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Resumen

La actividad citotoxica de un compuesto natural y dos seminaturales, aislados a
partir de Heterotheca inuloides (arnica mexicana), fue evaluada sobre la linea
celular de adenocarcinoma de glandula mamaria humana, MCF7. El cancer de
mama es la neoplasia mas comun diagnosticada en mujeres y la primera causa de
muerte debida a esta patologia. Se encontré que el compuesto natural, 7-hidroxi-
3,4-dihidrocadaleno, inhibe la viabilidad celular de MCF7 de una forma dependiente
de la concentracion y del tiempo. Adicionalmente, la proliferacion y la migracion
celular disminuyen significativamente. En comparacion con el producto natural, la
potencia citotéxica de los derivados seminaturales 7-(fenilcarbamato)-3,4-
dihidrocadaleno y 7-(fenilcarbamato)-cadaleno fue notablemente menor.
Aparentemente, la incorporacién del grupo fenilcarbamato en el carbono numero 7
de los compuestos seminaturales no incrementa el efecto citotéxico de los mismos
en la linea celular MCF7. Ademas, los estudios realizados in silico sugieren que el
compuesto natural, y no asi los derivados seminaturales, tiene propiedades
fisicoquimicas Optimas para ser considerado como un agente citotoxico-
anticancerigeno prometedor. Finalmente, se elucidé que el posible mecanismo por
el cual la ICso del producto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno ejerce citotoxicidad
es mediante la promocion de estrés oxidante. EI compuesto natural aumento
significativamente los niveles de especies de reactivas de oxigeno (ROS)
intracelulares e indujo la peroxidacion lipidica. Aunque se ha reconocido al 7-hidroxi-
3,4-dihidrocadaleno como un antioxidante, se demostré6 que este compuesto
también actua como pro-oxidante en ciertas condiciones. Ademas, este compuesto
increment6 la actividad de la caspasa-3 y caspasa-9, indicando la posible muerte
celular inducida por apoptosis. El conjunto de estos resultados muestra que el 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadaleno es un compuesto citotdxico eficaz contra el cancer de
mama que induce la muerte celular aparentemente mediada por apoptosis a traves

de la inducciéon de estrés oxidante.



2.

Introduccion

El cancer de mama se refiere a varios tipos de neoplasias que surgen del
tejido mamario y constituye una de las principales causas de muerte relacionadas
con el cancer. De acuerdo con la Agencia Internacional de Investigaciéon en Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés), el cancer de mama ocupa el primer lugar en
prevalencia e incidencia, ademas de representar el segundo lugar en mortalidad
sobre todos los sitios susceptibles a cancer en México (International Agency for
Research on Cancer, 2018). La mayoria de las células de cancer de mama son
receptores de hormona positivos (HR+), y por tanto responderan a la reduccion de
los estrogenos circulantes inducida por la terapia enddcrina; sin embargo, los
farmacos citotoxicos son la terapia de eleccion para los canceres de alto riesgo
(Senkus, et al., 2015).

La amplia gama de metabolitos encontrada en distintas especies de plantas
ha sido blanco de estudio con el objetivo de emplearlos como agentes terapéuticos
de diferentes enfermedades, entre ellas el cancer (Desai, et al., 2008; Alonso-
Castro, et al., 2011; Greenwell & Rahman, 2015; Jain, Dwivedi, Jain, Satpathy, &
Patra, 2016). Farmacos empleados para el cancer y aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA) como arglabin, paclitaxel y vinblastina son de origen
natural aislados de las especies Artemisia glabella, Taxus brevifolia 'y Catharanthus
roseus, respectivamente. En los ultimos afios se han investigado diversos aspectos
relacionados con las propiedades etnomedicinales de los extractos y metabolitos
secundarios de Heterotheca inuloides (mejor conocida como “arnica”). Entre sus
principales propiedades terapéuticas se encuentran la analgésica, antinflamatoria,
antinociceptiva, antioxidante y antitumoral. Se han aislado mas de 140 tipos distintos
de compuestos del aceite esencial y extractos organicos de varias partes de esta
especie, tales como compuestos polifendlicos, triterpenos, fitoesteroles vy
sesquiterpenos (Rodriguez-Chavez, et al., 2017). Demostrandose que de los
distintos efectos terapéuticos de H. inuloides, mencionados anteriormente, el efecto
citotoxico-anticancerigeno es debido a la presencia de cadalenos, especificamente
el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y el 7-hidroxicadaleno (Kubo, et al., 1996).



Marco Teorico
3.1. Cancer

3.1.1. Definiciéon y generalidades

El cancer es una condicion clinica manifestada por un grupo de mas de cien
enfermedades relacionadas a causa de la desregulacion en los procesos implicados
con la proliferacion, muerte y diferenciacion celular, que generalmente dan lugar a
un crecimiento neoplasico o formacion de masas tumorales que son capaces de
diseminarse a los tejidos circundantes (Weinberg, 2014; American Cancer Society,
2015; National Cancer Institute, 2015).

La principal diferencia entre las células somaticas normales y las malignas
radica en su potencial de proliferacién (Mondello & Chiodi, 2013). Mientras que las
células somaticas normales estan sometidas al limite de Hayflick, que se refiere
numero de divisiones que puede sufrir una célula eucarionte antes de entrar en
senescencia (Hayflick, 1965), las células tumorales pueden sostener sefiales con el
fin de proliferar indefinidamente. Esta es una de las seis capacidades (o hallmarks)
bioldgicas primordiales que una célula normal adquiere sucesivamente a través de
multiples etapas en el desarrollo de un estado neoplasico, ademas de evadir las
sefales supresoras de crecimiento, resistir a la muerte celular, inducir la
angiogénesis, permitir la inmortalidad replicativa y tener gran potencial
invasivo—metastasico (Hanahan & Weinberg, The Hallmarks of Cancer, 2000).
Adicionalmente, se han propuesto dos hallmarks implicados con la reprogramacion
del metabolismo energético y la evasion de la respuesta inmune. Asimismo, se han
descrito dos caracteristicas cruciales que permiten la adquisicion de todos los
hallmarks antes mencionados, tales como la inestabilidad gendémica y la inflamacién
cronica (Hanahan & Weinberg, 2011).

Los tumores, mas alla de ser considerados como una entidad insular de
células en constante proliferacion, son tejidos complejos compuestos de distintos
tipos celulares que participan en interacciones heterotipicas entre si, por lo que es



de gran importancia destacar que las interacciones con el microambiente tumoral
son cruciales para el fenotipo de cancer (Hanahan & Weinberg, 2011).
La Tabla 1 resume otras propiedades de las células tumorales en cultivo celular o

in vivo.

Tabla 1. Caracteristicas de células malignas transformadas in vitro o in vivo

A. Alteraciones in vitro

1. Los cambios citolégicos son similares a los de las células tumorales in vivo, incluido el aumento
de la basofilia citoplasmatica, el aumento en el niumero y el tamafio de los nucleos, el aumento
de la proporcion nucleo-citoplasma, pérdida de polaridad y la peculiar formacion de grupos de
células.

2. Alteracion en las caracteristicas de crecimiento.

a. "Inmortalidad" de las células transformadas (no aplica el limite de Hayflick).

b. Disminucion de la inhibicién dependiente de la densidad del crecimiento o pérdida de la
"inhibiciéon por contacto". Las células transformadas usualmente crecen a una densidad
mayor que sus contrapartes normales, y pueden "acumularse" en el cultivo.

c. Disminucién del requerimiento de suero. Las células transformadas generalmente requieren
concentraciones mas bajas de suero o de factores de crecimiento para replicarse en el cultivo
respecto las células no transformadas.

d. Resistencia a la apoptosis (muerte celular programada).

3. Cambios en la estructura y funcion de la membrana celular, incluida alteracion en la
composicion de las glicoproteinas de la superficie celular, proteoglicanos, glucolipidos y
mucinas; aparicion de antigenos asociados a tumores; y una mayor captacion de aminoacidos,
hexosas y nucledsidos.

4. Pérdida de interacciones célula—célula y célula-matriz extracelular que favorecen la
diferenciacion celular.

5. Pérdida de respuesta a los agentes inductores de la diferenciacion y alteracion de los
receptores celulares para estos agentes.

6. Mecanismos de transduccién de sefales alterados, incluida la funcién sostenida o suprimida
en lugar de la funcién regulada de los receptores de factor de crecimiento, las cascadas de
fosforilacion y los mecanismos de desfosforilacion.

7. Capacidad para producir tumores en animales experimentales. Si las células que se cree que
estan transformadas no producen tumores en el hospedero, no se pueden definir como
"malignas". Sin embargo, la falla en el crecimiento en un modelo animal significa que pueden
no ser tumorigénicas en un tipo diferente de animal.

B. Alteraciones in vivo

1. Aumento de la expresion de proteinas oncogénicas como consecuencia de la translocacion,
amplificacién o mutaciéon cromosémica.

2. Pérdida de funcion de productos de genes supresores de tumores debido a deleciéon o
mutacion.

3. Alteraciones en los patrones de metilacion del DNA.




4. Errores de “impresion” genética que conducen a la sobreproduccién de factores procesadores
del crecimiento.

5. Inestabilidad genética que conduce a la pérdida progresiva de la proliferacién celular regulada,
mayor invasividad y mayor potencial metastasico.

6. Alteracion en los patrones enzimaticos. Las células malignas tienen niveles aumentados de
enzimas involucradas en la sintesis de acidos nucleicos y producen niveles mas altos de
enzimas liticas (por ejemplo, proteasas, colagenasas, glicosidasas).

7. Capacidad para evitar la respuesta inmune antitumoral del huésped.

Adaptado de Ruddon, 2003; Bast Jr. et al., 2017.

3.1.2. Proceso carcinogénico y modelo de establecimiento

El desarrollo del cancer (o carcinogénesis) es un proceso lento y multifacético
en el que distintos eventos de mutacion somatica y seleccion clonal producen
variantes en la descendencia celular con propiedades desreguladas en la
diferenciacion, proliferacion y supervivencia. La carcinogénesis consiste en cinco
etapas distintas, pero estrechamente vinculadas: la iniciacién, la promocién, la
progresion, la invasion (Figura 1A) y la metastasis. Cada etapa juega un papel

importante en la transformacion de nuevas poblaciones celulares.

La primera fase de la carcinogénesis es la iniciacion, la cual involucra la mutacion
de una sola célula del organismo inducida por la exposicion a un agente carcindbgeno
o espontaneamente por dafnos epigenéticos. Estas alteraciones genéticas refuerzan
la tendencia a desregular las vias de sefializacion asociadas con la proliferacion y
la supervivencia de la célula portadora respecto a las adyacentes, favoreciendo la
posterior aparicion y seleccion de nuevos clones de células con una mayor
capacidad de division; sin embargo, en este paso, la célula iniciadora es
fenotipicamente normal (Figura 1B), es decir, aun no presenta la transformacion
neoplasica (Unicamente genética) y no prolifera.

La etapa de promocion se considera un proceso relativamente largo y reversible,
caracterizada principalmente por la expansion clonal en donde las células
preneoplasicas, aun fenotipicamente normales, proliferan constantemente
provocando asi la aparicion y acumulacion de una serie sucesiva de nuevas

mutaciones en su descendencia y el aumento anormal del tamafio del 6rgano o




tejido (hiperplasia). Dentro de este periodo, el proceso puede ser alterado por
agentes quimiopreventivos y afectar las tasas de crecimiento.

La progresién es considerada la etapa critica de la carcinogénesis ya que las células
sufren transformacion neoplasica dando lugar a cambios fenotipicos (displasias), la
formacion de un tumor primario (tumorigénesis) y al incremento indefinido de su
heterogeneidad. Esto implica un aumento en el tamaro del tumor, donde las células
pueden sufrir otras mutaciones con potencial invasivo. La mayoria de dichos
cambios genéticos son letales provocando la muerte celular; no obstante,
aleatoriamente, algunas mutaciones son capaces de sostener la viabilidad celular
(p. €j. resistiendo a la muerte celular) ademas de conferir a la célula la capacidad
de sostener sefales con el fin de proliferar indefinidamente, por lo que su
descendencia acabara siendo mayoritariamente parte del tumor, dando lugar asi un
segundo suceso de clonalidad. Este proceso particular de la progresion, llamado
seleccion clonal, se puede repetir numerosas veces, obteniéndose en cada paso
clones celulares con mayor capacidad de division y cuya regulacién esta mas
alterada. Los agentes quimiopreventivos deben actuar de manera preferencial
dentro de los procesos de iniciacion y promocion de la carcinogénesis.

Mientras que las células neoplasicas no se hayan vuelto invasivas, es decir, que el
crecimiento sea local sin invadir tejidos adyacentes, se dice que el tumor es benigno.
Para la mayoria de los tipos de neoplasias de este tipo, la eliminacion o destruccion
local de la masa tumoral suele lograr una cura completa. Un tumor se considera un
verdadero cancer si es maligno, es decir, cuando las células han adquirido la
capacidad de invadir el tejido circundante y generar metastasis. La invasion es la
fase donde se diferencia un tumor benigno (p. ej. adenoma) y el desarrollo de una
neoplasia maligna (p. ej. adenocarcinoma) (Cascales & Rodés, 1990; Santos, 2013;
Weinberg, 2014; Siddiqui, Sanna, Ahmad, Sechi, & Mukhtar, 2015; Alberts, et al.,
2015).

Finalmente, se puede llegar a instaurar el proceso de metastasis una vez que las
células del tumor primario adquieren la capacidad de penetrar en los tejidos
circundantes y movilizarse a través de la lamina basal y la matriz extracelular,

promoviendo la intravasacién a medida que las células se infiltren en la circulacion



linfatica o vascular. Las células metastasicas viajan a través del sistema circulatorio
invadiendo la lamina basal vascular y la matriz extracelular de un nuevo sitio durante
el proceso de extravasacion. Estas células colonizaran un nuevo tejido u érgano y
proliferaran para producir un tumor secundario (Martin, Ye, Sanders, Lane, & Jiang,
2013; Weinberg, 2014; Alberts, et al., 2015).

A Transformacion
Neoplasica

Comportamiento Normal | Comportamiento Cancerigeno

|

Lamina Basal

Tejidt?
Conectivo Célla Células
preneoplasica Células invasivas
Célula iniciada neoplasicas
INICIACION PROMOCION PROGRESION INVASION
—_— —_— —_—

a l;r:,%?:o Tumor
a’ maligno
Células epiteliales
creciendo en
lamina basal
Iniciacion Promocion Progresion Invasion
Tejido Canactivo Normal -———> Normal ——> Hiperplasia ——> Displasia —> Cancer

Lamina
Basal

Epitelio —

Figura 1. A. Las cuatro primeras fases de la carcinogénesis (iniciacion, promocion, progresion
e invasion) en un tejido epitelial. Adaptado de Alberts, et al., 2015; B. Cambios en el tejido

epitelial a través de las cuatro primeras fases la carcinogénesis. Adaptado de Winslow, 2014.



3.1.3. Clasificacion

Tradicionalmente, la nomenclatura del cancer se basa principalmente en la

ubicacion del érgano o tejido, por ejemplo, "cancer de pulmoén” designa un tumor

que se origina en estructuras pulmonares. Dentro de cada tipo especifico de 6érgano,

se pueden definir subgrupos mas finos de acuerdo con la edad del paciente, el tipo

de célula, los grados histolégicos y, en ocasiones, con los marcadores moleculares,

por ejemplo, el estado de un receptor hormonal en el cancer de mama o la

inestabilidad de un microsatélite en el cancer colorrectal (Song, Merajver, & Li,

2015). En la Tabla 2 se muestran algunas categorias de canceres que comienzan

en tipos especificos de células.

Tabla 2. Clasificacion tradicional de algunos canceres segun el tipo de tejido

y célula del que surgen

A. Carcinoma

Tumor maligno que se forma a partir del tejido epitelial de los
organos. Se trata del tipo de cancer humano mas comun, siendo
responsable de mas del 80% de las muertes relacionadas con el
cancer en el mundo. La mayoria de los carcinomas se clasifican en
dos categorias principales que reflejan las dos funciones bioldgicas
principales asociadas con los epitelios.

Adenocarcinoma

Tumor maligno de un epitelio glandular (células especializadas que
secretan sustancias en los conductos o cavidades que recubren). P.
ej. pulmén, colon, mama, pancreas, estdmago, eséfago, préstata,
endometrio y ovario.

Cancer que surge de las células que forman capas de células

2. Carcinoma de .. -
. protectoras; se encuentra en el tejido que forma la superficie de la
células escamosas | . . - X
o carcinoma piel (queratinocitos), el revestimiento de los 6rganos huecos del
S RETTEE cuerpo Y el revestimiento de los aparatos respiratorio y digestivo. P.
ej. la cavidad nasal, la orofaringe, laringe, pulmén, eséfago y cérvix.
. Carcinoma pulmonar de células pequefias, carcinoma
3. Otros tipos de . . . i
. hepatocelular, carcinoma de células renales, carcinoma de células
carcinoma i
de transicion.
Tumor maligno del tejido conjuntivo, de la musculatura y de los
vasos sanguineos (tejidos blandos). Es la primera clase importante
B. Sarcoma . oo . o
de canceres no epiteliales. Estos tumores constituyen solo el 1% de
los tumores encontrados en la clinica.
Cancer de hueso que empieza en los osteoblastos (células
1. Osteosarcoma

formadoras de hueso).
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Liposarcoma

Tipo de cancer que empieza en los adipocitos (células grasas).

Fibrosarcoma

Tipo de sarcoma que comienza en el tejido fibroso (especificamente
en los fibroblastos).

Angiosarcoma

Tipo de cancer que comienza en las células que revisten los vasos
sanguineos o los vasos linfaticos (células endoteliales).

Leiomiosarcoma

Tumor maligno que surge a partir de las células de los musculos lisos.

Leucemia

Grupo de canceres no epiteliales que surge de diversos tipos de
células que constituyen los tejidos hematopoyéticos en la médula
Osea. Estos canceres no forman tumores soélidos. En vez de eso, un
gran numero de globulos blancos anormales se acumulan en la
sangre y en la médula ésea y desplazan a los glébulos normales de
la sangre. P. ej. leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mielégena
aguda (LMA), leucemia mielégena cronica (LMC) y leucemia
linfocitica crénica (LLC).

Linfoma

Grupo de canceres no epiteliales que comprenden diversos tipos de
células del sistema inmune, incluyendo los linajes linfoides (linfocitos
B y T) que se agregan para formar masas tumorales sdlidas, que se
encuentran con mayor frecuencia en los ganglios linfaticos. P. ej.
linfoma de Non—Hodgkin (LNH) y linfoma de Hodgkin (LH).

Tumores

neuroectodérmicos

Tumores no epiteliales que surgen de células que forman diversos
componentes de los sistemas nerviosos central y periférico. Aunque
comprenden solo el 1.3% de todos los canceres diagnosticados,
estos son responsables de aproximadamente el 2.5% de las muertes
relacionadas con el cancer.

Astrocitoma

Tumor que comienza en el cerebro o la médula espinal, cuyas células
(tipo gliales) se llaman astrocitos.

Glioblastoma
multiforme

Tipo de tumor del sistema nervioso central de crecimiento rapido que
se forma a partir del tejido glial (de sostén) del encéfalo y la médula
espinal. También se llama astrocitoma de grado V.

Meningioma

Tipo de tumor que se forma en las células aracnoidales de las
meninges (tres capas finas de tejido que cubren y protegen el cerebro
y la médula espinal).

Schwannoma

Tumor del sistema nervioso periférico que surge de las células de
Schwann que son las que recubren a los axones.

Retinoblastoma

Cancer que se presenta en los tejidos de la retina (células conicas).

Melanoma

El melanoma es un cancer que empieza con los melanocitos, los
cuales son células especializadas en producir melanina (las células
pigmentadas de la piel y la retina). La mayoria de los melanomas se
forman en la piel, pero pueden formarse también en otros tejidos
pigmentados, como en los ojos.

G.

Otros
tumores

tipos

de

Tumores de células germinativas, tumores neuroendocrinos, tumores
carcinoides.

Adaptado de Weinberg, 2014; National Cancer Institute, 2015.
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3.2. Cancer de mama

3.2.1. Definiciéon

El cancer de mama se refiere a varios tipos de neoplasias que surgen del tejido
mamario. Los dos tipos de cancer de mama mas comunes son el carcinoma
lobulillar, que comienza en las células que componen la unidad terminal de los
conductos lobulillares mamarios (Figura 2A) y el carcinoma ductal, que comienza
en el revestimiento de los conductos galactéforos (Figura 2B) (National Cancer

Institute, n.d.). Las diferencias entre estos dos tipos se enlistan en la Tabla 3.

w«

A) Carcinoma lobulillar in situ (CLIS) B) Carcinoma ductal in situ (CDIS)
Lobulillo normal
(ampliacion)
P Alvéolo Conducto
7 - & . p
! g mamario galactoforo
\ ecE . S \( normal

O
03

. Conducto
\ X lobulillar
\ p = %3 Conductos

R & % galactéforos Gl
.\ ‘ Aredla CDIsS
Y P NS
T F Pezon
¥ vl_‘_/ s

#j.
S| obulillos

Células
~anormales
o

o 1/““* 50

DK

4L Células
| anormales

i g Tejido graso

Figura 2. Anatomia de la glandula mamaria y los dos principales tipos de neoplasias que se
originan a partir del tejido mamario. A. Las ramificaciones de las glandulas alveolares se
organizan en estructuras llamadas lobulillos. Las células que forman los alvéolos (o acinos
mamarios) son las susceptibles de generar un CLIS; B. Los |6bulos drenan su producto en un
conducto galactéforo. Las células que recubren este conducto son las susceptibles de generar
un CDIS. CLIS: Carcinoma lobulillar in situ; CDIS: Carcinoma ductal in situ. Adaptado de

Winslow, National Cancer Institute, 2012.
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Tabla 3. Diferencias histolégicas e inmunohistoquimicas entre el cancer de

mama (preinvasivo) ductal y lobulillar

sin invadir el tejido
conectivo o tejidos

circundantes, es
decir, las células
estan delimitadas

por la lamina basal.

células epiteliales cohesivas
dispuestas en tubulos,
trabéculas y laminas, que
exhiben pleomorfismo nuclear
variable.

Expresan E-cadherina en la
membrana.

Tamafo del tumor menor que
en cancer de mama lobulillar.
Usualmente unilateral.

Subtipo histolégico | Ductal Lobulillar

Carcinoma de | Carcinoma ductal in situ | Carcinoma lobulillar in situ
mama in situ (CDIS) (CLIS)

20 % de nuevos | 20% —25% de todos los casos | 1-2% de todos los canceres de
diagnésticos de | recién  diagnosticados  de | mama

cancer de mama cancer de mama

Proliferacion clonal | Esta compuesto  por la | Es una proliferacion monoclonal
de células epiteliales | proliferacion monoclonal de | de células no cohesivas

dispuestas en forma de un
unico cluster de células, sin la
formacion de tubulos o papilas
y células con un pleomorfismo
nuclear relativamente pequefio.

No expresan E-cadherina en la
membrana.

Edad avanzada de inicio.
Mayor riesgo de cancer de
mama bilateral.

Adaptado de Henry-Tillman & Klimberg, 2000; Sprague & Trentham-Dietz, 2009; Kerlikowske,
2010; Pai, Baliga, & Shrestha, 2013; Li, et al., 2014; Cutuli, et al., 2015.

3.2.2. Clasificacion

El grado de un tumor es la descripcion basada en la forma de las células y
el tejido tumoral al microscopio. El grado indica la rapidez con la que el tumor
probablemente crecera y se extendera. Si la organizacion del tejido y las células
tumorales estan bien diferenciadas, significa que se asemejan a las células y a los
tejidos normales. Estos tumores tienden a crecer y a extenderse mas lentamente
que los no diferenciados, los cuales tienen células anormales carentes de
estructuras de tejido normal (National Cancer Institute, 2015).

Frecuentemente es utilizado el sistema de gradacion Nottingham (llamado también
modificacion de Elston-Ellis del sistema de gradacién de Scarff-Bloom-Richardson)
para cancer de mama (Edge & Compton, 2010). Este sistema otorga un grado a

los tumores de mama basandose en las siguientes caracteristicas:
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e Formacion tubular: Proporcién del tejido tumoral con estructuras normales
de conductos galactoforos.

e Grado nuclear: Evaluacion del tamafno y la forma del nucleo en las células
tumorales.

 Rango mitético: Cantidad de células en division, lo cual es una medida de la
rapidez con la que las células del tumor estan creciendo y se estan dividiendo.

Los tres grados posibles son: G1 (grado bajo o bien diferenciado), G2 (grado

intermedio o moderadamente diferenciado) y G3 (grado alto o escasamente

diferenciado) (Figura 3).

Grado 1 Grado 2 Grado 3

Diferenciacién Glandular/Tubular: Diferenciacién Glandular/Tubular: Diferenciacién Glandular/Tubular:
>75% del tumor forma células 10-75% del tumor forma células <10% del tumor forma células
glandulares glandulares glandulares

Pleomorfismo nuclear: Pleomorfismo nuclear: Pleomorfismo nuclear:
Células uniformes con ncleos Células mas largas que las Células con ntcleo vesicular,
pequefios similares en tamano a normales con nicleo vesicular, nucléolo prominente y alta
las células normales epiteliales nucléolo visible y variabilidad variabilidad en tamano y

de mama (alta diferenciacién) moderada en tamanio y forma forma (baja diferenciacién)
Tasa mitética: (diferenciacién moderada) Tasa mitética:

< 7 mitosis por 10 campos de alta Tasa mitética: >16 mitosis por 10 campos de
potencia 8-15 mitosis por 10 campos de alta potencia

alta potencia

Figura 3. El grado de un cancer de mama es un factor de prondstico y es representativo del

potencial agresivo del tumor. Adaptado de Johns Hopkins University, n.d.

Existe una diferencia entre el grado del tumory el estado del cancer. El
estado del cancer se refiere a la extension (o etapa) del tumor primario y a si las
células tumorales se han diseminado en el cuerpo. Se basa en factores como el
lugar del tumor primario, el tamafo del tumor, la extensién del cancer a los ganglios
linfaticos cercanos y el numero de tumores presentes (National Cancer Institute,
2013).
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En el estado 0 hay células anormales presentes, pero no se han diseminado al tejido
cercano; se llama también carcinoma in situ, o CIS (el CIS aun no es invasivo). En
los estados [, Il y Il hay cancer presente (es decir, ya existe invasion); cuanto mas
elevado es el estado, mayor es la masa tumoral y la diseminacion a los tejidos
cercanos. Finalmente, el estado IV indica la invasién del tumor a partes distantes
del cuerpo (Figura 4).

- - - - ',‘,‘274‘.0
% )

%,

v
[ L

@
L2
Estado O Estado | Estado Il Estado lll Estado IV

Figura 4. La etapa o el estado patolégico del cancer de mama es una medida de cuan avanzado

esta el tumor de un paciente. Adaptado de Johns Hopkins University, n.d.

Los avances en el analisis de los perfiles de expresion génica, utilizando
técnicas gendmicas, han revelado la alta heterogeneidad presente en los canceres
de mama (Perou, et al., 2000; Sgrlie, et al., 2001; Searlie, et al., 2003). Estos
enfoques han servido para identificar diferentes subgrupos de cancer de mama en
funcion de los patrones de expresion, con caracteristicas moleculares especificas
que podrian subclasificar a estos tumores como carcinomas que expresan
receptores de estrogenos (ER+) y tumores que no lo expresan (ER-) (Hergueta-
Redondo, Palacios, Cano, & Moreno-Bueno, 2008). Ademas, el cancer de mama se
ha clasificado segun la expresion del receptor de progesterona (PR), y la
sobreexpresién/amplificacion del oncogén ERBBZ2 (también llamado HERZ2/neu) que
codifica para el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano-2 (HER2).
Precisamente estos marcadores moleculares son particularmente importantes para
predecir la respuesta clinica a tratamientos especificos y el prondstico de la
enfermedad (Sotiriou, et al., 2003; Nielsen, et al., 2004).
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Para comprender la taxonomia molecular en la clasificacién del cancer de mama,
es necesario introducir brevemente la organizacion anatomico-funcional de la
glandula mamaria: este 6rgano se compone de un sistema tubulo—glandular,
incrustado en el tejido conectivo-graso mamario que se extiende desde el pezdn
hacia los conductos y I6bulos (Figura 3A).

Los alvéolos mamarios se organizan en estructuras tubulares tridimensionales que
dependen en gran medida de una morfologia polarizada, uniones especializadas
célula—célula y uniones especificas a una membrana basal subyacente (McGee,
Lanigan, Gilligan, & Groner, 2006). Las estructuras tubulares estan revestidas por
dos capas celulares: la capa epitelial localizada en el lumen (células luminales) y la

capa mioepitelial en contacto con la membrana basal (células basales) (Figura 5).

Alvéolo o acino mamario
(ampliacién) La poblacién de células troncales

de mama da lugar a células
tanto basales como luminales

Célula luminal o epitelial
Célula basal o mioepitelial

Lobulillo mamario

Figura 5. Estructura de alvéolo mamario. La capa externa conformada por las células basales
o mioepiteliales proporciona soporte estructural a los alveolos y ayuda a la expulsion de la leche
durante la lactancia, mientras que la capa interna formada por células luminales o epiteliales
producen leche. Las células troncales pueden dar lugar a células tanto epiteliales como
mioepiteliales. Adaptado de Wong & Rebelo, 2012; Winslow, National Cancer Institute, 2012.

En cuanto a los tumores de tipo basal o triple negativo tipicamente muestran
una baja o nula expresion de HER2, ER y PR. Los tumores HER2+ (es decir, el gen
amplificado y/o la proteina sobreexpresada) se clasifican en al menos 2 grupos de
expresion distintos: aquellos que son ER- (HER2+/ER-), que tipicamente se
agrupan cerca de los tumores de tipo basal, y aquellos que son ER+ (y que también
pueden ser PR+), los cuales se agrupan con los tumores de origen de células
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luminales como parte del subtipo luminal B. Los dos subtipos de tumores que
expresan ER son el luminal A y luminal B. En comparaciéon con los tumores
luminales B, los tumores luminales A expresan niveles mas altos de ER, mientras
que los tumores luminales B expresan con mayor frecuencia el receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano-1 (HER1) y HER2 (Figura 6) (Carey, et al.,
2006).

Células basales o mioepiteliales Células luminales o epiteliales

« Células contractiles para la * Responde a estimulaciéon hormonal
expulsién de leche para produccion de leche

* Receptor de estrégeno - * Receptor de estrégeno +

* Receptor de progesterona - * Receptor de progesterona +

I
Fenotipo de célula %’% @ @

tumoral Basal Basoluminal Luminal
Subtipos . - - ‘
moleculares 'E:E)I(::Rrie'g*z:zv? HER2+/ER- Luminal B
% Frecuencia en 15-20% 10-15%  20% 40%

cancer de mama

Expresion de HER2+ ‘
receptor _—

Grado
histolégico Alto (grado 1)
Nive! de diferenciacion celular —
Prondstico Pobre
Respuesta a Quimioterapia
ia médi Trastuzumab —
terapia médica rastuzu Endq;;ﬁ@

Figura 6. Subtipos moleculares en funcion de la histologia celular de cancer de mama. Luminal
A (ER+, HER2—-, PR+), luminal B (ER+, HER2+, PR+), de tipo basal o triple negativo (ER-,
HER2-, PR-) y HER2+/ER- (ER-, HER2+ y PR-). ER: Receptor de estrogeno; HER2: receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano-2; PR: receptor de progesterona. Adaptado de
Sims, Howell, Howell, & Clarke, 2007; Wong & Rebelo, 2012.
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3.2.3. Epidemiologia

En 2013, el cancer fue la cuarta causa de muerte en México con 75 229
defunciones que representan el 12.1% del total de muertes en el pais (INEGI, 2013).
En promedio, la proporcién fue mayor para las mujeres y el 45.4% de todas las
muertes por cancer se produjeron en poblacién trabajadora (15 a 64 afios) (Mohar-
Betancourt, Reynoso-Noveron, Armas-Texta, Gutiérrez-Delgado, & Torres-
Dominguez, 2017). Actualmente, el cancer de mama es el primer lugar en
prevalencia a 1, 3y 5 afios (21 452, 56 595 y 83 287 casos, respectivamente) y en
incidencia (41.6 nuevos casos por cada 100 000 personas), ademas de representar
el segundo lugar en mortalidad (10.5 defunciones por cada 100 000 personas en

riesgo) sobre los diversos tipos de cancer en México (Figura 7).

Mama
Prostata
Cérvicouterino
Colorrectal
Cuerpo uterino
Tiroides
Ovario
Testiculo
Incidencia

Pulmén B Mortalidad

Estémago

0 10 20 30 40

Data source:GLOBOCAN 2018 Tasa bruta
Graph production: Global Cancer Observatory (htt? ://gco.iarc.fr/)
© International Agency for Research on Cancer 2018

Figura 7. Tasas brutas de incidencia y mortalidad de cancer conS|derando poblacion mexicana,
ambos sexos y todas las edades. Para cancer, el resultado se expresa como una tasa anual por
cada 100 000 personas en riesgo. Adaptado de International Agency for Research on Cancer,
2018.

Los datos de las series cronologicas para las tasas crudas de incidencia y
mortalidad del cancer de mama en México muestran un aumento continuo desde la
década del 2000 hasta mediados del 2015 (Figura 8A). Este patrén contrasta
radicalmente con el cancer cervicouterino y de cuerpo uterino, en el que las tasas

de mortalidad han disminuido continua y bruscamente desde mediados de la década
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Tasa Bruta

de 1980 (Chavarri-Guerra, et al., 2012). Esta proporcion ha descendido en una
razon mayor respecto al cancer de mama por primera vez en 2005 y 2007,
respectivamente (Figura 8B); posicionando al cancer de mama en el primer lugar
en incidencia y mortalidad entre todos los tipos de cancer en el sexo femenino.
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2664 2620
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Figura 8. Cambio en las tasas crudas de A. incidencia y mortalidad de cancer de mama en el
periodo de 2007 a 2015; B. mortalidad de cancer de mama, cuerpo uterino y cérvicouterino en
el periodo de 2000 a 2013. Ambas graficas consideran poblacién mexicana, mayor a 20 afios y
sexo femenino. Los resultados se expresan como una tasa anual por cada 100 000 personas.
Incidencia adaptada de CONAPO (2008, 2016), proyecciones de la poblacion 2010-2050.
Mortalidades adaptadas de Cancer Mortality Database (IARC), 2016.

Un estudio estadistico de cohorte senald que, en pacientes mexicanas
tratadas con cancer de mama en etapa temprana, la supervivencia promedio (a
cinco anos) fue del 97%, mientras que para aquellas con enfermedad localmente
avanzada fue del 82%, y para aquellas con enfermedad metastasica fue del 36%
(Reynoso-Noveron, et al., 2017).

Asimismo, se demostro que los siguientes factores estaban asociados con una peor
supervivencia: edad < 40 anos (Figura 9A), estado avanzado en el momento del
diagnostico (Figura 9B), tumores lobulillares, alto grado histolégico (Figura 9C) y

subtipo tumoral triple negativo (Figura 9D) (Reynoso-Noverdn, et al., 2017).
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Figura 9. Sobrevivencia promedio (a 5 afios) de acuerdo con las caracteristicas clinicas y
demograficas relevantes en pacientes con cancer de mama tratadas en México de 2007 a 2013.
A. Edad; B. Estado clinico en el momento del diagndstico; C. Grado histoldgico; D. Subtipos de
cancer de mama. Cl: intervalo de confianza; HER2: receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano-2; HR: receptor hormonal (receptor de progesterona [PR] y receptor de

estrogeno [ER]). Adaptado de Reynoso-Noverén, et al., 2017.

3.2.4. Factores de riesgo

Décadas de investigacion basica, epidemiologica y clinica han llevado a la
identificacion de numerosos factores de riesgo de cancer. Se sabe que mas de la
mitad de todos los casos de cancer en el mundo son atribuibles a causas
prevenibles, incluido el consumo de alcohol y tabaco, la mala alimentacién, la
inactividad fisica y la obesidad (Emmons & Colditz, 2017). Sin embargo, existen
factores de riesgo especificos asociados con el cancer de mama:

Género: El género femenino es el principal factor de riesgo en el cancer de mama.

El riesgo de por vida para un hombre es de 1:833 (American Cancer Society, 2018)

en comparacion con 1:8 para una mujer (Tabla 4) (American Cancer Society, 2017).
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e Edad: El riesgo incrementa conforme la edad avanza. Las probabilidades por edad
para desarrollar cancer de mama en un periodo de 10 afios se proporcionan en la
Tabla 4. El 81% de los canceres de mama se diagnostican en mujeres de 50 afios
o mas, y el 89% de las muertes por cancer de mama también ocurren en este grupo
de edad (Tabla 5). La edad media al diagnodstico para las mujeres con cancer de
mama es de 62 afios (DeSantis, Ma, Sauer, Newman, & Jemal, 2017).

Tabla 4. Probabilidades por edad de desarrollar cancer de mama invasivo para

mujeres de Estados Unidos de América

EDAD PROBABILIDAD A 10 ANOS? 0 1EN:
20 0.1% 1,567
30 0.5% 220
40 1.5% 68
50 2.3% 43
60 3.4% 29
70 3.9% 25
Riesgo de por vida 12.4% 8

a. La probabilidad esta entre las personas libres de cancer al comienzo de cada intervalo de
edad segun los pacientes diagnosticados desde 2012 hasta 2014. Adaptado de DeSantis, Ma,

Sauer, Newman, & Jemal, 2017.

Tabla 5. Nuevos casos y muertes estimadas de mujeres con cancer de mama
por edad (Estados Unidos de América, 2017?)

CASOS CARCINOMA IN SITU CASOS CANCER INVASIVO MUERTES

EDAD NO. % NO. % NO. %
<40 1,610 3% 11,160 4% 990 2%
40-49 12,440 20% 36,920 15% 3,480 9%
50-59 17,680 28% 58,620 23% 7,590 19%
60-69 17,550 28% 68,070 27% 9,420 23%
70-79 10,370 16% 47,860 19% 8,220 20%
80+ 3,760 6% 30,080 12% 10,910 27%
Todas las edades 63,410 252,710 40,610

a. Las estimaciones se redondean al 10 mas cercano. Es posible que los porcentajes no sumen
100 debido al redondeo. Adaptado de DeSantis, Ma, Sauer, Newman, & Jemal, 2017.

e Alturay peso: La estatura adulta es un factor de riesgo para el cancer de mama en
las mujeres. Ciertos factores genéticos y vias biologicas que afectan la estatura
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adulta tienen un papel importante en la etiologia del cancer de mama (Zhang, et al.,
2015).

Los efectos del sobrepeso en el prondstico del cancer de mama parecen estar
relacionados con el estado menopausico (Sun, Zhu, Qian, & Tang, 2018). La
obesidad se asocia con un mayor riesgo de cancer de mama invasivo en mujeres
posmenopausicas (Neuhouser, et al., 2015); sin embargo, un alto indice de masa
corporal (IMC) podria ser un factor protector en el riesgo de cancer de mama para
mujeres premenopausicas (Liu, et al., 2018).

Historia reproductiva: La edad temprana en la menarquia (<13) y la edad
avanzada en la menopausia (> 50) aumentan el riesgo de contraer cancer de mama
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2012).

La diferenciacion celular inducida por el embarazo y otros cambios bioldgicos
confieren una reduccion a largo plazo del riesgo de cancer de mama (Figura 10)
(Russo & Russo, 2011; Meier-Abt, et al., 2013). La edad tardia en el primer parto y
la nuliparidad estimulan preferentemente el crecimiento de los carcinomas de mama

lobulillares (Newcomb, et al., 2011).

Alto riesgo
Primer embarazo (edad)
= < 20 afios
Mismo riesgo que | e < 25 afos
nuliparidad 25-30 afios

e > 30 afos
e > 35 afios

Bajo riesgo T T T r T |

15 25 35 45 55 65 75

Edad (afios)

Figura 10. Efecto del embarazo y la edad de primer parto sobre el riesgo de cancer de mama
en humanos. llustracién esquematica que demuestra: (1) el embarazo precoz disminuye el riesgo
de cancer de mama a largo plazo; () el efecto protector del embarazo sobre el cancer de mama
es mayor cuanto antes se haya producido el embarazo; (lll) el embarazo conduce a un aumento
transitorio en el riesgo de cancer de mama después del parto; (IV) el aumento del riesgo de
cancer de mama asociado con el embarazo se hace mas pronunciado con el aumento de la
edad del primer embarazo. Adaptado de Meier-Abt & Bentires-Alj, 2014; Meier-Abt & Bentires-
Alj, 2014.

22



e Historia familiar: Los antecedentes familiares son un factor de riesgo importante
en casi todos los canceres y presentan un patron de herencia autosémico dominante
(Daly, et al., 2016). Las mujeres con antecedentes familiares de cancer de mama
tienen un mayor riesgo de la enfermedad (Collaborative Group on Hormonal Factors
in Breast Cancer, 2001). Aproximadamente del 10% al 15% de todos los casos de
cancer de mama se consideran familiares (Foulkes, 2008).

e Sindromes: El cancer de mama es el tumor mas comun en mujeres con sindrome

de Li-Fraumeni, un sindrome de cancer hereditario asociado con mutaciones de la
linea germinal en el gen supresor de tumores TP53 (Masciari, et al., 2012; Damineni,
et al., 2014). Como consecuencia de la regulacion anormal del ciclo celular,
aproximadamente el 50% de los portadores de mutacion TP53 desarrollan cancer
antes de los 30 afios, con un riesgo acumulado de por vida de hasta el 70% en
hombres y el 100% en mujeres (Chompret, et al., 2000; Nandikolla, Venugopal, &
Anampa, 2017).
El diagnostico de sindrome de Cowden implica un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama (Tan, et al., 2012; Seo, Cho, Ahn, & Moon, 2014). El sindrome de
Cowden es un sindrome de cancer hereditario autosémico dominante asociado con
mutaciones de la linea germinal en PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog), un
gen supresor de tumores.

e Mutaciones en BRCA1/2: Aproximadamente del 3 al 5% de todos los canceres de
mama se deben a mutaciones en los genes de susceptibilidad al cancer de mama
BRCA1 y BRCA2 (Daly, et al., 2010; Hemel & Domchek, 2010), que estan
implicados en la reparacion de ruptura de doble cadena por recombinacion
homodloga (Gudmundsdottir & Ashworth, 2006; O'Donovan & Livingston, 2010). Las
mutaciones en BRCA1 causan un riesgo de por vida de 60 a 80% de cancer de
mama; para BRCAZ2 estas cifras son ligeramente mas bajas, del 40% al 60% (Chen
& Parmigiani, 2007; Mavaddat, et al., 2013).
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3.2.5. Tratamientos

La eleccidon de tratamiento (cirugia, radioterapia, terapia endocrina o
quimioterapia) debe basarse en el estado del tumor (tamafo, ubicacién del tumor
primario, numero de lesiones y grado de afectacidon de los ganglios linfaticos) y en
la biologia tumoral (patologia, incluidos los biomarcadores y la expresion de genes),
asi como la edad y el estado general de salud del paciente (Senkus, et al., 2015).
La decision sobre las terapias sistémicas debe basarse preferentemente en el
fenotipo intrinseco del cancer de mama (Tabla 6).

Tabla 6. Recomendaciones de tratamientos sistémicos para los subtipos

tempranos de cancer de mama

Subtipo Terapia recomendada

Luminal A TE para la mayoria de los casos

Luminal B (HER2-) TE y QT para la mayoria de los casos
Luminal B (HER2+) TE, QT y anti-HER2 para todos los pacientes
HER2+/ER- QT y anti-HER2

Basal o triple negativo QT

ER: receptor de estrogeno; HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano-2; QT:

quimioterapia; TE: terapia enddcrina. Adaptado de Senkus, et al., 2015.

El cancer de mama es un cancer dependiente de las hormonas. La mayoria de las
células de cancer de mama son receptores de hormona positivos (HR+) (Figura 6),
y por tanto responderan a la reduccion de los estrogenos circulantes inducida por la
terapia enddcrina (por lo que los canceres de mama HR- no responderan a la
terapia enddcrina). Entre los tratamientos empleados en este tipo de terapia se
encuentran:

Antiestrogenos: se unen competitivamente a receptores de estrogenos (ER),
inhibiendo la union de los estrégenos. Por ejemplo: tamoxifeno y raloxifeno actuan
en el ER isoforma alfa (ERa), mientras que TAS-108 actua sobre el ERp.
Inhibidores de aromatasa: La aromatasa, también conocida como estrégeno-

sintasa, es una enzima responsable de la sintesis de estrogenos. Hay dos tipos:
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esteroideo (tipo I) y no esteroideo (tipo Il). El tipo esteroideo es un analogo
androgeno que se une permanentemente con la enzima aromatasa, lo que lleva a
una inhibicidn a largo plazo y especifica de la enzima; por ejemplo: exemestano. El
tipo no esteroideo se origina a partir de un medicamento antiepiléptico que se une
de manera reversible e inhibe la unidad del citocromo P450 en la aromatasa; por
ejemplo: anastrozol y letrozol. Ambos tipos tienen buena eficacia y alta especificidad
para la enzima aromatasa.

Supresioén ovarica: el agonista de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH,
por sus siglas en inglés) se puede usar para suprimir reversiblemente la liberacion
de la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del folicuo (FSH) y, por
tanto, la liberacion de estrogenos. Por ejemplo: goserelina y leuprorelina.

Finalmente, la quimioterapia se recomienda en la gran mayoria de los canceres de
mama triple negativos, HER2+ y en los tumores luminales HER2- de alto riesgo
(Senkus, et al., 2015). Los farmacos citotoxicos, como 5-fluorouracilo, arglabin,
capecitabina, ciclofosfamida, docetaxel, doxorrubicina, epirrubicina, metotrexato,
paclitaxel, vinblastina, entre otros, y los farmacos anti-HER2 (como trastuzumab) se
utilizan en los canceres de mama HR- o HER2+ (Berry, et al., 2006; Early Breast

Cancer Trialists' Collaborative Group, 2008; National Cancer Institute, 2018).

3.3. Heterotheca inuloides (arnica)

3.3.1. Generalidades

A lo largo de la historia de la humanidad, uno de los principales usos de las
plantas ha sido el medicinal. Se ha documentado el uso de extractos vegetales en
la medicina tradicional mexicana desde hace cinco siglos aproximadamente (Lira,
Casas, & Blancas, 2016). La mayoria de los efectos terapéuticos de los remedios
herbolarios se deben a la accion fisiologica que ejercen distintos compuestos
organicos bioactivos sintetizados por las mismas plantas (Zhao, Davis, & Verpoorte,
2005). Dichos compuestos, mejor conocidos como metabolitos, incluyen acidos

fendlicos, alcaloides, cumarias, esteroides, flavonoides, lignanos, quinonas, taninos,
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terpeniodes (Bruneton, Fresno, Carretero-Accame, & Rebuelta-Lizabe, 2001; Yadav
& Agarwala, 2011), entre otros. La amplia gama de metabolitos encontrada en
distintas especies de plantas ha sido blanco de estudio con el objetivo de emplearlos
como agentes terapéuticos de diferentes enfermedades, entre ellas el cancer
(Desai, et al., 2008; Alonso-Castro, et al., 2011; Greenwell & Rahman, 2015; Jain,
Dwivedi, Jain, Satpathy, & Patra, 2016). Durante el periodo comprendido entre la
década de 1940 y el final de 2014, de las 136 moléculas (no biolégicas) aprobadas
por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento del cancer, 113 (o el
83%) son productos naturales per se, productos seminaturales derivados de un
producto natural o productos sintéticos que han empleado como modelo un producto
de origen natural (Newman & Cragg, 2016). Farmacos como arglabin, paclitaxel y
vinblastina son de origen natural aislados de las especies Artemisia glabella (Lone,
Bhat, & Khuroo, 2015), Taxus brevifolia (Wani, Taylor, Wall, Coggon, & McPhail,
1971) y Catharanthus roseus (Miura, Hirata, Kurano, Miyamoto, & Uchida, 1988),

respectivamente.

En los ultimos afios se han investigado diversos aspectos relacionados con
Heterotheca inuloides (mejor conocida como “arnica”) y las propiedades
etnomedicinales, quimicas y biolégicas de los extractos y metabolitos secundarios
de esta especie, los cuales demuestran potenciales beneficios terapéuticos,
ecologicos y agronomicos. Entre sus principales propiedades terapéuticas se
encuentran la analgésica, antimicrobiana, antinflamatoria, antinociceptiva,
antioxidante y antitumoral. Por lo que se ha empleado para tratar desérdenes
gastrointestinales (diarrea, gastritis y ulceras gastricas), enfermedades de las vias
biliares, dentales y vasculares, hematomas, infecciones, problemas dermatoldgicos
(inflamacién, cortes, protuberancias en la piel, quemaduras, picaduras de insectos
y sarpullido), reumatismo, tos e incluso el cancer (Winkelman, 1986; Zurita-Esquivel
& Zolla, 1986; Juarez-Pérez, Reyes-Aguero, & Andrade-Aguilar, 1996; Hersch-
Martinez, 1997; Ramos-Remus, et al., 1998; Ugent, 2000; Loredo-Medina,
Rodriguez-Chavez, & Ramos-Espinosa, 2002; Navarro-Pérez & Avendafno-Reyes,
2002; Moreno-Salazar, Robles-Zepeda, & Johnson, 2008; Andrade-Cetto, 2009)
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(Castillo-Juarez, et al., 2009; Gonzalez-Stuart, 2010; Alonso-Castro, et al., 2011;
Rosas-Pifon, et al., 2012; Monroy-Ortiz, et al., 2013; Bello-Gonzalez, Hernandez-
Muioz, Lara-Chavez, & Salgado-Garciglia, 2015; Esquivel-Garcia, Pérez-Calix,
Ochoa-Zarzosa, & Garcia-Pérez, 2018),.

3.3.2. Constituyentes quimicos

H. inuloides representa una fuente de compuestos quimicos con diferentes
patrones estructurales. Se han aislado mas de 140 tipos distintos de compuestos
del aceite esencial y extractos organicos de varias partes de esta especie (incluidas
las raices, las partes aéreas y las flores), tales como compuestos polifendlicos,
triterpenos, fitoesteroles y sesquiterpenos (Rodriguez-Chavez, et al., 2017). En la
Tabla 7 se enlistan los compuestos principales aislados de H. inuloides.

Tabla 7. Principales compuestos quimicos aislados a partir de extractos de
Heterotheca inuloides

Extracto Composicién quimica (% en extracto)

Acido cadalen-15-oico*

7-hidroxicadaleno*
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno* (0.017)
Quercetina® (0.028)

B-sitosterol*

Estigmasterol*

Quercetina® (0.19)
Quercetina-3-0O-glucosido®

Kaempferol®

Kaempferol-3-O-glucoésido®

Metandlico D-quiro-inositol (0.09)

Espinasterol” (0.04)
Espinasterol-3-O-B-D-glucopirandsido” (0.05)
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno* (0.004)
7-hidroxicadaleno* (0.002)

* sesquiterpeno; * compuesto polifendlico; # fitoesterol. Adaptado de Coballase-Urrutia, et al.,

2010; Coballase-Urrutia, et al., 2011.

Acetdnico
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Los sesquiterpenos son una clase de terpenos que constan de tres unidades
de isopreno y con frecuencia tienen la formula molecular C1sH24. Se dividen en mas
de 100 subfamilias organizadas en tres familias: los farnesanos (Figura 11A), los
farnesanos monociclicos (p. ej. ciclofarnesanos, bisabolanos, germacranos,
elemanos, humulanos) y los farnesanos policiclicos (p. ej. cariofilanos, guayanos,
eudesmanos, chamigranos, daucanos, cadinanos) (Breitmaier, 2006). De esta
ultima familia, la subfamilia de los cadinanos comprende distintos compuestos
clasificados en funcién de la variacion de su esqueleto basico (Figura 11B). Estos
compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, tales como,
el muurolano, el bulgarano, el amorfano, el calameneno y el cadaleno (Figura 11C)
(Bordoloi, Shukla, Nath, & Sharma, 1989).

Germacranos —— —
Polifenoles Cariofilanos Muurolano C
o Triterpenos Guayanos Bulgarano
Extractol gcetomco | Sesquisterpenos — Cadinanos — Cadaleno —
/ metandlico g
Acidos grasos Daucanos Amorfano
Fitoesteroles Chamigranos Calameneno
Eudesmanos —— =

- Bisabolanos

Heterotheca inuloides

Figura 11. Composicion quimica de Heterotheca inuloides. A. Estructura del farnesano (un

sesquiterpeno); B. Esqueleto basico de los cadinanos; C. Esqueleto basico del cadaleno.

3.3.3. Cadalenos

Distintos analisis de las partes aéreas de H. inuloides demuestran la existencia
de compuestos cadalenos como: el 4-metoxi-isocadaleno, el cadaleno (Figura
11C), 4-hidroxi-socadaleno, calacoreno, 2,3-epoxi-7-hidroxi-p-calacoreno, acido
cadalen-15-oico, dicadalenol, 7-hidroxi-14-cadalenal, 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno

y 7-hidroxicadaleno (Bohlmann & Zdero, 1976; Sagrero-Nieves & Bartley, 1996;
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Delgado, et al., 2001; Egas, et al., 2015; Rodriguez-Chavez, et al., 2017), entre
otros. Se ha demostrado que de los distintos efectos terapéuticos de H. inuloides
mencionados anteriormente, el efecto citotéxico-anticancerigeno es debido a la
presencia de cadalenos, especificamente el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (Figura
12A) y el 7-hidroxicadaleno (Figura 12B) (Kubo, et al., 1996).

Por otra parte, se cree que la sustituciéon del grupo hidroxilo por un grupo
fenilcarbamato en el carbono 7 de estos compuestos, podria mejorar su actividad
con la formacion de dos nuevos compuestos seminaturales: el 7-(fenilcarbamato)-
3,4-dihidrocadaleno y el 7-(fenilcarbamato)-cadaleno (Figura 12) (Egas, et al.,
2017).

. > : o
1) CH,Cl, OY 1) CH,Cl, OYNH
H 2) EtzN O/\“ H 2) Et;N 1)
s - OO

N=C:OV N=C=0
s ¥ ©/ /\ = ©/

7-OH-3,4-DHC 7-(FC)-3,4-DHC 7-OH-C 7-(FC)-C

Figura 12. Cadalenos naturales y seminaturales aislados o sintetizados a partir de H. inuloides.
A. Sintesis del derivado seminatural 7-(fenilcarbamato)-3,4-dihidrocadaleno (7-(FC)-3,4-DHC)
a partir del compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (7-OH-3,4-DHC); B. Sintesis del
derivado seminatural 7-(fenilcarbamato)-cadaleno (7-(FC)-C) a partir del compuesto natural 7-
hidroxicadaleno (7-OH-C). Adaptado de Egas, et al., 2017.

3.4. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

3.4.1. Definicion

Los radicales libres son intermediarios reactivos de corta duracién en las
reacciones quimicas. Entre estos radicales existen las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y las especies reactivas de nitrogeno (RNS,
por sus siglas en inglés). Las ROS son un grupo heterogéneo de iones y moléculas
altamente reactivas derivadas del oxigeno molecular (O2) que incluyen no solo las
especies con electrones no apareados (o0 especies radicales) como los radicales

hidroxilo (OH*), anion superoxido (O2*7), oxido nitrico (NO*®), radicales organicos

29



(R*), radicales peroxil (ROQO?*), radicales alcoxil (RO*®) y radicales sulfonilo (ROS*),
sino también moléculas en las que todos los electrones estan apareados (0 especies
no radicales), como el peréxido de hidrogeno (H202), oxigeno singulete ('0y),
ozono/trioxigeno (O3z), hidroperoxidos organicos (ROOH), hipoclorito (HOCI),
peroxinitrito  (ONO-), anién nitrosoperoxicarbonato (O=NOOCO2"), anién
nitrocarbonato (O2NOCO2") y dioxido de dinitrégeno (N202) (Geou-Yarh & Storz,
2010).

3.4.2. Generacion

Las ROS se forman continuamente en las células, principalmente como
subproductos de la elaboracion y almacenamiento de energia a través de una gran
variedad de vias sintéticas o degradativas; por ejemplo, el O2*~ puede ser dismutado
rapidamente por la superéxido dismutasa (SOD) y formar H2O2. En presencia de
Fe?* o Cu?*, el H,O2 puede ser convertido en OH* mediante la llamada “reaccion de
Fenton”. Simultaneamente, el O>*~ puede reaccionar con el H20> y generar OH*
(D'Autréaux & Toledano, 2007). Las ROS tienen diferentes capacidades de difusion
y reactividades hacia sus blancos; por ejemplo, el OH* es extremadamente reactivo
y no difunde fuera de su sitio de formacion, mientras que el O2*~ es altamente activo
y tiene una capacidad de difusion limitada. En contraste, el H2.O. difunde faciimente
a través de las membranas haciéndolo un candidato ideal para la sefializacion
intracelular (Sena & Chandel, 2012).

Las ROS pueden formarse a través de diferentes factores, tanto exdbgenos como
endogenos. En mamiferos, la cadena de transporte de electrones (CTE)
mitocondrial es la mayor fuente intracelular de ROS (Saybasili, YUksel, Haklar, &
Yalgin, 2001) ya que del Oz mitocondrial total consumido, 1-2% se desvia a la
formacion de ROS, principalmente a nivel de complejo | y complejo Il de la CTE, en
donde el O2*~ es formado por la reduccion del Oz (Staniek, Gille, Kozlov, & Nohl,
2002; Turrens, 2003; Muller, Liu, & Remmen, 2004; Murphy, 2009; Nickel, Kohlhaas,
& Maack, 2014). No obstante, la CTE no es la unica fuente de ROS, y se han
identificado otras fuentes enddogenas en donde participan las enzimas xantina
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oxidasas (XO), NADPH oxidasas (NOX), lipooxigenasas (LOX) y el citocromo P450,
de hecho, se han identificado hasta 10 sistemas mitocondriales potenciales
generadores de ROS (Andreyev, Kushnareva, & Starkov, 2005) (Andreyev,
Kushnareva, Murphy, & Starkov, 2015). Adicionalmente, la generacion de ROS
puede ser facilitada por factores exdgenos como la radiacion, agentes quimicos,
metales pesados, contaminantes, etc. (Bhattacharyya, Chattopadhyay, Mitra, &
Crowe, 2014).

3.4.3. Regulacién

El equilibrio entre la produccion y la eliminacion de ROS es de importancia
critica, ya que se han vinculado a numerosos procesos biolégicos y enfermedades
(Alfadda & Sallam, 2012; Briegera, Schiavonea, Jr., & Krause, 2012; Gorlach, et al.,
2015; Manoharan, et al., 2016). Niveles basales de algunas ROS pueden actuar en
procesos biolégicos esenciales como mediadores secundarios en la sefalizacion
intracelular para regular numerosas respuestas fisiologicas y biolégicas (Sena &
Chandel, 2012; Schieber & Chandel, 2014). Los ejemplos de estos procesos
celulares incluyen la sefializacion de factores de crecimiento, la transduccion de
sefales hipdxicas, la autofagia, las respuestas inmunes, la proliferacion y
diferenciacion de las células troncales (Holmstrom & Finkel, 2014; Reczek &
Chandel, 2015). Sin embargo, la falta de equilibrio entre los sistemas que generan
y eliminan los radicales libres, condicion llamada “estrés oxidante”, conduce a la
acumulacion de niveles mas altos de ROS que interrumpen los procesos celulares
al reaccionar de manera no especifica con las biomoléculas cruciales: las proteinas,
los lipidos (principalmente membranas celulares) y el DNA (Schumacker, 2015)
(Figura 13). El equilibrio redox celular generalmente se mantiene mediante un
potente sistema antioxidante con el fin de mantener la homeostasis redox (Birben,
Sahiner, Sackesen, Erzurum, & Kalayci, 2012; Hanschmann, Godoy, Berndt,
Hudemann, & Lillig, 2013; Pisoschi & Pop, 2015). Estos sistemas antioxidantes se
pueden dividir en 1) enzimatico: como el sistema SOD, la catalasa, las
peroxirredoxinas (PRXs), el sistema de glutation peroxidasa (GPX), las
glutarredoxinas (GRXs), las tiorredoxinas (TRXs) (Figura 14), etc. y 2) no
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enzimatico: entre los antioxidantes exdgenos se encuentran el acido ascorbico, el
a-tocoferol, B-caroteno, resveratrol, acido caféico, flavonoides, etc., y de los
antioxidantes enddgenos, el glutation (GSH), el acido urico, la bilirrubina, la

coenzima Q, el acido a-lipoico, la melatonina, entre otros.
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Figura 13. Factores enddégenos y exdgenos para la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y principales efectos celulares debido al estrés oxidante. AINE: antiinflamatorio
no esteroideo; CTE: cadena de transporte de electrones; NO: 6xido nitrico; UV: ultravioleta.
Adaptado de Bhattacharyya, Chattopadhyay, Mitra, & Crowe, 2014.
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Figura 14. En respuesta al estrés oxidante, las peroxirredoxinas y la glutatién peroxidasa son
las encargadas de eliminar los hidroperoxidos, mientras que las tiorredoxinas y las
glutarredoxinas reparan las proteinas oxidadas. El glutation (GSH) es importante para la funcién
de algunas peroxidasas y para prevenir la oxidacion excesiva de proteinas. Adaptado de
Schumacker, 2015.
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3.4.4. Estrés oxidante y carcinogénesis

Las células malignas tienen altos niveles de ROS en comparacion con sus

contrapartes normales. Esto puede deberse en parte al metabolismo oxidativo
mitocondrial defectuoso (Tafani, et al., 2015). La sefalizacion oxidativa elevada
puede estar implicada en la promocion y progresion de diversos tipos de cancer,
incluidos el melanoma, el hepatoma, la leucemia, el glioma, los canceres de mama,
pancreas, vejiga, colon, pulmon y préstata (Prasad, Gupta, & Tyagi, 2017).
En procesos celulares normales, las ROS se generan de manera basal y se
expresan antioxidantes para regular los niveles intracelulares de radicales de
oxigeno. En el cancer, las ROS juegan un papel doble. Por una parte, los eventos
tumorigénicos pueden aumentar los niveles de ROS intracelulares y promover la
progresion tumoral mediante el favorecimiento del ciclo celular, una mayor
proliferacion y sefalizacion de supervivencia, la transicion epitelio-mesénquima,
una mayor motilidad e inestabilidad gendmica. Este papel promotor de la
sefalizacion tumoral hace que las ROS se consideren oncogénicas; no obstante,
puede ser regulado negativamente por antioxidantes terapéuticos. Por otra parte, el
aumento excesivo de los niveles de ROS intracelulares puede inducir la detencién
del ciclo celular, la senescencia o la muerte celular de las células tumorales. En el
contexto de este estado redox desequilibrado, las células malignas se adaptan y
aumentan las vias y los reguladores antioxidantes, lo que lleva a un aumento del
secuestro de ROS a fin de mantener niveles que permitan las vias de sefializacion
pro-tumorigénicas sin inducir muerte celular (Figura 15) (Glasauer & Chandel, 2014;
Galadari, Rahmana, Pallichankandy, & Thayyullathil, 2017).

Las estrategias terapéuticas que aumentan la generacion de ROS y/o disminuyen
la defensa antioxidante, pueden matar selectivamente las células tumorales
suprimiendo el crecimiento y la progresion tumoral mediante la activacion de
diferentes vias de muerte celular, limitando la progresion del cancer. La
especificidad citotoxica preferente con las que actuan las ROS sobre las células

malignas radica en el equilibrio redox de estas, ya que las células no tumorales
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tienen un entorno redox diferente y, por tanto, son menos sensibles a la

manipulacion redox.
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Figura 15. Generacion, regulacion y efectos de las ROS celulares. EMT: Transicién epitelio-

mesénquima; ROS: Especies reactivas de oxigeno. Adaptado de Liou & Storz, 2010.

En las células normales, la pérdida de ROS, o de antioxidantes, causa solo
pequefios cambios en su homeostasis, o que hace que las células sean viables y
funcionales. Sin embargo, dado que las células malignas tienen mas ROS vy
antioxidantes, pueden ser mas susceptibles a los cambios en los niveles de estos.
Por una parte, la prevencion de la generacion de ROS causara que las células
malignas pierdan suficiente sefial ROS para mantener el crecimiento; el resultado
es la citostasis y posiblemente la senescencia. Por otro lado, la inhibicion de los
antioxidantes o el aumento de la generacién de ROS, resultara en un exceso de

ROS en las células malignas y la posterior muerte de estas (Figura 16).
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Figura 16. Modificar los niveles de ROS de las células malignas como blanco terapéutico.
Adaptado de Sullivan & Chandel, 2014.

La propiedad de la "espada de doble filo" de las ROS permite la induccion de la
supervivencia o muerte de las células malignas en funcién de los niveles de ROS
intracelulares. Por lo tanto, las estrategias de manipulacion del equilibrio redox, es
decir, las formas de eliminar o producir ROS en las células tumorales, pueden ser
potencialmente efectivas en las terapias contra el cancer, mediante el uso de
agentes pro—-oxidantes sin causar una toxicidad significativa para las células

normales.
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4. Planteamiento del problema

A pesar de que se ha comprobado que el efecto citotoxico-anticancerigeno
de Heterotheca inuloides se debe en gran parte a la presencia de los compuestos
naturales 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y 7-hidroxicadaleno, el mecanismo de
accion por el cual actuan como agentes citotoxicos en distintas lineas tumorales y
su regulacion aun permanecen desconocidos. Ademas, se ha propuesto que la
sustitucién de su grupo hidroxilo por un grupo fenilcarbamato podria mejorar las
propiedades fisicoquimicas de estos compuestos y, por tanto, sus actividades

citotoxicas.

5. Hipétesis

La incorporacion del grupo fenilcarbamato en el carbono numero 7 de los
compuestos naturales 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y 7-hidroxicadaleno, aislados a
partir de Heterotheca inuloides, aumentara el efecto citotéxico de los mismos en la

linea celular de adenocarcinoma de glandula mamaria humana (luminal A), MCF7.
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Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto citotoxico del compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y de los
derivados 7-(fenilcarbamato)-3,4-dihidrocadaleno y 7-(fenilcarbamato)-cadaleno en
células derivadas de adenocarcinoma de glandula mamaria humana y elucidar el

posible mecanismo de accion.

6.2. Objetivos particulares

e Determinar la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los compuestos aislados en
la linea celular MCF7.

e Identificar el compuesto con el mayor potencial citotoxico, determinando y
analizando las propiedades fisicoquimicas in silico de los compuestos en estudio.

e Evaluar el efecto de la concentracion y el tiempo de exposicién de los compuestos
aislados a partir de Heterotheca inuloides sobre la viabilidad, proliferacion y
migracion en las células MCF7.

e Medir la concentracion intracelular de especies reactivas de oxigenos (ROS) y el
nivel de peroxidacion lipidica después de la exposicion de los compuestos
aislados en la linea celular MCF7.

¢ Discernir si el efecto citotdxico de los compuestos en estudio sobre la linea celular

MCF7 es mediado a través de apoptosis.
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7. Metodologia

7.1. Cultivo y tratamiento celular

La linea celular MCF7, derivada de adenocarcinoma de mama humana (luminal A),
fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, UK). Estas células se
mantuvieron en condiciones estandar: medio Roswell Park Memorial Institute-1640
(RPMI-1640, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) con rojo de fenol, NaHCOs3 2.0 g/L,
enriquecido con suero fetal bovino al 10% (SFB, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) y
gentamicina 50 mg/mL (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) en una incubadora
humidificada con 5% de CO2 a 37°C.

Para los ensayos de MTT, colorante azul tripano y DCFH-DA, las células se
cultivaron en una microplaca de 96 pozos hasta alcanzar una confluencia del 80-
90%, por triplicado, con medio RPMI suplementado con SFB al 1% y 24 horas
después fueron tratadas como se explica mas adelante.

Los compuestos aislados 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, 7-(fenilcarbamato)-3,4-
dihidrocadaleno y 7-(fenilcarbamato)-cadaleno fueron disueltos y filtrados en
dimetilsulféxido (DMSO, Panreac, Barcelona, Espafia) obteniendo una
concentracion final de 40, 20 y 15 mM, respectivamente, y posteriormente diluidos
en solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
Por otra parte, el control positivo (Z)-4-hidroxitamoxifen (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TX, EUA) fue disuelto en etanol absoluto y posteriormente diluido en
PBS.

7.2. Determinacién de viabilidad celular por ensayo de MTT

Las células se trataron con los tres compuestos aislados empleando siete
concentraciones diferentes (0.1, 1.0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0 y 100 uyM) y con (Z)-4-
hidroxitamoxifen (1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0 y 100 yM) como control
positivo de la validacién del método. La actividad metabdlica se determiné mediante
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el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a las 24, 48 y 72 horas después de aplicar el
tratamiento. En el tiempo requerido, el medio de cultivo fue reemplazado por 100 pyL
de MTT disuelto en medio RPMI (concentracion final de 0.33 mg/mL) por pozo y se
incubaron a 37°C en una atmésfera humidificada con CO:2 al 5% durante 1 hora en
ausencia de luz. Después del tiempo de incubacion, se elimin6 el sobrenadante y
se afadieron 100 yL de DMSO para disolver los cristales de formazan. El valor de
absorbencia de cada muestra se midio con un lector de microplacas (SPECTROstar
Nano, BMG Labtech) a una longitud de onda de 570 nm. Se realizaron las
mediciones y la concentracion requerida para inhibir el 50% de las células (ICso) se
determind graficamente empleando GraphPad Prism version 7.00 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). El porcentaje

de viabilidad celular de cada tratamiento se calculé comparando con el control, que
contenian unicamente células con medio RPMI-1640 (SFB 1%), mediante la

siguiente formula:

% de viabilidad celular = (células MCF7 tratadas / células MCF7 control) x (100)

7.3. Analisis in silico

Con el objetivo de predecir las propiedades fisicoquimicas (peso molecular,
coeficiente de particion, solubilidad acuosa, coeficiente de distribucion a pH=7.4,
numero de donadores y aceptores de puentes de hidrogeno, area de superficie polar
topologica y numero de enlaces que pueden rotarse) de los compuestos aislados,
se empled el software Osiris Data Warrior

(http://www.openmolecules.org/datawarrior/). La "Regla del cinco" propuesta por

Lipinski, Lombardo, Dominy, & Feeney (1997), los dos criterios de Veber, et al.
(2002) y Ghose, Viswanadhan, & Wendoloski (1999) y los ocho parametros de
propiedades fisicoquimicas moleculares de acuerdo con Singh (2016) fueron

considerados para elegir el compuesto con mejor potencial anticancerigeno.
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7.4. Determinacién de proliferacion celular por ensayo del colorante de

exclusién azul de tripano

La proliferacidon celular se evalud utilizando el ensayo del colorante de exclusion
azul de tripano en diferentes tiempos de incubacion (0, 2, 4, 8, 24, 48 y 72 h)
empleando la ICsp y la ICs0/2 del compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno. En cada
tiempo requerido, los medios de cultivo fueron drenados, las células se despegaron
con tripsina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) y se lavaron por centrifugacion.
Posteriormente, se agregaron 0.9 mL de medio fresco para disolver el cumulo
celular y en seguida las células se tifieron con 10 yL de azul de tripano (0.4% m/v
en PBS). En cada preparacion, el numero de células viables y muertas se conté con
un hemocitdmetro Neubauer (E.leitz Wetzlar Thoma, Alemania) bajo un microscopio
invertido. Se realizaron los recuentos y se calculd el porcentaje de proliferacion
celular de cada tratamiento comparando con el control, que contenian solo células

con medio RPMI-1640 (SFB 1%), mediante la siguiente formula:

% de proliferaciéon celular = [(células MCF7 viables x 10%) x 100] / células MCF7

control

7.5. Cuantificaciéon de migracion celular por ensayo de wound-healing

Este ensayo se realizd para mimetizar la migracion de la linea MCF7. Las células
se sembraron por triplicado en placas de seis pozos en condiciones estandar hasta
alcanzar una confluencia del 90-100%, seguido de la formacion de una herida en la
monocapa por la raspadura de una punta de micropipeta, posteriormente las células
se trataron con H202 1.0 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), la ICs y la ICs0/2
de compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocaleno en medio RPMI suplementado con SFB
al 1%. Se monitorearon las areas de las heridas en cuatro tiempos diferentes (0, 24,
48 y 72 h) utilizando el multilector de imagenes celulares Cytation 5 (BioTek
Instruments, Inc). Para determinar la tasa de migracion de las células se

cuantificaron las areas de herida empleando el software Imaged (Schneider,
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Rasband, & Eliceiri, 2012). La variacion entre el porcentaje de migracion celular (en

funcion del tiempo) se calculé mediante la siguiente férmula:

% Migracién = 100 — [(Area de herida tiempo t/ Area de herida tiempo cero) x (100)]

7.6. Deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por ensayo de 2°,7'

diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares se detectaron mediante el
compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). El DCFH-DA es oxidado por esterasas intracelulares
produciendo diclorofluoresceina (DCF) que es un compuesto fluorescente en
presencia de un oxidante. Las células se trataron con H202 1.0 mM (como control
positivo de la produccion de ROS), ICso y la ICs0/2 del compuesto 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno. Después de 48 h de incubacion, el medio de cultivo se reemplazé
con 200 pL de DCFH-DA 20 uM (preparada en solucion de glucosa 1.8 mg/mL en
PBS) por pozo y se incubaron en la oscuridad durante 30 minutos. Las células se
lavaron con solucion de glucosa, el sobrenadante se elimind y nuevamente se
reemplazé con 200 pL de solucién de glucosa. La intensidad de fluorescencia de
DCF se midio utilizando un lector de fluorescencia de microplacas FLx800 (BioTek
Instruments, Inc.) a longitudes de onda de excitacion y emision de 480 y 530 nm,
respectivamente.

El porcentaje de ROS se calcul6 comparando el control, que contenian sdlo las

células con el medio, mediante la siguiente formula:

% ROS = (Fluorescencia de células tratadas/ Fluorescencia de células control) x
(100)
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7.7. Extraccidn proteica por lisis celular

Se empled el raspado mecanico para recolectar las células MCF7 después de 48 h
de incubacién en presencia de H202 1.0 mM, ICso e ICs0/2 del 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno, posteriormente se centrifugaron (1500 rpm durante 5 min a 37°C)
y los sobrenadantes fueron eliminados. Después de un lavado con 1 mL de PBS y
posterior centrifugacion, los cumulos celulares se congelaron a -80°C.

Los precipitados celulares se lisaron agregando 300 pL de buffer de lisis (Tris-HCI
25 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tritén X-100 al 0.1%, leupeptina 1
mg/mL, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.5 mM y pepstatina 1 mg/mL) y
manteniendo en hielo durante 20 minutos. Los lisados celulares se centrifugaron
(2500 rpm durante 10 minutos a 4°C) y los sobrenadantes se recolectaron para

ensayos posteriores.

7.8. Cuantificacion proteica por ensayo de acido bicinchoninico (BCA)

Las concentraciones de proteinas totales se midieron a través de
espectrofotometria mediante el método descrito por (Smith, et al., 1985). Se
construyd una curva patréon de albumina sérica bovina (BSA) con las
concentraciones: 0.00, 0.08, 0.16, 0.24, 0.32, 0.40, 0.60, y 0.80 ug/uL por triplicado,
a partir de un stock de BSA 1.0 pg/pL (con volumen final de 25 yL empleando buffer
de lisis). Por otra parte, se afiadieron 3 pL de cada lisado celular por triplicado y se
afnadio buffer de lisis hasta un volumen final de 25 yL. Finalmente, se agregaron
200 pL de solucion reactiva de BCA/CuSOs (1:20) a cada preparacion y se
incubaron en la oscuridad durante 30 minutos a 37°C. El valor de absorbencia de
cada pocillo se midié con un lector de microplacas (SPECTROstar Nano, BMG
Labtech) a una longitud de onda de 550 nm.
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7.9. Determinaciéon de peroxidacién lipidica por ensayo de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Las concentraciones de TBARS se midieron colorimétricamente mediante el método
descrito por (Uchiyama & Mihara, 1978), que se basa en la determinacion
espectrofotométrica de un complejo rosado formado después de la reaccion del
acido 2-tiobarbiturico (2-TBA) con el malondialdehido (MDA) como consecuencia de
la peroxidacion lipidica. Para la determinacion, se homogeneizaron 125 pL de cada
pellet tratado (congelado a -80°C y descongelado a temperatura ambiente) en 250
uL de solucion de TBARS: 2-TBA 28.2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) en
acido tricloroacético (16%) y HCI (0.27 N), refrigerado a 4°C durante no mas de dos
dias. Posteriormente las mezclas se calentaron por 10 min a 100°C e
inmediatamente se enfriaron en hielo para detener la reaccion. El sobrenadante de
cada muestra (100 yL) se separo por centrifugacion (3000 rpom durante 10 min a
4°C) y se leyd en un lector de microplacas (SPECTROstar Nano, BMG Labtech)
para medir la absorbencia (Abs) a 530 nm. Los valores de TBARS se expresaron

como nmol/mg de proteina de acuerdo con la siguiente formula:

TBARS (nmol/mg) = [ (Abss3o x volumen de muestra) / (€tsars x volumen total x mg
de proteina/L)] x10°

7.10. Actividad de caspasas-3/9:

Los ensayos fluorométricos de caspasa-3 y caspasa-9 se realizaron de acuerdo con
las instrucciones proporcionadas con los kits de ensayo (ALEXIS Biochemicals,
Enzo Life Sciences Inc., San Diego, CA). Este ensayo enzimatico se baso en la
hidrolisis de los sustratos peptidicos de las caspasas-3/9 (acetil-Asp-Glu-Val-Asp o
Ac-DEVD 20 pM vy acetil-Leu-Glu-His-Asp o Ac-LEHD 20 uM, respectivamente)
conjugados a un fluorocromo (7-amido-4-metilcumarina o AMC) en el carbono
terminal del Asp, dando como resultado la liberacién del motivo fluorescente. Los
sustratos Ac-DEVD-AMC y Ac-LEHD-AMC no son permeables a las células, por lo
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tanto se emplearon 20 pg de lisados celulares para cada tratamiento. Después de
incubar 1 h a 37°C, la fluorescencia se determind utilizando un lector de microplacas
FLx800 (BioTek Instruments, Inc.) a longitudes de onda de excitacion y emision de

380 y 460 nm, respectivamente.

7.11. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos de MTT, azul de tripano, migracion, DCFH-DA,
TBARS vy actividad de caspasas-3/9 fueron analizados y graficados utilizando el
software GraphPad Prism version 7.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla
California USA, www.graphpad.com) y Microsoft Office Excel versién 16.17 para

macOS, mientras que el analisis estadistico fue realizado utilizando la prueba de
ANOVA de una o dos vias seguida de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey, de Dunnett o de Sidak. Los valores p<0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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8. Resultados

8.1. Unicamente el compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno posee
efecto citotéxico tiempo-concentracion dependiente contra la linea
celular MCF7

Inicialmente, se evalud la viabilidad celular de la linea celular MCF7 tratada
con diferentes concentraciones (de 0.1 yuM a 100 yM) y tiempos de exposicion (24,
48 y 72 horas) de los tres compuestos aislados mediante el ensayo de MTT con el
objetivo de determinar la citotoxicidad de estos. Los resultados muestran diferencias
en el porcentaje de viabilidad celular respecto a cada compuesto aislado (Figura
17). Como se aprecia en la Figura 17A, el compuesto natural 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno posee una actividad citotoxica al reducir la viabilidad celular de una
manera tiempo y concentracién dependiente, cuyo mayor efecto se encuentra a las
48 y 72 horas sin diferencia significativa entre estos; sin embargo, existe diferencia
significativa entre las 24-48 h y 24-72 h de exposicion. El perfil citotoxico del 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadaleno pudo ser linealizado para determinar las ecuaciones de
la recta y calcular las ICso a las 48 y 72 horas, siendo de 55.24 y 52.83 uM,

respectivamente.

A diferencia del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, el efecto citotoxico de los
compuestos seminaturales fue remarcablemente menor (Figura 17B, C). Tanto el
7-(fenilcarbamato)-3,4-dihidrocadaleno como el 7-(fenilcarbamato)-cadaleno no
presentaron una tendencia lineal tiempo-concentracion dependiente en la reduccion
de la viabilidad de la linea MCF7, por lo que no fue posible determinar las ICso
correspondientes.

El método de MTT fue validado empleando un inhibidor de receptores de estrégenos

(altamente expresados en MCF7) y se encontroé una ICso a las 24 h de 16.50 uM
(Figura 17D).
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Figura 17. Efecto sobre la viabilidad celular. Las células de adenocarcinoma de mama humano
(MCF7) se trataron con un intervalo de concentraciones de 0.1 uM a 100 uM durante 24,48 y 72
horas con A. 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, B. 7-(fenilcarbamato)-3,4-dihidrocadaleno y C. 7-
(fenilcarbamato)-cadaleno antes de realizar el ensayo de MTT,; D. Validacion del método
empleando como control positivo (Z)-4-hidroxitamoxifen en un intervalo de concentraciones de
1.0 uM a 100 uM durante 24 h. (* p<0.05, ** p<0.01 y **** p<0.0001 versus 24 h; # p<0.05, ##
p<0.01y #### p<0.001 versus 48 h).

8.2. ElI producto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno tiene mejores

propiedades fisicoquimicas con potencial citotéxico

La farmacocinética es una de las principales limitaciones terapéuticas en la
investigacion y el desarrollo de nuevos medicamentos. Se han descrito propiedades
fisicoquimicas clave relacionadas con la absorcion, distribucion, metabolismo y
eliminacion (ADME) para que los agentes anticancerigenos tengan una
biodisponibilidad éptima y no sean toxicos. Por lo tanto, utilizando estudios in silico,
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predijimos diferentes caracteristicas fisicoquimicas que limitaron la actividad
anticancerigena incluyendo peso molecular (Mw), liposolubilidad (logP), solubilidad
acuosa (logS y S), numero de aceptores y donadores de puentes de hidrogeno (HBA
y HBD, respectivamente), superficie polar de area topoldgica (TPSA), numero de
enlaces giratorios (nrot) y coeficiente de distribucion a pH = 7.4 (logD). La Tabla 8
muestra que el peso molecular de los tres compuestos estudiados fue menor a 350
g/mol, siendo especialmente inferior para el producto natural (216.3 g/mol).
Observamos que ninguno de los compuestos estudiados tiene grupos ionizables,
como lo demuestran los valores idénticos para logP y logD. Ademas, los valores de
logS fueron -4.23 para 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, -6.65 para 7-(fenilcarbamato)-
3,4-dihidrocadaleno y -7.47 para 7- (fenilcarbamato)-cadaleno. El numero de
donadores de puentes de hidrégeno es idéntico para los tres compuestos, mientras
que el numero de aceptores de puentes de hidrégeno es 3 para compuestos
seminaturales y 1 para el producto natural. También hay diferencias entre TPSA y

nRot entre el producto natural y los compuestos seminaturales.

Tabla 8. Estimacion del peso molecular (Mw), coeficiente de particion (logP),
solubilidad acuosa (logS y S), coeficiente de distribucion a pH=7.4 (logD), numero
de aceptores y donadores de puentes de hidrogeno (HBA y HBD), area de superficie
polar topolégica (TPSA) y numero de enlaces que pueden rotarse (nrot) utilizando
el software Osiris Data Warrior (http://www.openmolecules.org/datawarrior/).

7-hidroxi-3,4- 7-(fenilcarbamato)-3,4- 7-(fenilcarbamato)-
dihidrocadaleno dihidrocadaleno cadaleno
el C1sH200 C22H25NO2 C22H23NO2
Molecular
Mw (g/mol) 216.323 335.446 333.430
LogP 4.548 6.122 6.699
LogS -4.227 -6.657 -7.466
S (mg/mL) 12.817 0.074 0.011
LogD 4.55 6.12 6.70
HBA 1 3 3
HBD 1 1 1
TPSA (A) 20.23 38.33 38.33
NRot 1 4 4

47



Se ha establecido que los compuestos anticancerigenos deben tener
propiedades ideales de ADME segun sus caracteristicas fisicoquimicas.
Respecto a los compuestos evaluados, los derivados seminaturales no cumplen con
uno de los parametros descritos en la bibliografia para dos propiedades
fisicoquimicas (logS y HBA) ni con tres de los rangos relacionados con el logP. Por
lo tanto, de los tres compuestos, este estudio in silico sugiere que el producto natural
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno tiene mejores propiedades fisicoquimicas para ser un

prometedor agente anticancerigeno que los dos compuestos seminaturales.

8.3. La ICso del compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno disminuye Ila
proliferacion celular, provoca cambios morfoléogicos e inhibe
significativamente la migracion celular de la linea MCF7

Continuando con el estudio de la actividad citotoxica del producto natural 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, se evaluo el efecto sobre la proliferacién (determinando
cuenta celular con el colorante de exclusion azul de tripano) y sobre la morfologia
de la linea MCF7, utilizando un microscopio invertido y un lector de placas
multimodal (Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader, BioTek) con las células
tratadas con el valor de la ICs0 (48 h) y la ICs0/2. La Figura 18 A muestra como la
ICs0 reduce significativamente la proliferacion celular de una manera dependiente
del tiempo de exposicion, convergiendo con el =50% de proliferacion esperada. De
igual manera la ICso/2 produjo una proliferacion del 68.7%, que fue cercano al 75%
de la tasa de proliferaciéon esperada. Ademas, cuando las células se trataron con el
valor de la ICso, 1Cs0/2 del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y peroxido de hidrogeno 1.0
mM (control positivo), se observaron tanto cambios morfolégicos como en la
confluencia respecto al control negativo y a la ICs0/2: las células se redondearon, la
capacidad de adhesion disminuyo y las membranas protruyen después de los
tratamientos (Figura 18B).
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Figura 18. Efecto sobre la proliferaciéon celular y la morfologia celular. A. Las células de
adenocarcinoma de mama humano MCF7 se trataron con valores de ICso e ICs0/2 del
compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno durante 48 h, y luego se realizo el ensayo del colorante
de exclusién azul de tripano para medir la proliferacion celular; B. Se utilizd un microscopio
invertido y un lector de placas multimodal (Cytation 5, BioTek) para estudiar el cambio en la
morfologia celular de MCF7 después de los tratamientos indicados durante 48 h. Los resultados
se muestran como medias + SD de al menos tres experimentos independientes (**** p<0.0001
versus ICso /2).

Asimismo, se evaluo el efecto del producto natural sobre la migracion (empleando
el ensayo de wound-healing) utilizando un lector de placas multimodal (Cytation 5
Cell Imaging Multi-Mode Reader, BioTek) con el fin de monitorear la motilidad de las

células tratadas con H202 1.0 mM, el valor de la ICs0 (48 h) y la ICs0/2 del compuesto
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natural. La Figura 19A ilustra el curso temporal representativo de la promocién o
inhibicién de la recuperacién de la hendidura de la monocapa de células MCF7
expuestas a cada tratamiento, mientras que la Figura 19B muestra la cuantificacién
de la migracion celular en funcién del tiempo y de cada tratamiento; cabe destacar
que a las 72 h de exposicion, el H202 1.0 mM desprendié por completo la monocapa

celular y no fue capaz de cuantificarse.
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Figura 19. Efecto sobre la migracion celular. A. Imagenes representativas de la migracion
celular (o el cierre de herida en la monocapa de MCF7) alas 0, 24, 48 y 72 h de realizar |la herida
y de colocar el tratamiento (10x). Las lineas punteadas indican el borde de la herida inicial; B.
La migracion celular se evalué mediante la recuperacién de la herida de acuerdo con el tiempo
de exposicion y del tratamiento. El area de separacion se cuantifico en los tiempos mencionados
de cada tratamiento y se compararon con el porcentaje de reduccion del area inicial de la
hendidura, es decir, el tiempo cero. Los resultados se expresaron como porcentaje de la
capacidad de migracion de las células respecto al tiempo cero de cada grupo. Los resultados
se muestran como medias + SD de al menos tres experimentos independientes (* p<0.05, **
p<0.01, **** p<0.0001 versus Control y ** p<0.01, *** p<0.001 versus ICso/2).

8.4. El compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno eleva significativamente los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y provoca peroxidaciéon
lipidica

Inicialmente con el propdsito de evaluar el estrés oxidante provocado por el
H20:2 en la linea celular MCF7, se analizé si existian diferencias en la produccién de
los niveles de ROS intracelulares después de tratar a las células con distintas
concentraciones de H20> (0.1, 0.5 y 1.0 mM) y a diferentes tiempos de exposicién
(15, 22, 40 y 48h) empleando el ensayo de 2',7'-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA). En la Figura 20A se aprecia como la produccion de ROS es
independiente de la concentracion y del tiempo de exposicion. Ademas, no se
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observa disminucion alguna al menos hasta las 48 horas de exposicion. Esta
conservacion de los niveles constantes de ROS vy la falta de diferencia significativa
entre las concentraciones empleadas, permitio seleccionar la concentracion de
H202 1.0 mM como control positivo de la produccidn de ROS ya que se evaluaria a
la par con el valor de la ICso e ICs0/2 del producto natural durante 48 horas con la
finalidad de conocer si el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno altera los niveles basales de
ROS intracelulares en la linea celular MCF7. Como se aprecia en la Figura 20B, el
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno aumentd significativamente los niveles de ROS
intracelulares tratadas con el valor de la ICsp a las 48 h (182% en comparacién con
las células de control), el cual es similar a los del H202 1.0 mM (194.9% en
comparacion con las células de control). También se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos ICso e ICs0/2.
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Figura 20. Efecto sobre la produccion de ROS. A. Efecto del H202 (0.1, 0.5y 1.0 mM) sobre
la produccion de ROS intracelulares hasta por 48 h de exposicion; B. Efecto del 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno sobre la produccién de ROS intracelulares. Las células MCF7 se incubaron con
la 1Cs0 e ICs0/2 del compuesto natural y H202 1.0 mM durante 48 h. La cuantificacion de
generacion de ROS se llevo a cabo mediante un ensayo de 2',7'-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA). Los resultados se muestran como medias £ SD de al menos tres experimentos
independientes (** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 versus Control; ### p<0.001 versus H202
1.0 mMy *** p<0.001 versus ICs0/2).

Con la finalidad de verificar la actividad pro-oxidante del compuesto natural,
se estudid el efecto del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno en la peroxidacion lipidica
utilizando el ensayo de TBARS. Los niveles de peroxidacion lipidica aumentaron
significativamente con el valor de la ICso (48 h) del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno
(0.52 nmol/mg de proteina) en comparacion con las células control (0.11 nmol/mg
de proteina), ICs0/2 (0.23 nmol/mg de proteina) e incluso respecto al HoO2 1.0 mM

como control positivo (0.24 nmol/mg de proteina) (Figura 21).
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Figura 21. Efecto del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno sobre la peroxidacién lipidica. Las
células MCF7 se trataron con la ICso, ICs0/2 del compuesto y H202 1.0 mM durante 48 h, y luego
se midi6 la peroxidacion de lipidos mediante el ensayo TBARS. Los resultados se muestran
como medias + SD de al menos tres experimentos independientes (*** p<0.001 y **** p<0.0001
versus Control; #### p<0.0001 versus H2021.0 mM y **** p<0.0001 versus ICso/2).

8.5. El compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno aumenta

significativamente la actividad de las caspasas 3y 9

Se evaluo el efecto del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno en la actividad de las
caspasas 3y 9. Como se muestra en la Figura 22, el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno
aumento significativamente la actividad de las caspasas-3/9 (valores de 118.42% y
24.17%, respectivamente en comparacion con las células de control) de manera
similar al detectado con H202 1.0 mM (valores de 115.08% para caspasa 9 y
136.25% para caspasa 3). Sin embargo, no se observo efecto sobre la actividad de

las caspasas-3/9 a la concentracion de ICso/2.
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Figura 22. Efecto del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno en la actividad de la caspasa-3/9. Las
células MCF7 se trataron con la ICso, ICs0/2 y H202 1.0 mM como control positivo durante 48 h,
y luego se midi6 la actividad de caspasa 3 (A) y caspasa 9 (B) utilizando el sustrato fluorimétrico
Ac-DEVD-AMC y Ac-LEHD-AMC, respectivamente. Los resultados se muestran como medias
1+ SD de al menos tres experimentos independientes (** p<0.01 y **** p<0.0001 versus control;
#### p<0.0001 versus H2021.0 mM; *** p<0.001 y **** p<0.0001 versus ICs0/2).
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9. Discusion

En el presente trabajo se evaluo la citotoxicidad del compuesto natural 7-
hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y de dos derivados seminaturales, 7-(fenilcarbamato)-
3,4-dihidrocadaleno y 7-(fenilcarbamato)-cadaleno, en la linea celular de
adenocarcinoma de glandula mamaria humana (luminal A), MCF7.

El ensayo de citotoxicidad de MTT revel6 que el producto natural 7-hidroxi-
3,4-dihidrocadaleno presenta una valor de I1Cso (48 h) de 55.24 puM; este valor es
similar al reportado previamente para la misma linea celular por Rodriguez-Chavez,
Coballase-Urrutia, Sicilia-Argumedo, Ramirez-Apan, & Delgado (2015) de 61.37 uM
+ 4.3; sin embargo, el calculo de este valor se determind utilizando el ensayo de
citotoxicidad por sulforodamina B (SRB), el cual cuantifica el contenido de proteinas
de células adherentes y no adherentes (Skehan, et al., 1990). Adicionalmente, este
compuesto ha mostrado potencial citotoxico para las lineas celulares de cancer
cervicouterino humano HelLa (ICso = 10.3 yM), carcinoma de mama humano BT-20
(ICs0 =6.0 uM), melanoma de humano B-16-FO (ICso =8.2 uM) y melanoma de ratén
HTB-140 (ICs0 =6.0 uM) (Kubo, et al., 1996).

Por otro lado, la actividad citotdxica de los derivados seminaturales en la linea
celular MCF7, determinada bajo las condiciones experimentales establecidas de
este trabajo, contrasta con el efecto citotoxico reportado anteriormente (Egas, et al.,
2017) evaluado mediante el ensayo de SRB. El empleo de diferentes ensayos no
parece ser responsable de tal discrepancia ya que el uso de SRB arroja resultados
comparables y que se correlacionan bien con el ensayo de MTT (Rubinstein, et al.,
1990; Keepers, et al., 1991; Perez, Godwin, Handel, & Hamilton, 1993;
Haselsberger, Peterson, Thomas, & Darling, 1996). Adicionalmente, el ensayo de
MTT se validé empleando un control positivo ((Z)-4-hidroxitamoxifen) y se determino
la ICs0 (24 h) de 16.50 pM la cual fue similar a la reportada por Hassan, Mohammed,
El-Hiti, Alshanon, & Yousif (2018) de 4.506 pug/mL (12.12 yM).

La deficiencia farmacocinética es una de las principales limitaciones o

fracasos terapéuticos en la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos. Las

propiedades fisicoquimicas clave relacionadas con absorcion, distribucién,
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metabolismo y eliminacion (ADME) se han descrito para que los agentes
anticancerigenos tengan una biodisponibilidad optima y carezcan de toxicidad
(Lipinski, Lombardo, Dominy, & Feeney, 1997; Ghose, Viswanadhan, & Wendoloski,
1999; Veber, et al., 2002; Singh, 2016).

Singh (2016) establece que el perfil fisicoquimico Optimo de los compuestos
anticancerigenos es: 200 < Mw< 800, 1 <logP <5, -6 <logS <-1,5 <HBA <13, 1
<HBD <5, 50 < TPSA <180 A2, 0 < nrot < 10 y logD = 2.8. Por otra parte, Lipinski,
Lombardo, Dominy, & Feeney (1997) consideran valores de Mw < 500, LogP < 5,
HBA < 10 y HBD < 5. Ademas, para Veber, et al. (2002) es esencial valores de
TPSA <140 A2 y nrot< 10, mientras que Ghose, Viswanadhan, & Wendoloski (1999)
atribuyen cierta importancia al peso molecular y la liposolubilidad (160 < Mw < 480
y 0.4 < logP < 5.6).

Respecto a los compuestos evaluados, los derivados seminaturales no cumplen con
uno de los parametros mencionados para dos propiedades fisicoquimicas (logS y
HBA) ni con tres de los rangos relacionados con el logP. El coeficiente de particion
(logP) indica el grado de liposolubilidad de un compuesto organico y ésta, a su vez,
condiciona la solubilidad, permeabilidad, potencia, selectividad, toxicidad y las
propiedades ADME (Gao, Gesenberg, & Zheng, 2017). La alta liposolubilidad
frecuentemente contribuye a una baja solubilidad y mala absorcién oral, ademas de
disminuir la selectividad y por tanto mayor riesgo de toxicidad (Hughes, et al., 2008).
La solubilidad de un compuesto se ve afectada por diversos factores incluidos
tamano, forma, polaridad e hidrofobia de la molécula (Wang, et al., 2007); se trata
por tanto de una propiedad a considerar en las etapas iniciales de descubrimiento
de farmacos ya que la absorcion limitada afecta a la biodisponibilidad de los mismos
y, en consecuencia, a la cantidad de principio activo que llega a su lugar de accion
(Waterbeemd, Dennis, Beaumont, & Walker, 2001). Finalmente, los puentes de
hidrogeno desempefian un papel crucial en la unidén de moléculas ya que intervienen
en la expresion o supresion de la actividad/toxicidad debido a la interaccidén con
residuos de aminoacidos de los receptores que contienen las funciones de
aceptores y donadores de puentes de hidrégeno (HBA y HBD, respectivamente)
(Roy, Kar, & Das, 2015).
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Por lo tanto, el ensayo in silico sugiere que, de las tres moléculas en estudio, el
compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno tiene mejores propiedades
fisicoquimicas para ser considerado como potencial agente citotoxico-
anticancerigeno comparado con los compuestos 7-(fenilcarbamato)-3,4-
dihidrocadaleno y 7-(fenilcarbamato)-cadaleno. Estas moléculas derivadas de
cadalenos se caracterizan estructuralmente por tener un grupo fenilcarbamato en el
carbono 7. Actualmente existen varios agentes anticancerigenos aprobados con
grupos carbamato como irinotecan, mitomicina C, entinostat y capecitabina con
buenas propiedades farmacocinéticas, capacidad para atravesar las membranas
celulares y modular interacciones intra e intermoleculares con receptores o
proteinas efectoras dada su estabilidad quimica y proteolitica (Ghosh & Brindisi,
2015). A pesar de ello, demostramos en nuestro estudio que el grupo hidroxilo en el
C-7 del compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno parece ser esencial para
la actividad citotoxica de este compuesto. Se ha documentado que variaciones en
el OH del C-7 en compuestos cadalenos, estructuralmente similares, modifican la
actividad bioldgica por el precedente cambio en las propiedades fisicoquimicas, tal
como la solubilidad acuosa (Lee, Kwon, Koh, Chob, & Park, 2007).

Dado que los derivados seminaturales no mostraron actividad citotéxica en la linea
celular MCF7 y el estudio in silico demostré que estos dos compuestos no tienen
las mejores condiciones fisicoquimicas para ser considerados candidatos
anticancerigenos, se optd por continuar el estudio de la actividad citotéxica-
anticancerigena so6lo con el compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno.

Simultaneamente a la inhibicibn de la viabilidad de la linea MCF7, el
compuesto natural mostré actividad antiproliferativa. A diferencia de los ensayos de
viabilidad, la cual se basa en el numero de células vivas en una poblacion, el ensayo
de proliferaciéon reveld que la ICso y la 1Cs0/2 del compuesto natural 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno reducen significativamente la tasa de division celular de MCF7.
Aunque la proliferacion puede interpretarse facilmente como la viabilidad, la
ausencia de proliferacion no debe tomarse automaticamente como un signo de

muerte celular (Aysun, Yagmur, & Yusuf, 2016). Conjuntamente al ensayo de
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proliferacion, la observacion de las células sometidas a los diferentes tratamientos
revelé un cambio morfolégico, especificamente la aparicion de ampollas en las
células tratadas con la ICso y el H202 1.0 mM, posiblemente tratandose de células
apoptoticas. En respuesta a las sefales intra y extracelulares, la remodelacion del
citoesqueleto submembranoso reorganiza constantemente la membrana plasmatica
de las células, dando lugar a la formacién de protuberancias membranales, que se
expanden hasta 2 ym desde la membrana plasmatica y se definen por una
morfologia voluminosa y redondeada (Fackler & Grosse, 2008). El ampollamiento
celular es visto principalmente como un subproducto de procesos necroticos o
apoptoticos durante los cuales las células muestran estructuras denominadas blebs
que no estan relacionadas con la locomocion celular (Coleman, et al., 2001;
Sebbagh, et al., 2001; Charras, 2008; Wickman, et al., 2013). Finalmente, a pesar
de que la tasa de migracion de linea celular MCF7 es baja (Comsa, Cimpean, &
Raica, 2015), y por ello ni siquiera la herida del control negativo logré cerrar por
completo a las 72 h, la ICso fue capaz de inhibir la motilidad celular hasta las 72 h
sin desprender la monocapa como en el caso del H2O2 1.0 mM, indicando que se
trata de un compuesto eficaz.

Se selecciono el peroxido de hidrogeno (H202) como control positivo ya que
se trata es una especie no radical que se difunde facilmente a través de las
membranas celulares y produce el radical hidroxilo (OH®), que es la especie reactiva
mas dafiina conocida (Halliwell & Gutteridge, 2015). Altas concentraciones de ROS,
como H2O2, se han asociado con la activacion de apoptosis (Kaminskyy &
Zhivotovsky, 2014). La apoptosis inducida por H20O2 ha sido relacionada con el
aumento de expresion de p53 y de las proteinas pro-apoptoticas Puma, Noxa y Bad
en distintas lineas celulares (Datta, Babbar, Srivastava, Sinha, & Chattopadhyay,
2002; McNeill-Blue, Wetmore, Sanchez, Freed, & Merrick, 2006; Pallepati & Averill-
Bates, 2010), ademas de promover la activacion de caspasa-3/9, la liberacion de
citocromo c y la induccion de apoptosis a través de la via intrinseca debido a la
translocacién mitocondrial de las proteinas pro-apoptoticas Bax y Bad (Chandra,
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Samali, & Orrenius, 2000; Madesh & Hajnoczky, 2001; Circu & Aw, 2010; Pallepati
& Averill-Bates, 2011; Circu & Aw, 2012).

Estudios previos demostraron que el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno actua
como compuesto antioxidante inhibiendo la lipoperoxidacion microsomal y
mitocondrial en higado de rata (Haraguchi, et al., 1996). Posteriormente, se
determind que la actividad antioxidante era mas potente frente a la peroxidacion
lipidica mitocondrial (ICso = 3.0 uM) que frente a la microsomal (ICso = 9.2 pM).
Ademas, este compuesto inhibe la autooxidacion del acido linoleico y tiene una
actividad secuestradora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) pero no frente
al anion superoxido (O27) (Haraguchi, Ishikawa, Sanchez, Ogura, & Kubo, 1997); no
obstante, un estudio posterior demostré que el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno
actuaba como secuestrador del anién superoxido (ICso = 1.20 mM) (Coballase-
Urrutia, et al., 2010). Por otro lado, se ha documentado la incapacidad de este
compuesto natural para secuestrar al acido hipocloroso (HOCI) y al anién
peroxinitrito (ONOO") y ser activo frente al perdxido de hidrogeno (H202, ICso = 4.38
mM), al radical hidroxilo (OH®, ICso = 3.18 mM) y al oxigeno singulete ('Ox, ICso =
0.217mM). Estos ensayos, aunque son utiles para evaluar las diferentes
capacidades antioxidantes del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, no proporcionan
informacion sobre las reacciones antioxidantes que pueden ocurrir en modelos de
cancer in vitro o in vivo 'y, por tanto, tienen una relevancia cuestionable para los fines
del trabajo actual.

A diferencia de las propiedades antioxidantes previamente sefialadas, en el
presente estudio se encontré que el compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno tiene
efecto pro-oxidante en la linea tumoral MCF7 al encontrar una correlacion entre el
ensayo de 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) y el ensayo de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). Las ROS atacan el doble enlace carbono-
carbono de los acidos grasos poliinsaturados en las membranas celulares, lo que
lleva a cambios en su permeabilidad y fluidez y, por consiguiente, a la modificacion
de la integridad celular (Barrera, 2012). La capacidad de las membranas celulares
como blancos comunes para la accion de las ROS y la formacién de productos
secundarios procedentes de la peroxidacion lipidica, tales como hexanal, 4-
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hidroxinonenal y malondialdehido (MDA) (Catala, 2006), permitieron evidenciar el
efecto pro-oxidante propuesto.

Estudios previos han determinado que la concentracion o dosis de un
compuesto determina su accidn anti- o pro-oxidante. De hecho, son bien reportadas
las propiedades duales anti- y pro-oxidantes de diversos metabolitos extraidos de
productos naturales, como la pirroloquinolina quinona (PQQ), el resveratrol, 3,0-
caroteno, la pelargonidina acetilada y la (-)-epigalocatequina-3-galato (He, Nukada,
Urakamib, & Murphy, 2003; Lastra & Villegas, 2007; Girard-Lalancette, Pichette, &
Legault, 2009; Wang, et al., 2010; Forester & Lambert, 2011). Incluso, esta
demostrado que la mayoria de estos compuestos inhiben la viabilidad de ciertas
lineas celulares tumorales por induccion de apoptosis y se ha propuesto que el
mecanismo de accion implicado se debe al efecto pro-oxidante de los mismos (He,
Nukada, Urakamib, & Murphy, 2003; Zheng, et al., 2006; Hadi, et al., 2007; Wang,
et al., 2010; Li, et al., 2010). Ademas, cabe sefnalar que el mecanismo redox de
ciertos compuestos puede verse alterado de acuerdo con las condiciones del
modelo experimental, en este caso el modelo bioldgico in vitro utilizado depende de
la linea celular, el estado basal redox, el microambiente celular y de otros factores
no necesariamente relacionados con el estado intracelular, sino también con el

entorno extracelular.

Si bien la propiedad citotoxica del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno puede deberse
conjuntamente a su actividad pro- y antioxidante, provocada en parte por muerte
celular a través de la generacion de ROS, o bien mediante la disminucion de estrés
oxidante, y previniendo el consecuente dafio celular, la investigacion enfocada en
el tratamiento contra la carcinogénesis empleando antioxidantes con el fin de reducir
los niveles de ROS no ha sido concluyente como estrategia terapéutica e incluso no
existe evidencia de su uso terapéutico en la prevencion del cancer (Heinonen,
Huttunen, & Albanes, 1994; Omenn, et al., 1996; Hennekens, et al., 1996; Lee,
Cook, Manson, Buring, & Hennekens, 1999; Khaw, et al., 2001; Lonn, et al., 2005;
Hercberg, et al., 2007; Gaziano, et al., 2009; Klein, et al., 2011; Sceneay, et al.,
2013). Por tanto, se sugiere que el efecto antioxidante del compuesto 7-hidroxi-3,4-
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10.

dihidrocadaleno puede ser esencial mas no suficiente para el efecto citotdxico de la
linea tumoral MCF7. En todo caso, la capacidad secuestradora de ROS del producto
natural puede tener un efecto preventivo mas no terapéutico contra las células
tumorales y, por tanto, se propone que la actividad citotdxica se debe principalmente
a la accién pro-oxidante y que esta, a su vez, puede ser el mecanismo de accidn
implicado en la muerte celular por apoptosis dado el entrecruzamiento de ROS con
distintas vias de sefializacion (Dolado, et al., 2007; Wang, et al., 2008; Heiden,
Cantley, & Thompson, 2009; Kaminskyy & Zhivotovsky, 2014; Redza-Dutordoir &
Averill-Bates, 2016; Galadari, Rahmana, Pallichankandy, & Thayyullathil, 2017); sin
embargo, no se descarta que este mecanismo pueda ser llevado a cabo por otros
factores no necesariamente relacionados con el estado redox celular, tales como el
cambio en la naturaleza membranal como consecuencia de la peroxidacion lipidica

o por cambios en la regulacion de receptores hormonales (Balan, et al., 2006).

Conclusiones

Bajo las condiciones experimentales de este estudio, se rechaza la hipotesis
propuesta al encontrar que la incorporacion del grupo fenilcarbamato en el carbono
numero 7 de los compuestos naturales 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y 7-
hidroxicadaleno, aislados a partir de Heterotheca inuloides, no incrementan el efecto
citotoxico de los mismos en la linea celular de adenocarcinoma de glandula mamaria
humana (luminal A), MCF7; no obstante, el compuesto natural 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno exhibe citotoxicidad tiempo y concentracion dependiente frente a la
misma linea celular [ICs0 (48 h) = 55.24 uyM e IC50 (72 h) = 52.83 uM], ademas, la
ICs0 (48 h) es capaz de inhibir su proliferacion y migracion. Aunque se ha reconocido
al 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno como un antioxidante, se demostré que este
compuesto también actua como pro-oxidante en ciertas condiciones, por tanto, se
propone que la induccidon de estrés oxidante es el mecanismo de accién potencial

responsable de promover la muerte celular aparentemente mediada por apoptosis.
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11. Perspectivas

Los resultados encontrados en el presente trabajo abren nuevas perspectivas
con respecto al efecto pro-oxidante del compuesto natural 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno frente a la linea celular MCF7, especialmente en conocer la causa
por la cual este compuesto exhibe la propiedad dual anti- y pro-oxidante en
diferentes condiciones.

Por otro lado, considerando que el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno es capaz de
promover la generacidn de especies reactivas de oxigeno en la linea celular MCF7
y un consecuente efecto citotoxico, resultaria interesante evaluar si el compuesto
natural puede ejercer de la misma manera el efecto citotoxico frente a diferentes
lineas tumorales y asi determinar si el producto natural es especifico de la linea
celular de adenocarcinoma de glandula mamaria humana o no. Adicionalmente, es
necesario realizar pruebas de citotoxicidad en lineas no tumorales con el fin de
contribuir en el perfil de toxicidad del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y asegurar su
seguimiento como un potencial agente terapéutico en el cancer de mama. Sin
embargo, aun queda mucho por evaluar acerca del mecanismo de accion potencial
descrito dada la amplia variedad con la que pueden interaccionar las especies
reactivas de oxigeno, asi como determinar si existen cambios en el perfil

antioxidante en la linea celular.
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