para uso medicinal en todo el mundo,
muchos de los cuales adn no han sido explotados para su posible aplicacién en la
industria farmacéutica. Las plantas son el recurso natural mas utilizado para
aplicaciones en la ciencia farmacéutica. Los fitoquimicos que tienen propiedades anti-
oxidantes estan siendo considerados como una indicacion de una posible actividad
contra el cancer. Los carotenoides, flavonoides y terpenoides son algunos de los
grupos de fitoquimicos con alto potencial anticancerigeno (Chinembiri et al., 2014).

2.8 Flavonoides

Los flavonoides representan un amplio grupo de compuestos de origen natural que
tienen gran valor como prometedores agentes antitumorales. Su amplia bioactividad y
su elevada presencia en la dieta humana los hace merecedores de la atencion de la
investigacion farmacolégica. Actualmente, los campos en los que mas estudios se
realizan con flavonoides son el cancer y las enfermedades cardiovasculares (Kumar &
Pandey, 2013; Rubio, 2009).

La busqueda de principios activos dentro de los flavonoides tiene, desde el punto de
vista farmacolégico, algunas ventajas respecto a otros grupos de compuestos
naturales. La mas importante es la uniformidad de la configuraciéon quimica de toda la
familia, de modo que las relaciones entre estructura y actividad son mas faciles de
establecer. Por otro lado, la disponibilidad de las moléculas flavénicas y la relativa
facilidad de su obtencion por sintesis favorecen la evaluacion de sus propiedades
(Rubio, 2009).
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El primer flavonoide fue identificado en 1930 por el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina Szent-Gyorgyi, quien aislé de la cdscara de limén una sustancia, la citrina,
gue probo6 regular la permeabilidad de los capilares al ser consumida, aunque
probablemente la primera vez que se describié a los flavonoides fue cuando Robert
Boyle en 1664 hizo una primera descripcion de los efectos de los pigmentos de las
flores en medio acido y en medio basico (Quifiones & Aleixandre, 2012: Manthey &
Buslig, 1998: Rubio, 2009).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B)
ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los &tomos de carbono en los
anillos C y A se numeran del 1 al 8, y los del anillo B desde el 1' al 6' (Fig.7).
(Quifiones & Aleixandre, 2012: Martinez et al., 2002).

L
Z on

Antocianidina

Flavanol

Flavona Flavonol

Fig.7. Flavonoides. Estructura basica y tipos. (Tomado y modificado de
http://www.nutricionhospitalaria.com/pdf/3338.pdf).

Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones
en el anillo C. En funcién de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo OH en posiciéon 3 del anillo C (Martinez et al., 2002).

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo OH en posicion 3 pero ademas poseen un
doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C (Martinez et al., 2002).

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion: a) La presencia en
el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi; b) La presencia de un doble enlace en
posicion 2,3; c) La presencia de grupos hidroxilo en posiciéon 3 y 5. La quercitina
presenta las tres caracteristicas, mientras que la catequina solo presenta la primera y
la diosmetina solo la segunda. (Martinez et al., 2002: L6pez, 2002) (Fig.8).
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Catequina Quercitina Diosmetina

Fig.8. Caracteristicas estructurales de los principales tipos de flavonoides. Se observan
las distintas posiciones de los grupos OH, y la presencia o ausencia de los dobles
enlaces. (Tomado y modificado de: http://www.nutricionhospitalaria.com/pdf/3338.pdf).

2.8.1 Biodisponibilidad

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas; proporcionar color,
fragancia y sabor a los frutos, flores y semillas, lo que los convierte en atrayentes para
insectos, aves 0 mamiferos, que ayudan en la transmision de polen o semillas. Las
plantas liberan diversos productos quimicos tanto para disuadir y atraer a los insectos.
También funcionan como defensa ante herbivoros, regulacién del transporte de la
hormona auxina, induccién de la nodulacién por parte de las bacterias fijadoras de
nitrégeno, proteccion contra los hongos etc. Los flavonoides son pigmentos naturales
presentes en los vegetales y que protegen al organismo del dafio producido por
agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias
guimicas presentes en los alimentos, etc. (Mierziak et al., 2014; Martinez et al., 2002:
Rubio, 2009).

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en
cerveza, vino, té verde, té negro y soya, los cuales son consumidos en la dieta
humana de forma habitual y también pueden utilizarse en forma de suplementos
nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales. Los flavonoides se encuentran
también en extractos de plantas como arandano, gingko biloba, cardo, mariano o
crataegus. Desempefian un papel importante en la biologia vegetal; asi, responden a
la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y
diferenciacion de las plantas. Otras funciones incluyen un papel antifangico y
bactericida, confieren coloracién, lo que puede contribuir a los fendmenos de
polinizacion y tienen una importante capacidad para fijar metales como el hierro y el
cobre (Yao et al., 2004: Martinez et al., 2002: Batra et al., 2013).

Abundan, sobre todo, en las partes aéreas jévenes y mas expuestas al sol, como
hojas, frutos y flores, ya que la luz solar favorece su sintesis. Una excepcién son los
tubérculos de cebolla, que contienen una gran cantidad de quercitina 4'-D-glucésidos
(Lépez, 2002; Martinez et al., 2002).

Los flavonoides son importantes para el desarrollo normal de las plantas; se
encuentran localizados en la membrana del tilacoide de los cloroplastos. Son
sintetizados en el citoplasma y luego migran hacia su destino final en las vacuolas
celulares. Estan disueltos como glicésidos en el jugo vacuolar, cloroplastos y
membranas. La luz no es esencial para su formacion, pero influye de forma
cuantitativa (Cartaya & Reynaldo, 2001; Rubio, 2009).
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Los flavonoides constituyen un grupo de sustancias colorantes importantes en las
plantas. Una gran proporcion de flores tienen tonalidades blancas marfil o crema,
debido a estos pigmentos. También contribuyen a los colores naranjas escarlatas,
malvas y azules. La gran mayoria de ellas estan pigmentadas por las agliconas mas
comunes: flavonas y flavonoles (Cartaya & Reynaldo, 2001).

Los principales precursores de flavonoides son la fenilalanina, obtenida a través de la
via del acido shikimico y la via del &cido maldnico (Andersen & Markham, 2006).

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia actividad
farmacoldgica. Pueden unirse a los polimeros biolégicos, tales como enzimas,
transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metdlicos transitorios, tales como
Fe2+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales libres.
Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en patologias tales como
diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y
duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas son las
acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades antitrombdéticas y
antiinflamatorias (Martinez et al., 2002).

El nimero de estudios ha puesto de manifiesto su importancia como antioxidantes
naturales y su papel beneficioso mediante su administracion en la dieta, en la
prevencion de muchas enfermedades infecciosas (bacterianas y virales),
enfermedades relacionadas con la edad, enfermedades cardiovasculares y algunos
tipos de cancer actuando a diferentes niveles dentro del proceso de induccion vy
proliferacién de los tumores (Kumar & Pandey, 2013; Cartaya & Reynaldo, 2001).

En cuanto a la actividad antitumoral de los flavonoides se ha demostrado que la
quercetagetina y Patuletina son activas contra el carcinoma de Lewis (lengua) (Fig.9).
También se sugiere que la quercetina pueda tener efectos protectores contra el cancer
gastrico (Ferraro, 1983: Wenying et al., 2003).

R= H: quercetagetina
R= CH3: patuletina

Fig.9. Se muestra la estructura y similitud entre la Quercetagetina y Patuletina.
(Tomado y modificado de http://www.acuedi.org/ddata/6753.pdf).

En experimentos in vitro se ha confirmado el papel protector de la quercetina, la cual
ejerce efectos de inhibicién frente a células cancerigenas en humanos: en colon,
glandula mamaria y ovario, en region gastrointestinal y en la leucemia. De igual
manera se estima que actla como preventivo del cancer de mama (Martinez et al.,
2002).

Algunos flavonoides han sido reportados como potentes inhibidores de la aromatasa.
Pruebas sustanciales apoyan el concepto de que los estrégenos estan involucrados en
carcinomas mamarios. El estradiol, el estrégeno endégeno mas potente, es
biosintetizado a partir de andrégenos por el complejo enzimatico del citocromo P450
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llamado aromatasa. La inhibicion de la aromatasa es un enfoque importante para
reducir los efectos estimulantes del crecimiento de los estrogenos en el cancer de
mama dependiente de hormonas. Por lo tanto, los flavonoides podrian ser
considerados agentes potenciales contra el cancer de mama a través de la inhibicion
de la actividad de la aromatasa (Wenying et al., 2003).

2.9 Patuletina

La Patuletina es un flavonol que se obtuvo de la flor de Cempasuchil. EI Cempasuchil
es una especie de la familia Asteraceae, nativa de México y se encuentra en estado
silvestre (Fig.10).

La Patuletina se encuentra ampliamente distribuida en las asteraceas (Asteraceae),
también llamadas compuestas (Compositae) por ejemplo en Xanthium spinosum,
Matricaria chamomilla  (manzanilla alemana) y Chamaemelum nobile (manzanilla
romana) (Salinas et al., 1998; Srivastava & Gupta, 2009).

OH

HO O
OH

OH O

Fig.10. Estructura del flavonoide Patuletina.

Jabeen et al. (2016), reportan un estudio realizado con Tagetes patula Linn,
perteneciente a la familia compositae que es ampliamente conocida por sus
propiedades fitoquimicas y medicinales. Tradicionalmente, la planta es comestible y se
utiliza para tratar la tos, célicos, estrefiimiento, diarrea, reumatismo y problemas
oculares. Se sabe que la planta posee propiedades antimicrobianas, antisépticas,
purificadoras de la sangre y diuréticas. Toda la planta de T. patula se toma
internamente en forma de polvo. Quimicamente, diferentes partes de T. patula
contienen carotenos, terpenos, esteroides, flavonoides y tiofenos. Se sabe que los
flavonoides de diferentes clases exhiben varias propiedades farmacologicas y
bioquimicas y también tienen un papel regulador en diferentes hormonas y tienen un
gran potencial terapéutico debido a sus amplias acciones bioldgicas. Patuletina es uno
de los principales flavonoides encontrados en T. patula. Fue aislado por primera vez
por Rao y Seshadri en 1941 a partir de los pétalos de T. patula y representado como
3,5,7,3 ", 4'-pentahidroxi-6-metoxi flavona. (Jabeen et al., 2016).

Patuletina pertenece a un grupo biolégicamente activo de compuestos fendlicos
"flavonoles" que estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Es un flavonoide no
téxico que se puede extraer facilmente en gran cantidad principalmente de las flores.
También se ha informado de otras especies de Tagetes. Se sabe que la patuletina
posee diversas actividades bioldgicas, que incluyen propiedades de eliminacién de
radicales, antiinflamatorias, antimicrobianas, analgésicas, antiespasméddicas e
hipotensoras. Estas propiedades significativas de patuletina junto con su nula toxicidad
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y potente efecto inhibidor sobre diversos pardmetros inflamatorios (potente efecto
supresor en la produccion de citocina proinflamatoria TNF-a) llevan a la siguiente
conclusién; la patuletina podria ser considerada como un potencial inmunosupresor,
anti TNF-a y candidato principal antiartritico (Jabeen et al., 2016).

En cuanto a la manzanilla las flores secas se utlizan en gran medida por sus
propiedades medicinales. La manzanilla alemana en particular es la variedad mas
comun utilizada con fines medicinales. Se sabe que contiene varias clases de
compuestos biol6gicamente activos, incluyendo aceites esenciales y varios polifenoles;
incluyendo apigenina, quercetina y patuletina como glucésidos y varios derivados
acetilados. La manzanilla posee significativamente actividad antiproliferativa y
anticancerigena en comparacion con otros derivados glucésidos. Numerosos estudios
han evaluado los efectos bioldgicos; antiproliferativos y de induccion de la apoptosis
(Srivastava & Gupta, 2009).

Los resultados en un estudio muestran que la exposicion de las células PC-3 al
extracto acuoso de manzanilla durante 24 horas aumento la inhibicion del crecimiento
celular a concentraciones comprendidas entre 25 y 800 pg/ml ademas, provocé la
induccién de apoptosis (Srivastava & Gupta, 2009).

Es notable que los flavonoides (compuestos polifendlicos) exhiban un espectro notable
de actividades bioldgicas, incluyendo aquellas que podrian ser capaces de influenciar
procesos que estdn desregulados durante el desarrollo del cancer. Por lo tanto,
pueden tener efectos beneficiosos para la salud y pueden considerarse posibles
agentes quimiopreventivos o terapéuticos contra el cancer (Wenying Ren et al., 2003).

Un estudio realizado entre 1996 y 1998 sugiere fuertemente un posible papel de los
flavonoides en la prevencion del cancer de mama. En otro estudio se encontrd que los
hombres con ingestas de quercetina mas altas tenian una menor incidencia de cancer
de pulmoén, y los hombres con mayor ingesta de myricetina tenian un menor riesgo de
cancer de pr@stata. Estos datos sugieren un papel protector de los flavonoides contra
el cancer. Ademas, un grupo de investigacion en Uruguay realiz6 un estudio en el
periodo de enero de 1996 a diciembre de 1997 y se encontr6 que los flavonoides
mostraron una marcada reducciéon del 70% en los riesgos de cancer de cavidad oral,
faringe, laringe, eséfago y gastrico (Wenying et al., 2003).

Se ha demostrado que los flavonoides inhiben la carcinogénesis in vitro y evidencia
sustancial indica que también pueden hacerlo in vivo. Pueden inhibir la carcinogénesis
al afectar los eventos moleculares en las etapas de iniciacion, promocién y progresion.
(Wenying Ren et al., 2003).

2.10 Principales mecanismos moleculares de accion de los flavonoides

La diversidad de patrones estructurales de los flavonoides ha dado lugar a que sean
reconocidos como una rica fuente de compuestos con potenciales propiedades
anticancerigenas. La capacidad de los flavonoides para bloquear el ciclo celular,
inducir la apoptosis, interrumpir la formacién del huso mitético o inhibir la angiogénesis
los convierte en agentes prometedores en la investigacion contra el cancer. Los
efectos quimiopreventivos de los flavonoides estan estrechamente ligados a sus
propiedades anticancerigenas que implican la eliminacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y oxidantes promotores del crecimiento que son los principales
catalizadores para la promocion de tumores. Estas propiedades destacan el potencial
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de los flavonoides para el desarrollo como agentes antiproliferativos (Ravishankar
et al., 2013).

* Inhibicion de la proliferacion celular

La prevencion del cancer estd generalmente asociada con la inhibicién, reversion o
retraso de la hiperproliferacién celular. Se ha demostrado que la mayoria de los
flavonoides inhiben la proliferacion en muchos tipos de lineas celulares de cancer
humanas cultivadas, mientras que son menos o nada toxicas para las células
normales humanas. El mecanismo molecular de la antiproliferacion puede implicar la
inhibicion del proceso prooxidante que causa la promocion del tumor. Los oxidantes
promotores del crecimiento y los ROS son los principales catalizadores de las etapas
de promocion y progresion del tumor. Los flavonoides son eficaces en la inhibicion de
la xantina oxidasa, COX o LOX55, y por lo tanto inhiben la proliferacion de células
tumorales. Ademas, el mecanismo de inhibicion de la biosintesis de poliaminas puede
contribuir a las actividades antiproliferativas de los flavonoides (Wenying et al., 2003:
Chahar, 2011).

* Detencién del ciclo celular

Un gran numero de estudios experimentales demuestran que muchos fitoquimicos
detienen la progresién incontrolada del ciclo celular en las células cancerosas. Entre
estos fitoquimicos, los flavonoides naturales han sido identificados como una de las
principales clases de agentes anticancerigenos naturales que ejercen actividad
antineoplasica a través de la detencién del ciclo celular como mecanismo principal en
varios tipos de células cancerosas (Singh & Agarwal, 2006).

Se ha encontrado que los puntos de control tanto en G1/S como en G2/M del ciclo
celular en lineas celulares de cancer cultivadas estan perturbados por flavonoides
tales como silimarina, genisteina, quercetina, daidzeina, luteolina, kaempferal,
apigenina y 3-galato de epigalocatequina. Estudios de diferentes laboratorios revelaron
gue el flavopiridol podria inducir la detencién del ciclo celular durante G1 o G2/M por la
inhibicion de todas las CDK hasta ahora examinadas (Wenying Ren et al., 2003).

* Induccién de apoptosis

Las propiedades anticancerigenas significativas observadas de los flavonoides pueden
deberse a apoptosis. Se ha demostrado que los flavonoides inducen la apoptosis en
algunas lineas celulares de cancer, sin dafar células normales. Sin embrago, Los
mecanismos moleculares por los cuales los flavonoides inducen apoptosis todavia no
han sido aclarados. Pueden estar involucrados varios mecanismos, incluyendo la
inhibicion de la actividad de la topoisomerasa I/l del ADN, la disminucion de ROS,
modulacion de las vias de sefalizacion, activacion de la endonucleasa y supresion de
la proteina Mcl-1 (Chahar, 2011: Wenying et al., 2003).
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3. Planteamiento del problema

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y los
tratamientos que se emplean resultan ser poco eficientes sobre todo cuando el cancer
es metastasico y los tumores son de dificil acceso. Con respecto al tratamiento con
farmacos (quimioterapia) que se utilizan contra el cancer, éstos resultan ser muy
citotoxicos y de baja selectividad, generando efectos colaterales graves para el
paciente. Por ello, en los ultimos afios ha surgido el interés por el estudio
farmacologico de compuestos naturales, que presenten actividad antiproliferativa, de
baja citotoxicidad y de accién selectiva, capaces de inducir en las células tumorales
una muerte por apoptosis. Entre los compuestos que han causado un gran interés
debido a sus actividades biolégicas, se encuentran los flavonoides, los cuales han sido
descritos con propiedades antiproliferativas, antioxidantes, bactericidas, etc.,
generando la necesidad de extraer o sintetizar nuevos flavonoides de origen natural
con actividad antiproliferativa, de baja o nula citotoxicidad y con accion selectiva.

28

——
| —



Karina Sudrez Hernandez UNAM FES Zaragoza

4. Justificacion

Datos de la OMS refieren al cAncer como la primera causa de muerte en el mundo y la
segunda, después de las enfermedades cardiovasculares, en los paises de ingresos
bajos y medianos (Africa, Asia, América central y Sudamérica) con mas del 70% de las
defunciones registradas, situacion que se asocia con deficiencias en las estrategias,
de prevencion, diagnéstico y tratamiento de la enfermedad. En 2012, los canceres
diagnosticados con mas frecuencia en hombres fueron los de pulmaén, préstata, colon
y recto, estbmago e higado. En las mujeres fueron los de mama, colon y recto,
pulmén, cuello uterino y estbmago.

Ademas en 2012, se presentaron en el mundo 14.1 millones de casos nuevos de
cancer con 8.2 millones de muertes. Las proyecciones indican que el nimero de
muertes por cancer en las américas aumentara de 1.3 hasta 2.1 millones en 2030.
(GLOBOCAN, 2012: OMS, 2017).

Desafortunadamente los tratamientos para esta enfermedad resultan ser agresivos y
poco selectivos por lo que surge la necesidad de buscar compuestos de origen natural,
gue presenten mejores caracteristicas para su posible uso terapéutico.
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5. Hipotesis

Se ha reportado, que los flavonoides y sus derivados presentan actividad
antiproliferativa y apoptética sobre células tumorales, por lo que se espera que el
compuesto Patuletina perteneciente al grupo de los flavonoides, presente
caracteristicas antiproliferativas en las lineas tumorales SK-LU-1, CaSki vy
MDA-MB-231 asi como en células no tumorales provenientes de sangre periférica
humana, ademas de inducir a las células tumorales a una muerte apoptética.
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6. Objetivos

6.1 General

/7
0‘0

Evaluar el efecto antiproliferativo, necrético y apoptético del flavonoide
Patuletina sobre las lineas tumorales CaSki, SK-LU-1 y MDA-MB-231, asi
como la actividad antiproliferativa en cultivos de linfocitos humanos no
tumorales.

6.2 Particulares

X3

%

X3

%

X3

%

Desarrollar cultivos de las lineas tumorales SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231,
asi como de linfocitos humanos provenientes de sangre periférica humana.

Determinar la actividad antiproliferativa del flavonoide Patuletina sobre los
cultivos de las lineas celulares CaSki, SK-LU-1 y MDA-MB-231, expresado
como la concentracion requerida del compuesto para decrecer en un 50% el
namero celular (ICso) por medio de la técnica de tincién con cristal violeta.

Evaluar la actividad necrética del compuesto Patuletina en cultivos de las
lineas celulares CaSki, SK-LU-1 y MDA-MB-231, mediante la cuantificacién de
la actividad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH), en los
sobrenadantes celulares.

Determinar si el flavonoide Patuletina induce a las células tumorales a
presentar caracteristicas morfoloégicas exclusivas de muerte apoptotica,
mediante la tincidon nuclear con el fluorocromo DAPI.

Establecer si el compuesto Patuletina induce a las lineas tumorales SK-LU-1,
CaSki y MDA-MB-231 a presentar caspasa-3 activa, cuantificada por citometria
de flujo.

Determinar la actividad antiproliferativa y citotdxica del flavonoide Patuletina en
cultivos de linfocitos humanos provenientes de sangre periférica humana,
mediante el marcaje con carboxifluoresceina y la cuantificacion de la actividad
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes celulares.

31

——
| —



Karina Sudrez Hernandez UNAM FES Zaragoza

7. Método

Preparacion del compuesto
El compuesto Patuletina fue donado por el Dr. Manuel Jiménez Estrada, Investigador
del Instituto de Quimica, UNAM.

La preparacion del compuesto consistié en pesar 1 mg de Patuletina y se solubilizé en
100 ul de etanol en tubos cénicos tipo eppendorf de 600ul (Cornig, USA) y se
almaceno a 4°C.

Cultivo celular de las lineas tumorales SK-LU-1, MDA-MB-231 y CaSki

Las lineas celulares de cancer de pulmén, mama y cérvix, fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATTC). Las células SK-LU-1 y CaSki fueron
cultivadas en cajas Petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA), con 10 ml de medio RPMI
1640 (Laboratorios Microlab) con L-glutamina, rojo fenol y bencilpenicilina, al 5% de
suero de neonato de ternera (STN) previamente desactivado a 57°C por 30 minutos.
Las células MDA-MB-231 fueron cultivadas en medio D-MEM (laboratorios Microlab)
suplementado al 5% de suero fetal bovino (SFB). Los cultivos se mantuvieron en una
incubadora (Nuaire, US) a una temperatura de 37 °C con 5% de COg, y una atmdsfera
humeda saturante.

Determinacién de la concentracion de Patuletina que abate el 50% de la
proliferacion celular (ICso).

Las células de las lineas tumorales SK-LU-1, MDA-MB-231 y CaSki se cultivaron en
placas estériles de 96 pozos a una densidad de 4,500 células/pozo en 100ul de medio
RPMI 1640 al 5% de SNT (células SK-LU-1 y CaSki) para MDA-MB-231 se agregaron
100pl de medio D-MEM con 5% de SFB y se incubaron a 37°C, a 5% de CO; y a una
atmosfera hiumeda por 24 h. Una vez transcurridas las 24 horas, se retiré el medio de
la placa y las células se estimularon a diferentes concentraciones partiendo de 1.56,
3.12, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100ug/ml, del compuesto diluido en RPMI-1640 al 5% de
STN o en D-MEM al 5% de SFB, y se dejaron incubando durante 24 horas.
Transcurridas las 24h del tratamiento, se retiré6 el medio de cultivo e inmediatamente
se fijaron las células con 50ul/pozo de glutaraldehido al 1.1% (Sigma- Aldrich, USA)
durante 20min en agitacion constante, una vez transcurridos los 20 minutos se retir6 el
glutaraldehido, se lavé la placa a chorro de agua y se dej6 secar al aire, a
continuacién se afiadié 50ul/pozo de colorante cristal violeta (Sigma- Aldrich, USA) al
0.1% en solucion amortiguadora de acido férmico pH 6.0, durante 20 minutos en
agitacion constante. Se elimind el exceso de colorante lavando la placa a chorro de
agua y se dejo secar al aire libre. Posteriormente, el colorante incorporado en el
nucleo de las células es solubilizado en 100 pl/pozo de &cido acético (J.T. Baker, USA)
al 10% durante 20 minutos en agitacion constante. Por ultimo, se midié la absorbancia
en un lector de placas (Awarenes Technology INC, ChroMate, USA) a 590nm.

En cada caso se obtuvieron las absorbancias y se realizaron curvas dosis- respuesta y
se analizaron por regresion lineal para poder determinar la concentracion que abate el
50% de la poblacion celular (1Cso).
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Determinacién de muerte celular por necrosis a través de la liberacion de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

Se realizaron cultivos de las lineas tumorales SK-LU-1, MDA-MB-231 y CaSki en
placas estériles de 96 pozos (Corning Incorporated, USA) se sembraron
4,500células/pozo de las tres lineas tumorales con 100ul de medio RPMI-1640 con
rojo de fenol suplementado con 5% de SNT o con DMEM suplementado con 5% de
SFB respectivamente para cada linea y se incubaron por 24h a 37°C, a 5% de CO.;y a
una atmosfera himeda a punto de rocio.

Posteriormente se retiré el medio de cultivo y se realizaron los siguientes tratamientos:
un control basal, Unicamente con medio de cultivo el cual se utiliz6 como blanco en la
reaccion colorimétrica y al que solo se le cambié el medio de cultivo por medio fresco.
Un control positivo, en el cual las células fueron lisadas durante una hora con 100ul de
una solucién al 2% de Tritdn X-100 (Sigma- Aldrich, USA) en RPMI-1460 o DMEM. Un
control con el vehiculo empleado (etanol 10ul/ml).y los tratamientos con las diferentes
concentraciones del compuesto. Pasadas las 24 horas se transfirieron 60ul del medio
de cultivo de cada condicién a una placa cénica de 96 pozos (Corning Incorporated,
USA) y se centrifug6 (centrifuga Orto alresa, digicen 21 R, USA) A 1500 rpm durante 5
minutos a 4°C. Posteriormente del sobrenadante se transfirieron 40ul de medio de
cultivo a una placa de 96 pozos y se adicionaron 40ul de la mezcla de reaccion del Kit
Cytotox 96® Non- Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, Corporation, USA) a cada
pozo, la placa se mantuvo a temperatura ambiente, protegida de la luz durante
20minutos. Finalmente se determind la absorbancia en un lector de placas (ChroMate,
Awareness Technology INC, US) a 490nm. Los resultados fueron expresados en
porcentaje y graficados.

Evaluacion de la morfologia apoptética por microscopia de fluorescencia
con tincion de DAPI

Se sembraron células de las tres lineas tumorales SK-LU-1, MDA-MB-231 y CasSki
sobre cubreobjetos limpios y estériles en placas de 24 pozos (Corning, USA) a una
densidad de 15,000 células/pozo con un volumen de 500 ul de medio RPMI o DMEM
suplementado con 5% de SNT y/o SFB respectivamente, se incubaron por 24 horas.
Transcurridas las 24 horas se retir6 el medio de cultivo y se trataron con las siguientes
condiciones: control (se cambié el medio de cultivo por medio fresco), vehiculo
(concentracion de etanol utilizada para la obtencién de la ICso diluido en medio de
cultivo), control positivo de muerte apoptotica con camptotecina (Sigma- Aldrich, USA)
10 pl/ml, y las concentraciones correspondientes de las ICso de cada linea celular.
Después de las 24 horas del estimulo se retiré el medio de cultivo y las células se
fijaron con paraformaldehido al 2% por 20 min en agitacion constante. Al término de
ese tiempo se realizaron cuidadosamente tres lavados con PBS filtrado.
Posteriormente se agregaron 10ul/ml del fluorocromo 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI;
Sigma- Aldrich, USA) sobre cada cubreobjetos y se dejo actuar durante un minuto a
temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron lavadas dos veces con
PBS filtrado y se montaron sobre portaobjetos con medio para fluorescencia
VECTASHIELD Mouting Medio (VECTOR LABORATORIES, USA). Las muestras
fueron selladas con resina acrilica transparente y fueron observadas en un
microscopio de epifluorescencia (Nikon, JAP). Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.
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Determinacién de muerte celular (apoptosis) mediante la deteccién de
caspaspasa-3 activa por citometria de flujo

Las células SK-LU-1, MDA-MB-231 y CaSki fueron sembradas en placas de 24 pozos
a una densidad de 22,5000 células/pozo en un volumen de 500 ul de medio RPMI o D-
MEM suplementado con 5% de STN o SFB respectivamente y se mantuvieron en
incubacion por 24 horas en una atmésfera humeda con 5% de CO2 a 37°C.
Transcurridas las 24 horas las células se estimularon con las siguientes condiciones:
control (células sin tratamiento a las que solo se les cambié el medio), vehiculo
(cantidad de etanol utilizad para la obtencion de las iCso diluido en medio de cultivo),
un control positivo de muerte apoptdtica, camptotecina 10ul/ml y la concentracion de
ICso Obtenida. Todas las condiciones fueron incubadas 24 horas.

Después de 24 horas, se recuper6 el medio y se despegaron las células pasandolas a
tubos coénicos de 15ml y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. Se deseché
el sobrenadante y se fijaron las células con 500 ul de metanol al 50% en PBS durante
1 hora a 4°C. Al término de este tiempo, se centrifugaron las células a 1500 rpm
durante 5 min y se realizaron dos lavados con PBS filtrado, considerando que al
término de cada lavado se centrifugé a 1500 rpm durante 5 minutos y se retiré el
sobrenadante. Posteriormente el botén celular se resuspendié en 50ul de anticuerpo
1° (1:1000ul en PBS filtrado) policlonal de conejo anticaspasa-3 activa (Abcam, USA),
las muestras se dejaron a 4°C por 24 horas.

Transcurridas las 24 horas se centrifugaron las muestras a 1500 rpm durante 5 min y
se realizaron dos lavados con PBS filtrado para retirar el exceso de anticuerpo, el
botdn obtenido se resuspendié en 50ul de anticuerpo 2° acoplado al fluorocromo FIT-C
(1:500ul de PBS filtrado) 1gG anticonejo (Sigma-Aldrich, USA) las muestras se
mantendran, en oscuridad durante 3h a una temperatura de 37 °C. Finalmente, las
células se lavaron dos veces con PBS filtrado y los botones fueron resuspendidos en
500ul de PBS, las muestras fueron analizadas en el clitmetro de flujo (BD FACSAria
II, USA). Los datos fueron procesados en el programa Flowing Software 2.5.1. Todos
los ensayos re realizaron por triplicado.

Evaluacién de la proliferacién de linfocitos humanos a través de la técnica de
marcaje con carboxifluoresceina (CSFE)

Se obtuvieron 25ml de sangre periférica de un donador aparentemente sano en tubos
vacutainer con heparina (BD Franklin Lakes N.J., USA).

En cuatro tubos cénicos de vidrio de 15ml (Pirex, USA), se colocaron 6ml de Ficoll-
Hysopaque (Sigma-Aldrich, USA), a continuacion se agregé lentamente por la pared
del tubo 6ml de sangre (obteniendo una concentracion 1:1 de ficoll:sangre). Se
centrifugaron las muestras a 300rpm durante 10 minutos, la velocidad se fue
incrementando gradualmente 300rpm cada 5 minutos hasta llegar a 1500rpm donde se
dejo centrifugar durante 20 minutos mas. Las células se separaron por gradiente de
densidad, una vez obtenido los diferentes componentes celulares, se recolectaron los
anillos de linfocitos evitando extraer ficoll y otras células diferentes a los linfocitos. Los
anillos se colocaron en dos tubos conicos de vidrio de 15ml y se agregaron 5ml de
RPMI- 1640 sin suero, las muestras se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos y
se realizaron dos lavados, se retir6 el sobrenadante y los botones fueron
resuspendidos en un volumen total de 5mL de RPMI-1640.
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Posteriormente los linfocitos se marcaron agregando 50ul de carboxifluoresceina (10pl
de carboxifluoresceina/ 1ml de RPMI-1640 20%) durante 15 minutos protegidos de la
luz. A continuacion, se realizaron dos lavados agregando 5ml de medio de cultivo
RPMI-1640 suplementado con 5% de SFB y se centrifugo a 1500rpm durante 5
minutos y se resuspendieron en 5ml de medio de cultivo RPMI-1640 al 20% de SFB. A
continuacibn se activaron los linfocitos con fitohematoglutinina  (20ul
fitohematoglutinina/ mL RPMI-1640) y se transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 ml
(Corning, USA) a una densidad de 1° células/ml de RPMI-1640 al 20% SFB vy
fitohematoglutinina.

Los linfocitos se estimularon considerado los siguientes tratamientos: control sin
activar (con CSFE y sin PHA), control activado (con CSFE y con PHA), vehiculo
(concentracién de etanol para obtener la ICsp) e IC50 correspondientes a cada linea
tumoral. Las células contenidas en cada uno de los tubos eppendorf se sembraron en
una placa de 96 pozos a una densidad de 200,000 células/pozo en 200ul de RPMI-
1640 al 20% de SFB. Se incubaron a 37°C con 5% de CO a una atmosfera humeda
por 72 horas.

Transcurridas las 72 horas se colectaron los linfocitos en tubos de citometria (un tubo
por condicién) y se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos, se retiré el
sobrenadante y se agregaron 500ul de verseno, se realizaron dos lavados, y el botdn
celular se resuspendié en 500ul de PBS filtrado. Finalmente las muestras fueron
analizadas con el citometro de flujo (BD FACS Aria Il, USA) y los datos obtenidos
fueron procesados en el programa Flowing Sofware 2.5.1. Los ensayos se realizaron
por triplicado.

Determinacién de citotoxicidad en linfocitos humanos mediante la evaluacién de
LDH

Transcurridas las 72 horas se centrifug6 la placa a 1500rpm durante 5 minutos, y se
recolectaron los linfocitos de uno de los controles (células marcadas y activadas con
medio de cultivo RPMI-1640 con 20% SFB) se lisaron agregando triton X-100 al 2%
durante una hora. Para evaluar el % de LDH presente en los sobrenadantes de los
cultivos de linfocitos, se colectaron 40uL/pozo del sobrenadante y se transfirieron a
una placa nueva de 96 pozos y se adicionaron 40uL/pozo de la mezcla de reaccién del
Kit Cyto Tox 96® Non- Radiactive Cytotoxicity Assay (Promega, Corporation, USA) y
se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente protegida de la luz. Finalmente se
determind la absorbancia a una longitud de onda de 490nm en un lector de placas tipo
ELISA (Awarenes Technology INC, ChroMate, USA).

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos experimentalmente fueron presentados como la media + S.D. de
tres ensayos independientes y fueron analizados estadisticamente usando un andlisis
de varianza (ANDEVA) seguido de una prueba de Tukey con un nivel de significancia
de p=<0.05 comparados con el control usando el programa estadistico GraphPad
InStat.
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8. Resultados

Actividad antiproliferativa en células tumorales

Estudios anteriores sobre las propiedades biolégicas de los flavonoides han reportado
actividad antioxidante, antifingica, antiinflamatoria y antiproliferativa sobre lineas
tumorales (MCF-7, MDA-MB-231, WRO, HT-29-SW480, SW620); con la finalidad de
demostrar el efecto antiproliferativo del compuesto Patuletina los cultivos celulares SK-
LU-1, MDA-MB-231 y CaSki fueron estimulados a diferentes concentraciones del
compuesto. La actividad antiproliferativa fue expresada como la cantidad del
compuesto requerida para inducir un decremento del 50% en el nimero celular (ICso).
(Figura. 11, Tabla 1). EI nidmero celular fue cuantificado mediante la técnica de tincion
con el colorante cristal violeta.

. Actividad antiproliferativa

I I —0—SK-LU-1
100 - -
CaSki
—A—MDA-MB-231

60 -

40 -

% de proliferacion celular

20 -

1.56 3.12 6.25 12.5 25 50 100

Concentrcion de Patuletina pg/mL

Fig. 11. Actividad antiproliferativa de la Patuletina sobre las lineas celulares SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231.
Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos, y posteriormente fueron estimuladas con diferentes
concentraciones del compuesto durante 24 horas. El nimero celular se evalu6 mediante la técnica de cristal
violeta.

Los resultados obtenidos establecen que la Patuletina presenta actividad
antiproliferativa sobre las tres lineas tumorales de manera dependiente de la dosis, es
decir, conforme se incrementa la concentracion el niamero celular disminuye. Los
valores de IC50 calculadas se presentan en la tabla 1.
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SK-LU-1 18 54
CaSki 37 111
MDA-MB-231 86 259

Tabla 1. Concentracion requerida para abatir en un 50% la poblacion celular con el compuesto
Patuletina. IC50s determinadas para las lineas SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231.

Se observa que la linea SK-LU-1 fue la mas sensible a la Patuletina, seguida de la
linea CaSki, finalmente, se observa que la linea celular MDA-MB-231 requiri6 mayor
concentracion del compuesto para obtener la IC50.

Efecto necroético en células tumorales.

Con la finalidad de establecer si la Patuletina induce a las células tumorales a una
muerte necrética, cultivos de células SK-LU-1, MDA-MB-231 y CaSki fueron tratados
con sus respectivas IC50. La actividad de la enzima citoplasmatica LDH fue
cuantificada en los sobrenadantes de los cultivos celulares. (Fig.12, Tabla 2).

Necrosis
120 -
100 4 T - m SK-LU-1
CaSki
I 80 |
=
b MDA-MB-231
T 60 4
2
<
°\Q 40 .
20 +
0 - - T - - T - T T T
Tritén X-100 Control Etanol Patuletina

Tratamientos pug/ml

Fig.12. Porcentaje de actividad de la enzima Lactato deshidrogenasa (LDH) en
sobrenadantes provenientes de cultivos SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231; tratadas con el
flavonoide Patuletina. El control positivo es representado por el Triton X-100 que muestra la
maxima actividad de LDH. Los datos obtenidos se sometieron a una prueba ANDEVA
seguida de una prueba Tukey (p <0.05 vs control).
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Los resultados obtenidos en la figura 12 indican que la Patuletina presenta una baja o
nula actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos celulares, ya que
no se observa diferencia significativa entre los tratamientos y el control (Tabla 2),
indicando que la Patuletina no induce a las células tumorales a una muerte necrética y
que el decremento en el numero celular es producido por una causa diferente a la
necrosis.

% Actividad LDH

Triton X-100 Control Etanol Patuletina
SK-LU-1 100 0 0 0
CaSki 100 0 0 2.38
MDA-MB-231 100 0 0 2.97

Tabla 2. Porcentaje de actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos de las
células tumorales SK-LU-1, MDA-MB-231 y CaSki tratados con las IC50 correspondientes para
cada line tumoral. La liberaciéon maxima de LDH se tom6 como el 100% de actividad con la
aplicacién de Tritén X-100.

Muerte apoptdtica en células tumorales: evaluacién de la morfologia celular

Con la finalidad de determinar si el flavonoide Patuletina induce una muerte
apoptoética, cultivos de células SK-LU-1, MDA-MB-231 y CaSki fueron sembrados en
cubreobijetos y tratadas con las I1Cs correspondientes durante 24 h y la observaciéon de
caracteristicas morfologicas propias de esta muerte como la condensacién de la
cromatina, fragmentacion nuclear y formaciéon de cuerpos apoptéticos fue observada
en un microscopio de epifluorescencia, mediante la tincion con el fluorocromo DAPI
(Figuras. 13, 14y 15).
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SK-LU-1

C.F. DAPI

Camptotecina EtOH Control

Patuletina

Fig.13. Caracteristicas morfolégicas de la linea celular SK-LU-1 mediante la tinciéon con el fluorocromo DAPI,
observadas en microscopio de epifluorescencia. Se sembraron 15,000 células/pozo sobre cubreobjetos y se
trataron con la ICso correspondiente por 24h. Posteriormente fueron fijadas y tefiidas con DAPI. Las flechas
indican: cuerpos apoptoticos (CA), Condensacion croméatica (CC) y fragmentacion nuclear (FN)
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Fig.14.Caracteristicas morfoldgicas de la linea celular CaSki mediante la tincion con el fluorocromo DAPI,
observadas en microscopio de epifluorescencia. Se sembraron 15,000 células/pozo sobre cubreobjetos y se
trataron con la ICso correspondiente por 24h. Posteriormente fueron fijadas y tefiidas con DAPI. Las flechas
indican: cuerpos apoptoticos (CA), Condensacion croméatica (CC) y fragmentacion nuclear (FN)
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MDA-MB-231
C.F. DAPI

Camptotecina EtOH Control

Patuletina

Fig.15.Caracteristicas morfoldgicas de la linea celular MD-MB-231 mediante la tincién con el fluorocromo DAPI,
observadas en microscopio de epifluorescencia. Se sembraron 15,000 células/pozo sobre cubreobjetos y se
trataron con la ICso correspondiente por 24h. Posteriormente fueron fijadas y teflidas con DAPI. Las flechas
indican: cuerpos apoptoéticos (CA), condensacion cromatica (CC) y fragmentacion nuclear (FN)
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Los resultados observados en figuras 13, 14 y 15 establecen que la Patuletina induce
a las tres lineas tumorales a presentar una morfologia esférica, disminucion del
tamafio celular (contraccién celular), condensacién de la cromatina nuclear, formacién
de cuerpos apoptoticos, asi como fragmentacion del ADN, sugiriendo que la Patuletina
induce a las tres lineas celulares a una muerte por apoptosis.

Cuantificacion de caspasa-3 activa por citometria de flujo

Con la finalidad de confirmar si la Patuletina induce una muerte apoptética, las lineas
tumorales SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231 fueron tratadas con el compuesto a sus
respectivas ICsp y la caspasa-3 activa fue determinada por inmunocitoquimica y
cuantificada mediante citometria de flujo. (Figura. 16, Tabla 3).
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Fig.16. Deteccion y cuantificacion de la caspasa-3 activa en las lineas tumorales Sk-LU-1, CaSki y MDA-MB-231,
tratadas con el compuesto Patuletina, mediante citometria de flujo. La figura muestra un ensayo representativo de
tres ensayos independientes
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Linea celular Control EtOH Camptotecina FIavon_oI
Patuletina
1.29 1.57 32.08 11.07
3.57 3.40 36.64 22
1.57 1.86 15.26 26.07

Tabla.3. Expresién de caspasa-3 activa en las lineas SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231 con las
condiciones; control, etanol, camptotecina y Patuletina. Los datos se expresan como la media =
S.D. de cada linea celular.

Los resultados obtenidos en la figura 16 muestran que la Patuletina induce a las lineas
celulares SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231 a presentar la caspasa-3 activa con un 119%,
22% y 26% respectivamente (Tabla 3), confirmando que la Patuletina induce a las
células tumorales SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231 a una muerte por apoptosis,
dependiente de caspasa 3.

Actividad antiproliferativa de linfocitos humanos

Una vez establecido que la Patuletina presenta actividad antiproliferativa sobre las
lineas tumorales SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231, induciendo una muerte apoptotica,
se determind si este compuesto afecta a las células no tumorales. Para ello, cultivos
de linfocitos humanos, provenientes de sangre periférica, fueron tratados con el
flavonol Patuletina a las concentraciones 18, 37 y 86ug/ml por 72 horas y la
proliferacion celular fue evaluada mediante la técnica de marcaje con
carboxifluoresceina (CFSE) y cuantificada por citometria de flujo (Figura.17).
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Fig.17. Efecto de la Patuletina sobre el potencial proliferativo de células linfociticas obtenidas de
sangre periférica humana. Los linfocitos fueron sembrados en placas de 96 pozos, activados con
fitohematoglutinina (PHA) y marcados con carboxifluoresceina (CSFE) y se estimularon con el
compuesto a concentraciones de 18, 37 y 86 pg/ml por 72h. Los resultados muestran un ensayo
representativo de tres ensayos independientes.

Los resultados mostrados en la figura 17 establecen que la Patuletina afecta el
potencial proliferativo de las células linfociticas de manera significativa, sugiriendo que
la actividad antiproliferativa de este flavonoide no es selectiva.

Actividad necrética en células no tumorales

Con la finalidad de determinar si el flavonol Patuletina induce a las células linfociticas a
una muerte necrdtica, cultivos de linfocitos fueron tratados con Patuletina a
concentraciones de 18, 37 y 86 pug/ml y la actividad de la enzima citoplasmética LDH
fue determinada en los sobrenadantes de los cultivos celulares. (Figura 18).
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Fig.18. Induccion de muerte necrotica por Patuletina en cultivos de linfocitos provenientes de
sangre periférica humana. La grafica representa uno de tres ensayos independientes, los datos
fueron sometidos a una prueba ANDEVA seguido de una prueba de Tukey (p< 0.05 vs control).

Los resultados obtenidos en la Figura 18 muestran que la Patuletina en los linfocitos
humanos a las concentraciones de 18, 37 y 86 pug/ml no induce una muerte celular
necroética, sugiriendo que el decremento en el nimero celular es debido a una causa
diferente a la muerte necrética
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9. Discusion

Los flavonoides son compuestos naturales, a los que la comunidad cientifica ha
dedicado mas atencién en los Ultimos afios. Sus multiples propiedades biol6gicas
observadas experimentalmente y su abundancia en la dieta, junto con su presencia en
numerosos remedios de la medicina tradicional, los convierten en posibles candidatos
a explicar la asociacion encontrada entre el consumo de determinados productos de
origen vegetal y la disminucion del riesgo de presentar determinadas enfermedades
cronicas. Los flavonoides presentan caracteristicas que los han hecho atractivos para
la investigacion anticancerigena. Interfieren in vitro y por distintos mecanismos en el
proceso oncogénico, lo que los hace posibles agentes de utilidad en las primeras fases
del cancer o en la inhibicion de las etapas posteriores de progresién o invasion.
(Alvarez & Orallo, 2003).

En busca de farmacos anticancerosos, los datos obtenidos han mostrado que los
flavonoides tienen efectos importantes sobre la quimioprevencién y la
quimioterapia. En muchos mecanismos moleculares de accién para la prevencion
contra el cancer, los flavonoides juegan un papel importante interactuando entre los
diferentes tipos de genes y enzimas. Se han identificado muchos mecanismos de
accion, como la inactivacion de carcinégenos, la antiproliferacion, la detencién del ciclo
celular en la fase G2-M, la induccién de la apoptosis en las lineas celulares de
leucemia mieloide humana HL-60 y U937. La inhibicibn de la angiogénesis, la
antioxidacion y la reversion de la resistencia a multiples farmacos. Los flavonoides
indicen apoptosis, asociada con la activacion de mudltiples caspasas, la liberacion
mitocondrial del citocromo c, la hidrélisis de PARP vy la fragmentacién del ADN. Otro
mecanismo de apoptosis esta mediado por caspasa-8 caracterizado por, la hidroélisis
de Bid y de las pro-caspasas-8, -9, -3y -7. (Chahar et al., 2011: Rubio, 2009).

Alrededor del 50% de todos los quimioterapéuticos utilizados hoy en dia para tratar el
cancer se desarrollan directa o indirectamente a partir de fuentes naturales. La
posibilidad de utilizar sustancias naturales para el desarrollo de nuevos compuestos ha
contribuido a la aparicion de nuevos farmacos. Teniendo en cuenta que los agentes
quimioterapéuticos utilizados en la actualidad todavia causan fuertes efectos
secundarios, la busqueda de nuevos compuestos que inducen la apoptosis sigue
siendo necesaria. (Franzoni et al., 2017).

En el presente trabajo fue evaluada la actividad antiproliferativa, apoptética y necrética
del flavonol Patuletina, sobre tres lineas tumorales, si bien se tiene informacién acerca
de las propiedades biolégicas de algunos flavonoides para el flavonol Patuletina esa
informacion es escasa, de ahi la importancia de este trabajo para aportar nueva
informacion, ya que no ha habido ningun informe sobre los efectos de Patuletina en las
lineas tumorales SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231.

En investigaciones llevadas a cabo con flavonoides, se ha demostrado que sus
componentes ejercen una actividad antiproliferativa sobre diferentes lineas celulares;
de colon (SW620) con una IC50 de 85.1 pM (Areiza et al., 2013), prostata (HL-60) con
IC50 de 60 pM (Wang et al., 1999), tiroides (HT-29) con 54.8uM (Uwe et al., 2000) y
mama (MDA-MB-231) con una IC50 de 50uM (Bail et al., 1998).

Los resultados obtenidos muestran que la Patuletina presenta actividad

antiproliferativa, en las celulares tumorales SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231 con una
IC50 de 54.21, 111.44 y 259 uM respectivamente, siendo la linea SK-LU-1 la mas
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susceptible al compuesto seguida de la linea celular CaSki y finalmente la linea celular
MDA-MB-231 siendo esta la mas resistente al compuesto pues se requiri6 mayor
concentracion para obtener la IC50. Las tres lineas tumorales generaron una actividad
dosis dependiente.

Los flavonoides han demostrado mudltiples efectos positivos debido a su accién
antioxidante y eliminadora de radicales libres (ERO). Se ha afirmado que los
flavonoides, como antioxidantes, pueden inhibir la carcinogénesis. Se afirma que
algunos flavonoides, como la fisetina, la apigenina, luteolina y la quercetina son
potentes inhibidores de la proliferacion celular. Ademas, se ha especulado que los
flavonoides pueden inhibir la angiogénesis. Un posible mecanismo podria ser la
inhibicién de las proteinas quinasas. (Martinez, 2002: Nijveldt et al., 2001).

Los flavonoides son eficaces en la inhibicion de la xantina oxidasa, COX o LOX55, y
por lo tanto inhiben la proliferaciéon de células tumorales. Ademas, el mecanismo de
inhibicion de la biosintesis de poliaminas puede contribuir a las actividades
antiproliferativas de los flavonoides. (Wenying et al., 2003: Chahar, 2011).

Respecto a la citotoxicidad, se ha demostrado que la inhibicién del crecimiento en
lineas celulares de cancer por los flavonoides, se produce en ausencia de
citotoxicidad. Jabeen et al, probd in vitro que la Patuletina no es necrética en dos
lineas celulares diferentes 3T3 y MDBK, mientras que se observo un nivel moderado
de necrosis en las células CC1. Es importante destacar, que en este trabajo el
flavonol Patuletina no presenta citotoxicidad (necrosis) en ninguna de las tres lineas
tumorales, ya que no induce la liberacion de la enzima LDH en los cultivos tratados y
por tanto no se genera una muerte celular necrética. (Jabeen et al., 2016: Kuntz et al.,
1999).

El principal objetivo de los nuevos agentes quimioterapéuticos es inducir cambios
celulares que culminan en dafio al ADN. En respuesta a la extensioén del dafio, las
células tienen mecanismos de sefializacion que pueden restaurar y promover la
supervivencia celular o iniciar la muerte celular programada. Entre los diversos tipos
de muerte celular, la apoptosis es la mas estudiada. La busqueda de compuestos
anticancerigenos que inducen la muerte celular por apoptosis es altamente deseable,
ya que este tipo de muerte genera una reacciéon inflamatoria minima. (Franzoni et al.,
2017).

En cuanto a la muerte apoptética, las células presentan caracteristicas comunes
tipicas tales como la contraccion celular, condensacion de la cromatina, citoplasma
condensado, nacleos fragmentados y empollacion de la membrana. (Ding et al., 2017:
Elmore, 2007).

Para investigar si la muerte celular inducida por Patuletina dependia de apoptosis se
observaron las caracteristicas morfologicas de las células, nuestros resultados,
muestra que el flavonol Patuletina induce una muerte apoptotica sobre las lineas
tumorales SK-LU-1 CaSki y MDA-MB-231, después de las 24 horas del tratamiento
con el compuesto, observando condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y
formacion de cuerpos apoptéticos.

Al respecto, se ha informado que diversos flavonoides como la quercetina, rutina y
algunas chalconas, conducen una muerte apoptética mostrando caracteristicas
propias de esta muerte que se confirma con la tincion DAPI, observando volumen
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celular reducido, condensacién de cromatina, formacion de ampollas y cuerpos
apoptéticos y pérdida de la integridad de la membrana. (Ding et al., 2017: Franzoni
et al., 2017), lo cual coincide con nuestros resultados.

De acuerdo a la literatura, diversos flavonoides pueden desencadenar la apoptosis
mediante la liberacion del citocromo ¢ de la membrana mitocondrial. La via
apoptética mitocondrial esta determinada por la relacién de disminucion de proteinas
antiapoptéticas y el aumento de proteinas proapoptéticas (Bax) que producen una
mayor liberacion de citocromo c en el citoplasma y eventualmente causan la activaciéon
de caspasa-3 y la muerte de las células. Sin embargo no se descarta que la via
extrinseca también esté implicada en la muerte celular inducida por algunos
flavonoides. Estas dos vias principales convergen en la activacion de la caspasa
efectora 3 y la escisién de PARP, lo que indica que la apoptosis de hecho no solo se
inicia sino que también se ejecuta. (Ding et al., 2017: Franzoni et al., 2017: Yi et al.,
2016).

Otra caracteristica de muerte apoptética, como se menciond anteriormente es la
activacion de la caspasa-3, en las lineas SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231, estimuladas
con Patuletina, se observo después de 24 horas, la expresion de caspasa-3 con
porcentajes de 11, 22 y 26% respectivamente. Confirmando que la muerte que se lleva
a cabo en las tres lineas tumorales es apoptética.

Aunque hoy en dia existen muchas opciones de tratamiento para los pacientes con
cancer, incluidas las intervenciones quirargicas, la radioterapia y la inmunoterapia, un
tratamiento exitoso con medicamentos anticancerigenos sigue siendo un desafio
debido a la baja selectividad de los medicamentos disponibles. Ademas, los agentes
guimioterapéuticos disponibles en la actualidad son altamente citotoxicos para las
células normales, lo que resulta en una serie de efectos secundarios. (Franzoni et al.,
2017).

Un nuevo compuesto prometedor en terapia contra el cancer no se basa solo en su
capacidad para inducir la muerte de las células tumorales, también en su selectividad,
es decir, en su capacidad para afectar minimamente a las células normales. En cuanto
a la selectividad del flavonol Patuletina, no existen antecedentes, por lo tanto nuestros
resultados son de gran relevancia y aporte a la literatura.

Al respecto, solo se tiene informacion acerca del efecto del flavonol Patuletina en las
células T, Jabeen et al., prob6 el compuesto usando el ensayo de proliferacion de
células T con incorporaciéon de timidina. EI compuesto mostr6 una potente supresion
de la proliferacion de células T activadas por PHA aisladas de sangre periférica
humana. También se descubrié que suprime la proliferacion de células T de la linea
celular Jurkat. Nuestros resultados, muestran también una disminucién de la
proliferacion de células linfociticas humanas no tumorales de manera dosis
dependiente al ser tratadas con el compuesto Patuletina. Es relevante destacar, que la
citotoxicidad en células linfociticas no tumorales es nula, debido a que no se detecté la
activad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos, pudiendo ser que las
células linfociticas no tumorales presenten un efecto distinto a la muerte necrética. Se
sabe que la quercetina un flavonoide estructuralmente parecido a la Patuletina,
produce detencién del ciclo celular durante la proliferacion de células linfoides.
(Jabeen et al., 2016: Kumar & Pandey, 2013).

A pesar de que este flavonol afecta la proliferacion de células no tumorales, es
importante destacar que la Patuletina podria emplearse para tratar enfermedades
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autoinmunes o linfomas, atacando a las células cancerosas sin generar dafios fuertes
gue comprometan la calidad de vida de los pacientes, a comparacién de lo que
ocurre con la quimioterapia, los compuestos que generalmente se utlizan para el
tratamiento del cancer son altamente necréticos y presentan citotoxicidad, como
consecuencia se generan efectos secundaros que comprometen mas la vida del
paciente.

Finalmente, se sugiere que el flavonol Patuletina podria servir de molécula modelo
para sintetizar compuestos derivados que presenten una mejor accién selectiva sobre
células tumorales.
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10. Conclusiones

El compuesto Patuletina presenta actividad antiproliferativa dosis dependiente sobre
las lineas SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231 con IC50 de 18ug/ml, 37 pg/ml y 86 pg/ml
respectivamente.

El Flavonol Patuletina induce la liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
en los sobrenadantes de los cultivos de las células tumorales SK-LU-1, CaSki y MDA-
MB-231 en 0%, 2.38% y 2.97% respectivamente, por lo tanto la muerte celular no es
por proceso necrotico.

El flavonol Patuletina genera caracteristicas morfolégicas propias de la apoptosis, asi
como la induccién de la caspasa-3 activa en 11, 22 y 26% para las lineas tumorales
SK-LU-1, CaSki y MDA-MB-231 respectivamente, tratadas con las IC50
correspondientes.

El flavonol Patuletina afecta el potencial proliferativo de células linfociticas humanas a
las concentraciones de 18ug/ml 37ug/mly 86ug/ml, sin inducir una muerte necraética.
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12. Apéndice
Preparacion de reactivos

e Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (Laboratorios Microlab) 10.42 9
NaHCO3 (Sigma-Aldrich, E.U.A) 29

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con
HCI 1N y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por medio de
filtrado en vacio a través de una membrana con poro de 0.47um. se almacena a 4° C.
El medio de cultivo se complementa con 5% de suero de ternera neonatada (STN), en
la porcién requerida y posteriormente es nuevamente filtrada en vacio a través de una
membrana con poro de 0.47um.

e Medio de cultivo D-MEM

D-MEM (Laboratorios Microlab) 13.42¢9
NaHCO3 (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.7¢

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con
HCI 1N y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de
filtrado en vacio a través de una membrana con poro de 0.47um. se almacena a 4°C.
El medio de cultivo se complementa con 5% de suero fetal bovino (SFB), en la porcién
requerida y posteriormente es nuevamente filtrada en vacio a través de una membrana
con poro de 0.47um.

e Desactivacion del suero

El suero fetal bovino (SFB) como el suero de ternera neonatada (STN) se colocan en
bafio de agua a temperatura ambiente para ser descongelados, posteriormente se
coloca a bafio maria a 56°C durante 30min. Posteriormente es transvasado en
alicuotas de 50ml en tubos cénicos de plastico estériles.

e Verseno

Esta solucion se emple6 para despegar las células tumorales adherentes y funciona
como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones
celulares. Para su preparacion se utiliza:

Etilen-diamen-tetra-acetico (EDTA) (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.40¢g
Cloruro de Sodio (NaCl) (Sigma- Aldrich, E.U.A) 8.00¢g
Cloruro de Potasio (KCI) (Sigma- Aldrich, E.U.A) 0.40¢
Tris (Sigma- Aldrich, E.U.A) 3.04¢

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.7 con
HCI 1IN y se afora a 1000ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza a una
presion de 1.20 kg/cm? durante 15 min. Se almacena a 4°C.
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e Solucién de Tripsina

La solucion fue utilizada para el desprendimiento de las células tumorales (MDA-MB-
231), es preparada al 0.05% en verseno en condiciones estériles.

e Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisioldgicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de
fosfato. Para su preparacion se utiliza:

Fosfato diacido de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.20g
Fosfato monoéacido de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 2.16¢g
Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A 8.0g¢g

Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A) 0.20¢g

Los componentes se diluyen en 800ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2
utilizando HCI 1N y se afora a un volumen final de 1000ml. Esta solucién se esteriliza
por medio de filtros de una membrana con didmetro de 22um y se almacena a 4°C
hasta el momento de su uso.

e Glutaraldehido

Esta solucion se utilizé para fijar las células, manteniendo la integridad estructural de
los tejidos y células. La tendencia a formar uniones cruzadas entre proteinas hace del
glutaraldehido un excelente fijador. Se prepara de la siguiente manera: a 1.57 ml de
glutaraldehido (70% v/v) se le agrega 98.43 ml de agua bidestilada y se almacena a
una temperatura de 4°C.

e Solucidon de Cristal Violeta (0.1%)

Para preparar 500ml de cristal violeta en una concentracién de 0.1% se requiere
previamente preparar una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM con un pH
de 6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye y se filtra usando papel
Whatman ndmero 2. Se almacena a temperatura ambiente.

NaOH (Sigma-Aldrich, E.U.A) 3.96¢g
Acido Formico (Sigma-Aldrich, E.U.A) 4.28 g
Cristal Violeta (Sigma-Aldrich, E.U.A) 10g

e Solucion de &cido acético (10%)

A 10ml de acido acético (J.T.Baker) se le agrega 90ml de agua bidestilada.
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o Paraformaldehido (2%)

Paraformaldehido al 2% en PBS, se disuelve a bafio maria sin que la temperatura
rebase los 60°C. Se almacena a 4°C.

e Camptotecina

La camptotecina se utiliza como positivo a muerte apoptética, se prepara agregando
5mg de camptotecina en 1 ml de DMSO. Posteriormente es transvasado en alicuotas
de 50 pl en tubos eppendorf estériles y se almacena a temperatura ambiente.
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