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1. RESUMEN

En México el cancer de ovario ocupa el tercer lugar en canceres ginecologicos. El
cancer epitelial ovarico representa el 80-90% de los tumores ovaricos malignos. La
sobrevida a 5 afios en mujeres con cancer de ovario oscila entre el 20 y 30%. Las
terapias convencionales, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y cirugia, aun son
ineficaces para controlar la recurrencia y la metastasis del cancer de ovario. Por lo tanto,
es de suma importancia identificar y evaluar nuevos compuestos potencialmente
terapéuticos entre ellos los fitoestrogenos. Objetivo. Evaluar los efectos del xantomicrol
obtenido de Brickellia paniculata sobre la expresion proteica de los receptores de
estrogenos ERa, ERB y GPER vy su influencia en la proliferacion y migraciéon en la linea
celular de cancer epitelial ovarico SKOV-3. Metodologia. Para el desarrollo del estudio,
en primer lugar se determiné en la linea celular la presencia a nivel del nucleo de los
receptores ERa, ERB, y a nivel celular de GPER mediante la técnica de inmunoblot,
después se obtuvo la dosis al 50% de inhibicién de la proliferacion (ICso) del xantomicrol
mediante la técnica de cristal violeta y una vez determinada se tomaron dos dosis
cercanas al valor de la ICso para los ensayos subsecuentes donde se evalué el efecto
del xantomicrol sobre la regulacion de la presencia de estos receptores estrogénicos. El
efecto del flavonoide sobre la proliferacion y viabilidad celular se evalu6 a través de la
técnica de conteo celular con Azul Tripan, durante 72 horas con tratamiento y 48, 72y
96 post-tratamiento. Para evaluar el efecto del xantomicrol sobre la migracion celular se
utilizé el ensayo de herida. Resultados. La linea celular SKOV-3 expresa de manera
endogena y diferencial los receptores de estrégenos ERa, ERpB y GPER. La ICso del
xantomicrol correspondié a 213.94 + 10.33 pg/mL y las dosis utilizadas para los ensayos
subsecuentes fueron 200 y 250 pg/mL. El xantomicrol disminuyé la proliferacién celular
de manera dosis dependiente durante 72 horas. Después del retiro del xantomicrol del
medio de cultivo, se observo un efecto antiproliferativo citostatico hasta las 72 horas post-
tratamiento, reestableciéndose la proliferacion celular después de 96 horas sin exposicion
al xantomicrol en cultivos pretratados. La viabilidad celular se conservo arriba del 95% en
todas las condiciones de estudio. Por ultimo, el xantomicrol redujo significativamente la
migracion celular en el rango del 77-86%. Interesantemente, los efectos sobre la
proliferacion y migracién celular se acompafaron por una disminucion importante en la
presencia proteica de ERa (60-80%) e incrementos en los niveles de expresion de ERB
(105%) y GPER (48%). Conclusiones. El xantomicrol disminuye la proliferacion y
migracion celular, regula negativamente los niveles proteicos de ERa y positivamente los
niveles de ERB y GPER en la linea celular de cancer de ovario SKOV-3.

Palabras claves: Céancer epitelial ovarico, Flavonoides, Xantomicrol, Receptor de
Estrogeno 1 Acoplado a Proteinas G (GPER), Receptor de Estrogeno Alfa (ERa),
Receptor de Estrogeno Beta (ERB), SKOV-3, Proliferacién, Migracion.



2. ABSTRACT

Background. In Mexico, ovarian cancer ranks third in gynecological cancers. Ovarian
epithelial cancer accounts for 80-90% of malignant ovarian tumors. In women with ovarian
cancer is low 5-year relative survival, this ranges between 20 and 30% Conventional
therapies are still ineffective in controlling ovarian cancer recurrence and metastasis.
Therefore, it is of paramount importance to identify and evaluate new potentially
therapeutic compounds. Objective. Evaluate the effects of xanthomicrol obtained from
Brickellia paniculata on expression of estrogen receptors, ERa, ERB and GPER and its
influence on proliferation and migration of epithelial ovarian cancer SKOV-3 cell line.
Methodology. For the development of the study, the presence of the ERa, ERp receptors
at the nucleus level, and at the cellular level of GPER was first determined in the cell line
by means of the immunoblot technique, then the dose at 50% inhibition was obtained. of
proliferation (ICso) of xanthomicrol by means of the crystal violet technique and once
determined, two doses close to the ICso value were taken for the subsequent tests where
the effect of xanthomicrol on the regulation of the presence of these estrogenic receptors
was evaluated. The effect of the flavonoid on cell proliferation and viability was evaluated
through the Trypan Blue cell count technique, during 72 hours with treatment and 48-, 72-
and 96-hours post-treatment. To evaluate the effect of xanthomicrol on cell migration, the
wound assay was used. Results. The SKOV-3 cell line endogenously and differentially
expresses the estrogen receptors ERa, ERB and GPER. The ICso of xanthomicrol was
213.94 + 10.33 pg/mL and the doses used for tests were 200 and 250 ug/mL.
Xanthomicrol decreased cell proliferation in a dose-dependent manner for 72 hours. After
removing xanthomicrol from the culture medium, a cytostatic antiproliferative effect was
able observed to 72 hours post-treatment, with proliferation cell reestablishing itself after
96 hours without exposure to xanthomicrol in pretreated cultures. Cell viability was
maintained over 95% in all study conditions. Finally, xanthomicrol significantly reduced
cell migration in a range to 77-86%. Interestingly, the effects on cell proliferation and
migration were accompanied by a major decrease in ERa protein expression (60-80%)
and increases in the expression levels of ERB (105%) and GPER (48%). Conclusions.
Xanthomicrol decreases cell proliferation and migration, were accompanied by a decrease
of ERa and increments of ERB and GPER expression levels on epithelial ovarian cancer
SKOV-3 cell line.

Key words: Epithelial Ovarian Cancer (EOC), Flavonoids, Xanthomicrol, G Protein-
Coupled Estrogen Receptor 1 (GPER), Estrogen Receptor Alpha (ERa), Estrogen
Receptor Beta (ERB), SKOV-3, Proliferation, Migration.



3. INTRODUCCION.
3.1.OVARIO.

3.1.1. Anatomia e histologia del ovario.

Los ovarios son dos 6rganos ovoides aplanados en forma de almendra, sélidos y de
color blanco-rosado, en mujeres cada uno mide de 2-3.5 cm de largo, de 1-1.5 cm de
ancho y 1 cm de espesor. Estan localizados adyacentes a la pared lateral de la pelvis 'y
se encuentran fijados a la superficie posterior del ligamento ancho del Utero a través de
un pliegue peritoneal llamado mesovario. El tamafio y localizacién varian de acuerdo con
la edad y etapa reproductiva en la que se encuentran las mujeres. Antes de la pubertad
la superficie del ovario es lisa, pero durante la vida fértil adquiere cada vez mayor cantidad
de cicatrices y se torna irregular a causa de la ovulacion consecutiva. En la menopausia,
los ovarios involucionan a un cuarto del tamafio observado en el periodo fértil (1, 2).
Histoldégicamente en el ovario se localizan dos regiones diferentes, la corteza y la médula,
la médula o region medular, esta localizada en el centro del ovario y esta formada por
tejido conjuntivo laxo, un conjunto de vasos sanguineos tortuosos de gran tamafio, vasos
linfaticos y nervios, la segunda es la corteza o regién cortical, que rodea a la médula. En
el estroma de la corteza estan distribuidos los foliculos ovaricos de diversos tamafios,
cada uno con un solo oocito. La superficie del ovario esta recubierta por una capa de
epitelio simple cuboide, el cual recibe el nombre de epitelio superficial del ovario y esta
formado por células cuboides que en algunas partes son casi planas. Debajo de este
epitelio hay una capa de tejido conjuntivo colageno denso irregular, la tinica albuginea,

gue lo separa de la corteza subyacente (3).
3.1.2. Epidemiologia del cancer de ovario en mujeres.

Dentro de los tipos de cancer ginecologicos, el de ovario ocupa el cuarto lugar de
incidenciay el tercero en mortalidad. En el 2020 se diagnosticaron 313,959 casos nuevos
y 207,252 decesos a nivel mundial (4), el 58% de los canceres de ovario son
diagnosticados en estadios avanzados lll y IV de acuerdo a la clasificacion de la FIGO

(International Federation of Gynecology) con una supervivencia relativa a los 5 afios de



solo el 30% de casos. Sin embargo, la supervivencia relativa a 5 afios para los casos
localizados de cancer de ovario es del 93% (5), debido a la ausencia de sintomas al inicio
de la enfermedad y la falta de técnicas para realizar un diagndéstico precoz con adecuada
sensibilidad y especificidad. En 2019 se diagnosticaron aproximadamente 24,494 casos
nuevos de cancer de ovario y 14,914 decesos en Estados Unidos (6); mientras que en
México, al afio se estiman alrededor de 4,000 casos nuevos. El riesgo para desarrollar
cancer ovarico es de 1.3% que equivale a 1 de 78 mujeres Tabla 1. La mayoria de los
canceres de ovario no se heredan, pero algunos dependen de mutaciones heredadas en
los genes supresores de tumores BRCAL (Proteina de Cancer de Mama 1) y BRCA2
(Proteina de Cancer de Mama 2). Una mutacién en BRCA1 o BRCA2 aumenta el riesgo
de desarrollar cancer de ovario. También la expresion de los receptores hormonales para
el estrégeno y la progesterona (P4) son asociados con la supervivencia de pacientes con
cancer de ovario.

Tabla 1. Probabilidad edad-especifica de desarrollar cancer de ovario para mujeres estadounidenses.
Basada en casos diagnosticados desde 2012-2014. Tomada y modificada de: (7).

Edad (afios) Probabilidad 0
10-afios len
40 0.1 % 870
50 0.2% 474
60 0.3 % 327
70 0.4 % 265
80 0.4 % 283
Riesgo de por vida 1.3 % 78

3.1.3. Estadificacion y clasificacion del cancer de ovario.

La clasificacion por etapas (estadios) de la enfermedad, utiliza el sistema propuesto
por la FIGO, la cual se basa en los hallazgos quirtrgico-patolégicos y en la extension de

la enfermedad, clasificandose en estadios I, II, Il y IV (Tabla 2).



Tabla 2. Estadificacion del cancer de ovario, trompa de Falopio y peritoneo de acuerdo con la FIGO.
Tomado y modificado de: (8, 9).

ESTADIO

DESCRIPCION

IA

Estadio I: Tumor limitado a los ovarios.
Tumor limitado a un ovario (capsula intacta) o trompas de Falopio.
No hay tumores en la superficie ovarica o en la superficie de las trompas de Falopio
Sin células malignas ascitis y lavados peritoneales.

Tumor limitado a ambos ovarios (cdpsula intacta) o trompas de Falopio.
No hay tumores en la superficie ovarica o en la superficie de las trompas de Falopio
Sin células malignas en ascitis y lavados peritoneales.

Tumor en uno o ambos ovarios o trompas de Falopio:
IC1 Derrame quirdrgico.
IC2 Ruptura de la capsula antes de la cirugia o tumor en la superficie ovarica o en
la superficie de las trompas de Falopio.
IC3 Células malignas en ascitis o lavados peritoneales.

A

1B

Estadio Il: Tumor en uno o ambos ovarios o trompas de Falopio con extensién
pélvica o cancer peritoneal primario.
Extensién y/o implantes en el Gtero y/o trompas de Falopio.
Sin células malignas en ascitis y lavados peritoneales.
Extensién a otros érganos pélvicos.

A

B

Inc

Estadio lll: Tumor en uno 0 ambos ovarios, o trompas de Falopio, con implantes
peritoneales fuera de la pelvis y/o metéstasis en los nodulos linfaticos
retroperitoneales.

Positivo en noédulos linfaticos retroperitoneales y/o metastasis microscopica fuera de la

pelvis.
IIIA1Positivo solo en nddulos linfaticos retroperitoneales.
AL (i) Metastasis < 10 mm.
IIAL(ii) Metastasis > 10 mm.
IIA2 Microscopico fuera de la pelvis (arriba del borde) afectando el peritoneo +
positivo a nédulos linfaticos retroperitoneales.
Metastasis peritoneal macroscopica fuera de la pelvis < 2 cm * positivo a nédulos linfaticos
retroperitoneales.

Metastasis peritoneal macroscopica fuera de la pelvis > 2 cm + positivo a nédulos linfaticos
retroperitoneales. Incluye extension a la capsula de higado/bazo sin involucrar el
parénguima de cada érgano.

IVA

VB

Estadio IV: Metastasis distante excluyendo metastasis peritoneal.
Efusién pleural con citologia positiva

Metastasis en el parénquima del higado y/o bazo.
Metastasis en 6rganos extra-abdominales (nddulos linfaticos inguinales y nédulos
linfaticos fuera de cavidad abdominal).




3.2. CLASIFICACION DEL CANCER DE OVARIO.

La clasificacion histogenética de los tumores ovaricos consta de tres categorias de
acuerdo con las estructuras anatdmicas en las cuales los tumores se originaron; a) del
epitelio superficial (aprox. 90%), b) del estroma ovarico que incluye a los cordones

sexuales (5%) o, c) de células germinales (menos del 5%) (Figura 1).

Figura 1. Clasificacion del cancer ovéarico. Tomado y modificado de: (10).

3.2.1. Tumores epiteliales ovaricos.

De acuerdo con su nivel proliferativo e invasivo los tumores se clasifican en:
benignos, limitrofes y malignos. Los tumores benignos presentan escasa proliferacion
celular y un comportamiento no invasivo, los limitrofes tienen un bajo potencial de
malignidad ya que, la proliferaciéon celular es abundante, pero sin tener un
comportamiento invasivo y por ultimo se clasifican como malignos cuando hay abundante
proliferacion e invasion. La mayoria de los tumores ovaricos malignos en mujeres son de
tipo epitelial, representan el 60% de todos los tumores ovaricos y el 90% de los tumores
malignos de ovario. Los tumores epiteliales de ovario se clasifican de la siguiente manera:
tumores serosos, tumores mucinosos, tumores endometriodes, tumores de células
claras, tumores de Brenner, carcinomas indiferenciados y tumores epiteliales mixtos (8,
11). El riesgo de desarrollar cancer epitelial ovarico a lo largo de la vida de la mujer es

del 1.3%, el cual aumenta para portadoras de BRCA2 (15-20%) y es mayor para mujeres



con una mutacién BRCAL (40-45%). Los factores de riesgo para cancer epitelial ovarico
incluyen: edad avanzada, infertilidad, endometriosis y sindrome de ovario poliquistico
entre otros. Se estima que el 18% de los casos de cancer epitelial ovarico estan
asociados con una mutacién de la linea germinal; la mayoria de estos son atribuibles a
BRCA1 y BRCA2, pero también incluyen otros genes en la via de recombinacion
homdloga (por ejemplo, TP53 (gen que codifica la Proteina tumoral p53), ATM (gen que
codifica la proteina quinasa serinal/treonina), MRE11(gen que codifica la nucleasa de
reparacion de ruptura de doble cadena), RAD51 (gen que codifica a la proteina homologa
de la bacteriana RecA y de la Rad51 de la levadura Saccharomyces cerevisiae), H2AX
(gen que codifica a la proteina histona de la familia H2A), PALB2 (Partner and Localizer
of BRCA2), RPA (gen que codifica a la proteina de replicacion A), BRIP1(gen que codifica
a la proteina 1 que interactia con BRCA1), BARD1 (gen que codifica a la proteina que
interactda con la regién N-terminal de BRCA1) y RAD52 (gen que codifica a la proteina
de reparaciéon del DNA homdloga a la proteina Rad52 de S. cerevisiae) y genes de

reparacion de errores de emparejamiento (Tabla 3).

3.2.1.1. Tumores serosos.

Los carcinomas serosos representan la mayoria de los tumores malignos (75-80%) y
estan formados por células que se asemejan a las del revestimiento interno de las
trompas de Falopio. La incidencia del carcinoma seroso aumenta en las mujeres de entre
70-74 afos y disminuye ligeramente a la edad de 75-79 afos (Figura 2) (12). Estos
tumores a su vez se dividen en: seroso de alto grado (high-grade serous ovarian cancer
—HGSOC-), el cual es el mas comun y agresivo, y se caracteriza por mutaciones en TP53
y defectos en la reparacion del ADN por recombinaciéon homdéloga, aproximadamente el
10% de los pacientes tienen una mutacion en los genes BRCAl1 y BRCA2. Mientras que
los tumores serosos de bajo grado (low-grade serous carcinoma -LGSC-) a menudo se
asocian con tumores serosos proliferativos limitrofes o atipicos y a menudo contienen
mutaciones en BRAF y KRAS (8, 12-14).



Tabla 3. Subtipos histolégicos de cancer epitelial ovarico y sus caracteristicas comunes. Tomado y
modificado de: (15).

L Carcinoma seroso Carcinoma de Carcinoma Carcinoma Carcinoma seroso
Caracteristicas de alto grado células claras endometrioide mucinoso de bajo grado
% de casos 70 12 11 3 3
Eg.ad media al 61 55 56 53 43
iagnostico
Marcadores CA-125 CA-125 CA-125 CEA;CA19-9 CA-125
tumorales
_Factores de BRCAL/2 HNPCC HNPCC/BRCA Desconocido ' umeres borderline
riesgo genéticos Serosos
Etapa al
diagnostico Avanzada Temprana Temprana Temprana Avanzada
Respuesta a la Quimioresistente
quimioterapia Quimiosensitivo Radiosensitivo Quimiosensitivo Quimioresistente  Quimioresistente
basada en platino
M‘:ﬁ;ﬁ;‘f P53; BRCAL/2; PI3CA; ARD1A;  CTNNBLARID1A; PTEN;  KRAS; HER2; NE;RAASF,;ESBASQ
9 defectos en HR PTEN; MSI MSI CDKN2A ! '
comunes PI3KCA
Perfil ) .
: - P53+,WNT1+,Pax8+; HNFB+WT1-  ER+;pax8+;Vimentina+;WT1- ] ~ WT1+;Pax8+;P53
|nmuno|f)g|co Ki67 elevado ER- ;P53 silvestre CK20+; Cdx2+; silvestre; Ki67 bajo
comun CK7+;ER-;WT1-

BRCA1/2=Gen de susceptibilidad al cancer de mama 1/2; CA-125=Antigeno de cancer 125; CEA=Antigeno carcinoembrionario;
RE=Receptor de estrégeno; HNPCC=Cancer colorrectal hereditario sin poliposis; HR=Recombinacién homéloga; MSl=Inestabilidad de
microsatélites; PTEN=Homadlogo de fosfatasa y tensina; BRAF=Protooncogén B-Raf; KRAS Oncogén Homologo Viral del Sarcoma de
Rata Kirsten; CTNNB1 Gen codificante de la proteina Beta-catenina; STIC=Carcinoma intraepitelial tubarico seroso; ARID1A Dominio
de interaccion rico en AT de la proteina Al; TP53=Proteina tumoral p53.

3.2.1.2. Tumores mucinosos.

Los carcinomas mucinosos (3-10%), son tumores formados por células que se
asemejan a las del epitelio endocervical (Tipo endocervical o milleriano) o mas
frecuentemente a las del epitelio intestinal (Tipo intestinal). Suelen presentar mutaciones

en el gen KRAS y parece ser que no estan asociados a mutaciones de BRCA (8, 12-14).

3.2.1.3. Tumores endometrioides.

Los carcinomas endometrioides son tumores formados por células que se asemejan
a las del revestimiento interno del Gtero (endometrio). Pueden estar asociados con la
presencia aberrante de endometrio fuera del Gtero (endometriosis) y con crecimiento
excesivo (hiperplasia) o cancer de endometrio. La mayor incidencia de carcinoma
endometrioides en mujeres se encuentra en el rango de 55-59 afios (Figura 2). Se ha
visto que las mutaciones de CTNNB1 son comunes en el cancer ovarico endometrial,
ademas de mutaciones ARID1A vy la pérdida de la proteina BAF250a codificada por
ARID1A (8, 12-14, 16).



3.2.1.4. Tumores de células claras.

Los tumores de células claras estan formados por células que contienen abundante
glucogeno en el citoplasma. La mayor incidencia de carcinoma de células claras en
mujeres se encuentra en el rango de 55-59 afios (Figura 2); frecuentemente este tipo de
tumores se encuentran relacionados con endometriosis y sindrome de Lynch. Las
mutaciones somaticas mas frecuentes se han descrito en los genes ARID1A, PIK3CA 'y
PETEN (12-14, 16, 17).
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Figura 2. Incidencia de céncer ovéarico edad-especifica por subtipo histolégico. Tomado y
modificado de: (12).

3.2.2. Tumores de células germinales.

Son tumores ovaricos formados por células que al parecer son derivadas de células
germinales primordiales. Estos tumores representan una cuarta parte de todos los
tumores ovaricos en mujeres, pero del 3-7% son malignos. Mas de la mitad de todas las
neoplasias que se desarrollan en nifias y adolescentes son de origen germinal. Dentro
de los tumores de células germinales se encuentran los siguientes subtipos: Teratomas,

tumores del saco vitelino, carcinoma embrional y coriocarcinomas (12).



3.2.3. Tumores de los cordones sexuales.

Son tumores ovaricos que se cree que se originan de las células de la teca, células
del estroma, células de la granulosa y sus homodlogos de los cordones sexuales
testiculares, las células de Sertoli y Leydig. Estos tumores frecuentemente estan
asociados con manifestaciones endocrinas. Representan aproximadamente el 8% de los
tumores ovaricos en mujeres y aproximadamente el 7% de estos son malignos. Dentro
de los tumores de cordones sexuales se encuentran los siguientes subtipos: tumores de
las células de la granulosa, tumores de células de Sertoli, fibromas, tecomas, tumores de
células de Sertoli-Leydig y tumores de células esteroideas.

Recientes estudios morfolégicos, inmunohistoquimicos y genéticos moleculares han
llevado a desarrollar un nuevo paradigma de la patogénesis y origen del cancer epitelial
ovarico. El paradigma esta basado en un modelo “dualista” de carcinogénesis que divide
el cancer epitelial de ovario en 2 grandes categorias, designadas Tipo | y Tipo Il. Los
tumores Tipo | (confinados al ovario), son diagnosticados en estadio | generalmente, se
desarrollan de tumores limitrofes y de endometriosis, este grupo estd compuesto de
carcinomas de bajo grado de tipo seroso y endometrioides, carcinomas de células claras,
mucinosos y transicionales (Brenner). Tienen un comportamiento poco activo y agresivo,
son genéticamente estables carecen de mutaciones en el gen TP53 y cada tipo
histolégico exhibe un perfil genético molecular distintivo (18). El Tipo | se caracteriza por
presentar mutaciones especificas en los genes KRAS, BRAF, ERBB2, CTNNB1, PTEN,
PIK3CA, ARID1A Y PPP2RIA (19). Este tipo de tumores se detecta facilmente por
examinacion pélvica y/o ultrasonido transvaginal, constituyen solo el 25% de los canceres
de ovario y representan aproximadamente el 10% de las muertes causadas por esta
neoplasia. En contraste, el grupo designado como Tipo |Il, incluye carcinomas
intraepiteliales de las trompas de Falopio, los cuales son altamente agresivos, e
inestables genéticamente, presentan mutaciones en TP53 en el 80% de los casos y
tienen alteraciones moleculares en el gen BRCA ya sea por mutacion del mismo o por
metilacion de su promotor; se desarrollan rapidamente y casi siempre se detectan es
estadios avanzados (lll o 1V), este tipo de tumores incluyen el carcinoma seroso de alto
grado, el carcinoma no diferenciado y los tumores mesodérmicos mixtos

(carcinosarcoma). Representan aproximadamente el 75% de los canceres de ovario y
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son responsables de aproximadamente el 90% de las muertes por esta enfermedad (18,
19).

3.3.RECEPTORES DE ESTROGENO.

3.3.1. Receptores de estrogenos clasicos y su expresiéon en el cancer de
ovario.

Los efectos inducidos por los estrégenos se llevan a cabo a través de sus
receptores; (ER por sus siglas en inglés Estrogen Receptor) alfa (ERa 595 aa; PM 66-
70 kDa) y beta (ERB 530 aa; PM 53-59 kDa). Ambos receptores tienen diversas
isoformas; ERa (ERa66, ERa46 y ERa36) y ERB (ERB1, ERB2, ERB3, ERB4 y ERB5).
Todas estas isoformas tienen patrones de expresion diferencial, tanto en lineas
celulares como en tejidos de tumores ovaricos y actian como factores de transcripcion

activados por el ligando, estradiol (E2) (Figura 3) (20-22).

Peso molecular
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ERa-66 [ AF1 | oBD |Hinge] 1BDAF2 | | 66 kDa
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Los receptores de estrégenos ERa y ERPB estan presentes en el ovario desde la
etapa folicular primaria. La activacion de estos receptores por el E2 provoca diferentes
respuestas; en el caso de ERa se llevan a cabo acciones proliferativas, mientras que
para el ERB se provocan acciones de diferenciacién celular, por lo tanto, son parte
importante en la foliculogénesis (21, 24). Las vias activadas por los Receptores de

estrégenos (ERs) incluyen el incremento de calcio intracelular (25), estimulacion de la
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Adenilato Ciclasa (AC) y transcripcion génica regulada por AMPc (26), y la activaciéon
de algunas proteinas cinasas activadas por mitdgenos (27). La expresion de ERa y ERf
se encuentra en células epiteliales superficiales del ovario normal, en tumores ovaricos de
tipo epitelial y en lineas celulares de cancer de ovario y en el endometrio (28). En el cancer
epitelial ovérico la expresion se caracteriza por un predominio del ERa (aprox. 60%) y
sus niveles son generalmente mas altos que los encontrados en los ovarios
normales o en tumores benignos. Este receptor se encuentra tanto en la membrana
citoplasmatica como en el citoplasma (29-32). Se ha descrito que la perdida en la
expresion del ERB es un proceso importante en el desarrollo del cancer de ovario, y la
expresion del ER[ es significativamente mas alto en estadios tempranos de este cancer
comparado con estadios avanzados (II-IV). Se encontrd que la alta expresion del ERB esta
significativamente asociada con una larga sobrevida libre de la enfermedad (33). La pérdida
de la expresion del ERB en canceres de ovario puede ser una caracteristica de la
transformacion maligna. Asimismo, se ha descrito que la sobre expresion del ERB en la
linea celular de adenocarcinoma ovarico (PEO14) provoca una reducciéon del 50% en su
capacidad proliferativa (32). El incremento en la expresion de ERa y la disminucién en la
expresion de ER parece ser una caracteristica que se presenta en tumores malignos de
ovario, colon, pulmoén, préstata y mama al ser comparados con tumores benignos (34, 35).
Estudios in vitro donde se llevé a cabo la sobre expresion de ERB1 en las lineas celulares
de cancer de ovario humano SKOV-3 y ES-2, mostraron una reduccion en la proliferacion
y la migracion celular, asi como un aumento en la apoptosis. Sin embargo, las isoformas
ERB2 y ERB5 se han asociado con actividades pro migratorias e invasivas. La presencia
de ERB2 en el citoplasma de células provenientes de pacientes con carcinoma ovarico
seroso de alto grado, ha llevado a relacionar a esta isoforma con quimiorresistencia (21).
Dentro de los efectos estrogénicos mediados por estos receptores nucleares, se
encuentran los efectos mitogénicos mediados por una variedad de genes incluidos
IGF1, ciclina D1, c-myc y efp, los cuales son importantes para la proliferacion y
supervivencia celular; C-myc oncogén que se amplifica o sobre expresa en una gran

variedad de tumores humanos (23, 36, 37).
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3.3.2. Receptor de estrogenos acoplado a proteinas G (GPER) y su expresion
en el cancer de ovario.

GPER es un receptor acoplado a proteinas G, esta involucrado en las acciones
rapidas de los estrogenos (38). Se expresa en la membrana celular y en el reticulo
endoplasmico. El GPER es una proteina de 375 aa con un PM de aproximadamente 42
kDa. La activacién de GPER involucra la activacion de vias enzimaticas y canales
id6nicos lo que conlleva a la transactivacion del receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGFR), activacion de proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y
movilizacion de calcio, resultando en la regulacion de varios de los genes de expresion
(Figura 4) (39).

~ET™
/Fuh/esuan(\;

= S— HB-EGF
Jamoxifen” RS ,/ Pro. N E2
Sy ¢ V?HBF:F COf) ecrr
MME ) I
L

bA
Oim
31z

S
(o} —
)
o
>
2
T
<
Adaptor
o
)

5 / @E}jﬁ‘
ER £H P T,-‘ frF'R ”:(px
R R RGAK

Figura 4. Vias de sefializacién activadas por GPER y ERs. Los estrégenos endégenos incluyendo el 173-
estradiol son activadores no selectivos de los ERa, ERP y GPER. Los estrogenos activan los ER nucleares,
inducen su dimerizacion y union a los genes del promotor blanco. Subpoblaciones de ERs en la membrana
plasmatica activadas por estrégenos interactian con moléculas de sefalizacion como c-src, la cual media
sefiales rapidas via PI3K/Akt y MAPK. La activacién de GPER estimula la produccién de AMPc, movilizacion
de calcio y c-src, la cual activa MMPs provocan la liberacion de HB-EGF y transactiva EGFR, activando a su
vez las vias MAPK y PI3K/Akt que pueden inducir efectos rapidos no gendmicos) o efectos gendémicos
regulando la transcripcién. Tomado y modificado de: (39).

GPER media efectos pleiotropicos de los estrégenos en muchos canceres
relacionados con estrégenos y hay una fuerte asociacién entre GPER vy la proliferacion
celular, la migracion y la invasion del cancer (40). Sin embargo, el papel de GPER en
el cancer de ovario es parcialmente conocido y poco claro. En tumores de cancer de
ovario humano, GPER se ha asociado con tasas de baja sobrevida (41), un tercio de
los tumores malignos tienen sobre-expresion de este receptor (28). Existen varios
estudios que apoyan el concepto de que GPER tiene un papel supresor de tumor en el

cancer de ovario. Ignatov y colaboradores, observaron una menor expresion de GPER
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en canceres de ovario comparado con tejido sano, siendo mayor la expresion en etapas
tempranas en comparacion a las etapas tardias, lo cual se asoci6 con un resultado
clinico mas favorable. En este contexto, se utilizé6 un agonista selectivo de GPER-1
(G1), el cual suprimio la proliferacion de lineas celulares de cancer de ovario; SKOV-3
y OVCAR-3 (21, 42). Zhu y colaboradores, analizaron muestras de 110 pacientes con
cancer epitelial ovérico y los resultados sugirieron que la expresion de GPER nuclear,
pero no citoplasmico esta asociado a una supervivencia deficiente (43). En la linea
celular de cancer de ovario BG-1, la proliferacién celular mediada por GPER requiere
de la coexpresion de ERa (44). Mientras que en células de cancer de ovario negativas
a ERa, GPER media los efectos de estrogenos independientemente de ERa (45, 46).
Por lo tanto, la funcion de GPER en la progresién del cancer de ovario y el cross-talk
entre GPER con los ERs, y la regulacion de estos requiere de mayor investigacion (47).
Se ha descrito que un compuesto que regula la expresion de GPER a nivel
transcripcional, es el bisfenol A (BPA), un componente de los plasticos de policarbonato
con una estructura similar a la del 17B-estradiol, el cual induce la transcripcién de GPER
en células GC-1 de espermatogonias de rata (48). GPER modula la expresion de
proteinas que son componentes criticos del ciclo celular como c-fos y ciclina D1y factores
para la invasion y metastasis celular. La metastasis del cancer es la principal causa
de mortalidad en pacientes con tumores malignos, se estima que es responsable
del 90% de las muertes relacionadas con cancer (49). La degradacion de la matriz
extracelular (EMC) es una caracteristica crucial de los tumores de ovario metastasicos y
este proceso esta asociado con la sobre-expresion de las metaloproteasas de matriz
(MMPs) (50, 51): MMP-2 y MMP-9, la MMP-2 ha sido considerada como uno de los

factores clave para la iniciacion de este proceso (52, 53).

3.3.3. Transformacién del epitelio superficial ovarico (OSE).

Se ha planteado que la mayoria de los canceres epiteliales de ovario se originan por
la transformacién de las células del OSE. El OSE esta formado por una monocapa de

células inmediatas a la tunica albuginea, de la cual se separan por su lamina basal. Esta
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monocapa celular rodea al ovario y esta en continuidad con el mesotelio peritoneal, con
el cual comparte un origen embriolégico comun. Su desarrollo ocurre durante eventos
tempranos de la embriogénesis y se deriva del epitelio celdmico que recubre a las crestas
gonadales (54, 55). Las células del OSE tienen una morfologia que varia de un epitelio
cubico a un epitelio escamoso, presenta microvellosidades y cilios, cuentan con la
presencia de desmosomas y uniones estrechas incompletas, asi como la expresion de
integrinas y cadherinas tipo 7, 8, 18 y 19, las cuales mantienen su organizacion en
monocapa (56). El OSE tiene la capacidad de diferenciarse en distintos tipos celulares
en respuesta a sefalizaciones ambientales, expresa proteinas tipicas de células
epiteliales como E-cadherina y -catenina, epitelio Mulleriano que incluyen formas de
células columnares y varios marcadores que se encuentran en las neoplasias ovaricas
incluidos CA125 y E-cadherina, marcadores de células mesoteliales y mesenquimales
como vimentina, fibronectina y N-cadherina y de células pluripotenciales como ALDH1,
Lgr5, Lefl, CD133, y CK6b. El conjunto de estas propiedades, le confieren al OSE la
plasticidad de efectuar las transiciones epitelio-mesénquima (EMT por sus siglas en
inglés) y mesénquima-epitelio (MET por sus siglas en inglés) como mecanismos que le
permiten moverse durante el proceso de regeneracién para reparar la herida después del
dafio ocasionado por la ruptura folicular. Existe la teoria de que cuando el OSE disminuye
su capacidad para producir EMT puede transformarse hacia fenotipos epiteliales
complejos, lo cual pudiera ocasionar una deformacién metaplasica y posteriormente una

transformacion maligna (54, 57).

3.3.4. Participacion de los receptores de estrogeno (ERs) en la Transicion
Epitelio-Mesénquima en el cancer de ovario.

Los estrégenos y la P4+ mantienen la funcion de los tejidos reproductivos de la mujer.

El cancer de ovario se diagnostica generalmente en etapas avanzadas después de que la

neoplasia se ha diseminado, los eventos moleculares exactos que llevan a la metastasis

de células tumorales ovaricas no se han elucidado se ha planteado que, al parecer, un

prerrequisito necesario para que la metéstasis ocurra es que las células adquieran las
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capacidades tanto de migracion como de invasion. Durante la metastasis, la EMT es un
proceso importante, en el cual las células epiteliales cambian su polaridad celular y
pierden su adhesién intercelular; ademas, de adquirir un incremento en su motilidad y en
sus propiedades invasivas para llegar a convertirse en células mesenquimales, esto en
términos de sus funciones y caracteristicas (58). En el proceso de EMT, existe regulacion
a la alta y a la baja de multiples marcadores celulares y proteinas de sefializacion, tales
como marcadores especificos mesenquimales los cuales aumentan (ejemplo: vimentina
y fibronectina, N-cadherina e integrinas bl y b3), marcadores especificos epiteliales los
cuales disminuyen (ej. E-caderina y citoqueratina) y factores de transcripcion (ejemplo:
SNAIL y SLUG) (33). Una vez que una célula epitelial ovarica se transforma por el
proceso EMT, se separa de la membrana basal a una region no celular y metastatiza a
través del flujo del fluido abdominal (53). Dentro de los factores involucrados en el
incremento de riesgo del cancer de ovario, se encuentran las hormonas esteroides; Ez y
P4, las cuales tienen una relevancia en la carcinogénesis ovarica (59). El Ez es la principal
hormona sexual femenina, ha sido considerada como una de las causas efectivas en el
desarrollo del cancer de ovario a través de sus acciones via los receptores de estrogenos
ERa y ERp. Estos receptores tienen diferentes funciones fisioldgicas en los tumores
ovaricos. Existe una expresion dual de ERa y ERp en tejido de ovario normal, pero altos
niveles de expresion de ERa y completa ausencia de la expresion de ERB en tumores
metastasicos (60). El E2 estimula la proliferacion celular ovarica (61) e incrementa el
potencial metastasico de lineas celulares de cancer epitelial ovarico humano. Esto induce
distintos cambios morfologicos, los cuales aumentan la EMT y también incrementan la
capacidad migratoria de las células de cancer. La participacion de los ERs durante el
proceso de la metastasis de los tumores ovaricos se da a través de la regulacion diferencial
de genes involucrados en las transiciones epitelio mesénquima (62). Las células epiteliales
iniciales cambian su polaridad y se separan de la membrana basal y matriz extracelular
(MEC) mediante la regulacion de las MMP y la alteracién de la fuente del citoesqueleto.
El siguiente paso implica la angiogénesis a través de las acciones de varios factores de
crecimiento, extravasacion y penetracion en la sangre o el vaso linfatico. Este proceso
permite que las células cancerosas ingresen a la circulacion y salgan de la corriente

sanguinea en un sitio remoto, lo que puede implicar transiciones mesenquimales-
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epiteliales (MET) y, por lo tanto, una reversion a un fenotipo epitelial (58). En diferentes
lineas celulares de cancer de ovario ER positivas, se han realizado ensayos de
proliferacion para demostrar los efectos del estrégeno in vitro. El estrégeno altero la
regulaciéon hacia arriba y hacia abajo de genes relacionados con EMT (marcadores de
superficie celular) y factores de transcripcion tales como las proteinas SNAIL y SLUG (58)
(Figura 5).
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Figura 5. Efecto de los estrégenos sobre el proceso de transicion epitelio-mesénquima en células de cancer
de ovario. Los estrdgenos inducen la proliferacion celular de cancer de ovario y la EMT principalmente a
través de la via ERq, lo cual conduce a una mayor actividad migratoria y alteraciones funcionales a través
de regulacion a la alta o a la baja de genes y factores de transcripcién relacionados con la EMT. E-cad (E-
caderina) disminuye, mientras Vimentina, Snail, Slug y MMP aumentan. Tomado y modificado de: (58).

3.4.FLAVONOIDES.

3.4.1. Importancia farmacoldgica de los flavonoides.

Los flavonoides constituyen un amplio grupo de compuestos fendélicos ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y representan componentes sustanciales de la parte no
energética de la dieta humana (63). Son especialmente comunes en especies de
plantas que crecen en regiones aridas y semiaridas, y principalmente proveen
proteccién a la planta contra la radiacion ultravioleta dafina, contra la infeccion de
microorganismos y ataque de insectos. La mayoria de esos productos naturales tienen

actividades farmacoldgicas interesantes tales como; anticancerigenas, antioxidantes,
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antidiabéticas, hepatoprotectoras, antimicoticas, anti-inflamatorias, antimicrobianas, asi
como su actividad antiproteolitica al inhibir algunas proteasas de matriz, entre otros (64-
67).

La mayoria de los flavonoides se ingieren en la dieta habitual en forma de
glucdsidos, gque tienen una o mas moléculas de azucar unidas a grupos fendlicos o al
grupo hidroxilo C-3. Normalmente, estos compuestos se pueden absorber de dos
formas: la primera y mas sencilla esta relacionada con la estructura de agliconas, que
se absorben directamente en el intestino delgado; el segundo involucra sustancias que
se encuentran en su forma glicosilada, las cuales sufren reacciones metabdlicas de
biotransformacién (fase |), incluyendo reacciones de oxidacién, reduccién e hidrolisis.
Después de la absorcion, los compuestos son metabolizados por enzimas en las células
intestinales o hepaticas que promueven reacciones de conjugacién con grupos metilo,

sulfato y acido glucuronico (fase Il) (68).

3.4.2. Flavonoides y carcinogénesis.

A continuacion, se describen brevemente algunos estudios que han demostrado que
los flavonoides poseen una amplia variedad de efectos anticancerigenos. Los flavonoides
alteran significativamente los procesos biolégicos involucrados en el cancer, incluida la
inflamacion y la inmunidad, el metabolismo redox, el crecimiento celular, la autofagia, la
apoptosis y el ciclo celular. Las vias de sefializacién relacionadas con estos procesos
biolégicos incluyen: MAPK, factor nuclear-kB (NF-kB), dominio de pirina del receptor tipo
Nod que contiene 3 (NLRP3) inflamasoma, transductor de sefal y activador de
transcripcion 3 (STATS3), efecto Warburg, factor 2 relacionado con el factor nuclear
eritroide 2 (NRF2), factor 1 alfa inducible por hipoxia (HIF1a), diana de rapamicina
(mTOR), Ras, macroautofagia, puntos de control del ciclo celular, vias apoptéticas
intrinsecas y extrinsecas y la senescencia, son modulados por los flavonoides en el
cancer (Figura 6) (68). En cancer de mama inducido en ratas, se encontré que la
tangeretina aislada del aceite de cascara de mandarina y de otros citricos, provoca
arresto celular en la fase G1/S regulando ala alta p53/p21 e inhibe la metéstasis mediante

la supresion de las MMP2 y MMP9. Los flavonoides como la acacetina, baicaleina,
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luteolina, wogonina, eupatorina entre otros, también pueden inducir apoptosis, autofagia

y, disminucion en la invasion y proliferacion celular (69-71).
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Figura 6. Acciones moleculares de los flavonoides en la sefializacién celular en el cancer. Los flavonoides
alteran significativamente los procesos biolégicos involucrados en el cancer, incluida la inflamacién y la
inmunidad, el metabolismo redox, el crecimiento celular, la autofagia, la apoptosis y el ciclo celular. Las
vias de sefializacion relacionadas con estos procesos biolégicos, incluyen proteinas quinasas activadas
por mitdgenos (MAPK), factor nuclear-kB (NF-kB), dominio de pirina del receptor tipo Nod 3 (NLRP3)
inflamasoma, transductor de sefial y activador de transcripcion 3 (STAT3), efecto Warburg, factor 2
relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NRF2), factor 1 alfa inducible por hipoxia (HIF1a), objetivo
mecanico de la rapamicina (mTOR), Ras, macroautofagia, puntos de control del ciclo celular, vias
apoptoticas intrinsecas y extrinsecas, y la senescencia, son modulados por los flavonoides en el cancer.
Tomado y modificado de: (68).

Los flavonoides poseen una estructura similar a las hormonas esteroideas
particularmente a los estrégenos y han sido ampliamente estudiados por su potencial
efecto contra canceres hormono-dependientes. A las sustancias quimicas que tienen
actividades similares a las de los estrégenos, como la capacidad de unirse a los ER y
modular la expresion de genes regulados por estrégenos, y que son de origen exdgeno
se les conoce como xenoestrogenos los cuales son producidos sintéticamente y
fitoestrégenos los cuales provienen de las plantas (74). Los flavonoides suprimen la
migracion e invasion, afectan la progresion del ciclo celular e inducen la apoptosis en
varias lineas celulares tumorales entre ellas la de cancer epitelial ovarico humano
SKOV-3 (Tabla 4) (77-83). Algunos flavonoides poseen efectos anti-estrogénicos y
reducen el riesgo de cancer de mama (72). Pueden inhibir la actividad de la aromatasa

evitando la conversién de andrégenos a estrogenos (73). Un buen ejemplo es la
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regulacién de la sintesis de la Interleucina-6 (IL-6) en fibroblastos y en lineas celulares

hematopoyéticas. La inhibicion de la expresion de IL-6 por moléculas parecidas a los

estrégenos resulta de factores de transcripcion nuclear proveniente de una via de

accion indirecta, la cual involucra a los ERs, pero no a elementos de respuesta sobre el

DNA (75). Este mecanismo de transcripcion no clasico provee una posible explicacion

para la mediacién de la sintesis de IL-6 por isoflavonas. La concentracion de las

isoflavonas en la dieta puede inhibir la proliferacion celular, tal es el caso de la

genisteina y daidzeina quienes disminuyeron la proliferacion celular y la sintesis de IL-

6 a través, de una via dependiente del receptor de estrégeno en las lineas de cancer

ovarico humano Caov-3 y OVCAR-3 a concentraciones dietéticamente alcanzables (10~

8_10-10 M) (76).

Tabla 4. Efectos antitumorales de algunos flavonoides sobre la linea celular SKOV-3.

Compuesto Clasificacion Modelo Efecto Mecanismo Referencia
Disminucién de la Inactivacion de la fosforilacion de las
- o g proliferacién celular de  proteinas AKT, P70S6K, S6 y ERK1/2
Delfinidina Antocianidina SKOv-3 manera dosis en las vias de sefializacion PI3K/AKT y "
dependiente ERK1/2 MAPK
Disminucién en la
Daidzeina Isoflavona SKOV-3 migracioén e invasion Disminuye p-PI3K, p-AKT y p-GSK3B (78)
celular
SKOV-3 i

. ) . Regula al alza la expresion de DR5

Quercetina Flavonol xl\gﬁgi(;ljoegg Induce apoptosis inducida por CHOP (79)
-SKOV-3-ipl
ibles al
Galato de (sens_l
epigalocatequina Polifenol -Slfgslh-?ﬁ'ella)-’ipz Arresto cetjlsar enG2ZM  Reducir la expresion de hTERT y Bcl-2 (80)
(EGCE) (resistente
paclitaxel)

. L ~ Apoptosis a través de la Inducen actividad de la caspasa-3 e

Luteolina Miricetina Flavona SKOv-3 sefializacion de ROS inhiben la actividad de la caspasa-9 (81)
'gglg]vgcfgfgggéo -Inhibe la polarizacién
e . THP-1 M2 d_e macrofagos Interrupcién del eje de sefalizacion IL-
Genisteina Isoflavonoide .OCSLC -Disminuye la 8/STAT3 (82)
derivados de proliferacion celular en
SKOV-3 SKOV-3
Disminucion de la expresion de p-

Protoapigenona Derivado de la SKOV-3 Arresto en lasfases Sy Cdk2, Cdk2, p-Ciclina B1 y Ciclina B1. 83)

epigenina (flavona)

G2/My apoptosis

Disminucion en la expresion de Bcl-xL
y Bcl-2
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Aunque las lineas celulares positivas a receptores de estrégenos han sido
investigadas, los efectos anticancerigenos de las isoflavonas sobre las células de cancer
de ovario no han sido muy explorados. Se conoce que en lineas celulares de cancer
ovarico humano Caov-3 y OVCAR-3 tanto la genisteina como la daizeina modifican la
produccién de citosinas y reducen la proliferacion celular a través de una via
dependiente del receptor de estrogenos (76). Los compuestos polifendlicos a los cuales
pertenecen los flavonoides pueden suprimir el desarrollo del cancer de ovario a través
de mecanismos complejos, como la uniébn competitiva a los ER o sitios de unién de
estréogenos o mediante la reduccion de la actividad de la enzima aromatasa que
convierte los andrégenos en estrogenos (84). En células de cancer de ovario humano
BG-1, la genisteina (10~ * M), suprime la capacidad de migracién y la EMT inducida por
17B-estradiol (85) a través de una via dependiente de ER y de la regulacion de la
sefializacion de TGF-B (Factor de crecimiento tumoral B). En otro estudio también se
reporta la inhibicion de la sefializacion de TGF-f por Ez, en el cual las MAPKs activadas
por E2, via GPER inhiben la activacion de proteinas Smad, que son moléculas rio abajo
de la sefalizacion de TGF-B. Generalmente se conoce que TGF-B juega un papel como
supresor del tumor dependiendo del contexto celular y del estadio del tumor (86). La
daidzeina (50 yM) suprime la invasion celular en células de cancer de mama humano
MDA-MB-231, reduciendo la actividad de la MMP-2 (87).

Por ultimo, se ha descrito que el xantomicrol tiene efecto citotéxico/antitumoral al
ser evaluado sobre diversas lineas celulares provenientes de tumores humanos; HL60
(ICs0 0.88 pg/mL), K562 (ICso 1.69 ug/mL), HeLa (ICso 87.5 pg/mL), A549 (ICso >100
pMg/mL), Saos-2 (ICso 0.75 pg/mL), A2780-cp (ICso 1.56 pg/mL), A2780-s (ICso 0.89
ug/mL) y HFFF-P16 (ICso 13.8 pg/mL) (88), asi como el extracto de la hoja de
Dracocephalum kotschyii Boiss utilizado en Spinal-Z, remedio empleado en la
etnomedicina Irani cuyo ingrediente activo parece ser el xantomicrol. En este mismo
estudio se investigaron las propiedades del remedio ethomédico y de las hojas de D.
kotschyii Boiss en ratones BALB/c machos de seis semanas, inoculados con células
WEHI-164 (de fibrosarcoma murino) y se observd que D. kotschyii inhibe la tasa de
crecimiento tumoral sin pérdida de peso corporal, lo que sugiere una toxicidad minima

(89). Se ha descrito que el xantomicrol tiene efecto anticancerigeno sobre células de
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melanoma de raton B16F10, tanto en la viabilidad celular como en el crecimiento inicial
del tumor, el volumen y el peso del tumor y en la angiogénesis. Estos parametros
disminuyeron significativamente en ratones hembra de la cepa C57BL/6 (90). También
se han investigado los efectos del xantomicrol en tumores de mama en ratones y en
células 4T1 de cancer de mama triple negativas derivadas del tejido de la glandula
mamaria de la cepa de ratén BALB/c, donde se observo que este compuesto disminuyé
la viabilidad celular y la capacidad clonogénica, induciendo la detencién de G1 y la
apoptosis en las células de cancer de mama in vitro y provocando una reduccién
significativa en el volumen y el peso de los tumores de ratones in vivo (91). Aunque las
propiedades antioxidantes de las isoflavonas pueden contribuir a los efectos anti-
cancer, este efecto inhibitorio sobre las células de cancer es mas probable que esté
relacionado a la capacidad de que las isoflavonas modulen procesos genémicos, tales
como RNAm por vias de transcripcion mediadas por receptor de estrogenos. También
hay evidencia que el xantomicrol puede suprimir la migracién celular y la invasion en
lineas hepatocelulares humanas después de aumentar la disponibilidad del receptor
opioide Mu (92) y prevenir la vascularizacién in vivo del melanoma al interferir en la

sefializacion de la via PI3K/AKT e inhibiendo la secrecion de VEGF (90).

3.5. XANTOMICROL.
3.5.1. Obtencién del xantomicrol.

Dentro de las principales clases de flavonoides estan las flavonas, su diversidad
quimica depende del niumero y posicién del OH y de los grupos metoxilos (-OCHz)
unidos al esqueleto de la flavona, una de las actividades biologicas de las flavonas con
un gran numero de —-OCHs es que son efectivas como agentes
guimiopreventivos/quimioterapéuticos en el cancer. Los flavonoides metoxilados son
mucho mas estables que los compuestos no metilados, la metilacion de los grupos OH
del flavonoide aumentan la biodisponibilidad de estos compuestos. En este contexto el
xantomicrol, es un atractivo blanco para estudios de prevenciéon de cancer (88, 93, 94).
El xantomicrol (5-Hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-6,7,8-trimetoxi-4H-1-benzopiran-4-ona), es
una flavona altamente metoxilada por lo tanto es menos polar que otras flavonas (95),

el compuesto utilizado fue aislado de Brickellia paniculata. B. paniculata es una planta
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gue pertenece a la familia Asteraceae, el género es originario del continente americano
e incluye alrededor de 100 especies, se propaga de forma silvestre desde el sur de
Canada hasta Sudamérica. En México se localizan un gran nimero de especies y algunas
poseen propiedades medicinales; principalmente para tratar problemas gastrointestinales
(96). Comunmente se le conoce como prodigiosa 6 ch’ail pox (lengua Tzetzal y Tzotzil,
Chiapas). En el Atlas de Plantas Medicinales de México se encuentran registradas dos
especies del mismo género con el mismo nombre comun (prodigiosa) que son B.
cavanillesii y B. squirrosa (http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx). En la
Figura 7, se muestra la estructura quimica del xantomicrol obtenido de las partes aéreas

de B. paniculata (extracto metandlico).

Xantomicrol (5-Hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-

6,7,8-trimetoxi-4H-1-benzopiran-4-ona)

G. B. Hinton

Ejemplar de herbario de B. paniculata Estructura quimica del xantomicrol

Figura 7. Estructura del xantomicrol extraido de las partes aéreas de B. paniculata.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En mujeres el cancer de ovario ocupa el cuarto lugar de incidencia y el tercer lugar
de mortalidad; la mayoria de las pacientes que son diagnosticadas en estadios
avanzados tienen una sobrevida de cinco afios. Este cancer es considerado hormono-
dependiente y algunos de los receptores que participan en esta patologia son ERa, ER
y GPER. La expresion de estos receptores es variable durante la progresién del cancer
de ovario, en general se ha descrito que ERa juega papel de promotor del tumor;
mientras que el receptor ERB va disminuyendo su presencia de manera progresiva
durante el desarrollo del cancer por lo que se asocia como un protector. Por otro lado, los
hallazgos encontrados del papel que juega el GPER son controversiales; por una parte,
se ha descrito que la expresion de este receptor esta a la baja en cancer de ovario cuando
se compard con el tejido benigno. Ademas, se tiene evidencia que la expresion de éste
es mayor la etapa temprana del cancer, lo que permite establecer la posibilidad de ser
utilizado como un prondstico clinico mas favorable. En contraste, existen estudios que
asocian a GPER con una supervivencia pobre en pacientes con cancer de ovario, asi
como una expresion mas frecuente en canceres de ovario epiteliales que en tumores con
bajo potencial maligno.

Las terapias convencionales como la radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y
cirugia son poco eficaces para controlar la recurrencia y la metastasis del cancer de
ovario, por lo que, es de suma importancia identificar y evaluar nuevos compuestos que
ayuden potencialmente a ser eficientes los tratamientos terapéuticos. Dentro de los
compuestos involucrados que han generado interés se encuentran los flavonoides entre
los que destaca el xantomicrol, una flavona obtenida de Brickellia paniculata, de la cual
se han descrito en diferentes lineas celulares propiedades antioxidantes, citotoxicas y
antitumorales. Por lo tanto, el presente estudio se encamino a investigar en la linea celular
SKOV-3, la participacion de este flavonoide en la proliferacion y migracion celular y
determinar si se modifica la presencia de receptores estrogenos ERa, ERB y GPER. El
conocimiento obtenido de los efectos del xantomicrol sobre la linea celular de cancer de

ovario entorno a la proliferacion, migracion y presencia de los ERs podria ser de gran
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utilidad para establecer a esta flavona como un nuevo blanco terapéutico y por lo tanto

nuevas estrategias de tratamiento en el cancer de ovario.

5. OBJETIVOS.

5.1.0Objetivo general.

Evaluar los efectos de la flavona xantomicrol obtenida de Brickellia paniculata sobre
la expresion de los receptores de estrégenos ERa, ERB y GPER y su influencia en la
proliferacion y migracion en linea celular de cancer epitelial ovarico SKOV-3.

5.2.0bjetivos particulares.

e I|dentificar la expresidn enddgena de las proteinas de los receptores ERa, ERB y
GPER mediante inmunoblot en la linea celular de cancer epitelial ovarico SKOV-3.

e Evaluar el efecto antiproliferativo del xantomicrol sobre la linea celular de cancer
epitelial ovarico SKOV-3 y obtener su ICso a través de la técnica colorimétrica de
Cristal Violeta.

e Evaluar si el efecto del xantomicrol sobre la linea celular SKOV-3 es un proceso
antiproliferativo citostatico, mediante el conteo celular con Azul Tripan y evaluar la
viabilidad.

e Analizar el efecto del xantomicrol sobre la expresion proteica de los receptores ERa,
ERB y GPER, mediante inmunoblot en la linea celular de cancer epitelial ovarico
SKOV-3.

e Analizar si el efecto del xantomicrol sobre la expresion de los receptores de
estrogenos influye en la migracién celular de SKOV-3, mediante la técnica de
ensayo de herida.

25



6. HIPOTESIS.

Si el xantomicrol aislado de Brickellia paniculata regula a la baja la expresion proteica
de ERa y a la alta ERB y GPER, entonces el xantomicrol, disminuira la proliferacion y
migracion en la linea celular de cancer epitelial de ovario SKOV-3.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1.Cultivo celular.

La linea celular de adenocarcinoma epitelial ovarico SKOV-3 (ATCC® HTB-77) se
adquirio de la casa comercial American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
USA). Para su desarrollo las células se cultivaron en cajas de polipropileno de 75 cm?
(Corning NY), en un medio rico en glucosa (DMEM, Gibco, Life Technologies Corporation,
Grand Island, NY) que contenia 5% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM/L L-glutamina, 100
IU/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina (DMEM-FBS suplementado), e incubadas a
37°C en una atmosfera de 5% CO2. La linea celular SKOV-3 original se mantuvo en
cultivo por aproximadamente 15 pases al momento de realizar cada ensayo.

Para el inicio del estudio fue necesario primeramente obtener un grupo de extractos
proteicos que indicara la presencia o ausencia de los tres receptores de estrégeno. Para
ello, se procesaron extractos proteicos de lineas celulares obtenidas de ATCC, a saber:
como control negativo de GPER se utilizé la linea de células fetales de riibn humano
(HEK-293, CRL-3216); MCF-7 (HTB-22) y MDA-231 (HTB-26) control positivo y negativo
de los receptores de estrégeno, respectivamente. En breve cada linea celular se
desarroll6 en su medio de cultivo correspondiente, el cual fue suplementado con 10%
SFB, 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemicals Co), 100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL
de estreptomicina (Gibco, BRL). En la Tabla 5, se describe el patron de expresiéon de los

ERs y medios de cultivo utilizados.

Tabla 5. Patron de expresion de los receptores de estrégenos y medios de cultivo utilizados.

LINEA CELULAR ERa ERB GPER MEDIO DE REFERENCIA
CULTIVO
SKOV-3 + + + DMEM (47)
HEK-293 - - - DMEM (97)
MCF-7 + + + DMEM (98)
MDA-231 - + / Leivovitz’s (98)

7.2. Tratamiento celular.

Las células SKOV-3 se sembraron en placas de cultivo de tejidos para cada uno de
los ensayos. Las células adheridas a la superficie de la placa se sometieron a un ayuno

de 24 h el cual consistié en colocar medio DMEM-H [(DMEM sin rojo de fenol, Sigma-
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Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Germany), suplementado con 5% de FBS, previamente
tratado con carbén-dextran (FBS; charcoal-dextran treated, Hyclone, South Logan, UT,
EUA)]. Al termino, las células se lavaron e inmediatamente fueron expuestas a los
diferentes tratamientos dependiendo del ensayo, se emplearon dosis crecientes de
xantomicrol (de 25 hasta 300 ug/mL). Los diferentes tratamientos se disolvieron en el
vehiculo DMSO. En cada estudio se utiliz6 como control el medio DMEM-H y DMSO. Una
vez recibido el tratamiento, las células se incubaron por un periodo de 72 h, realizando

un re-estimulo cada 48 h con medio fresco.

7.3.Preparaciones de xantomicrol.

El xantomicrol (pureza > 90%) fue proporcionado por la Dra. Jiménez Arellanes
Maria Adelina de la Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia, Centro Médico
Nacional Siglo XXI. La pureza e identidad quimica del compuesto se corrobord por
resonancia magnética nuclear proténica (RMN-'H) y de carbono 13 (RMN-13C) Anexo 1.
Para su uso, el xantomicrol se disolvi6 con dimetilsulféxido (DMSO) con agitacion
constante a una temperatura de 65°C durante 30 min. La concentracion final de
xantomicrol correspondié a 4 pg/uL al 4% de DMSO y se almacend a -20°C hasta su
utilizacion. Las dosis correspondientes para cada experimento se prepararon con medio
DMEM sin rojo de fenol alto en glucosa (SIGMA, EUA), suplementado con 2 mM de L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina. Las dosis utilizadas
del flavonoide estuvieron dentro del rango reportado en la literatura (89). La
concentracion final de DMSO no excedié 0.25% a lo largo del estudio y todos los grupos
control fueron expuestos a sus respectivas concentraciones de DMSO, como control de

vehiculo.

7.4.Ensayo de Cristal Violeta para obtener ICso.

Para determinar la ICso del xantomicrol sobre la linea celular SKOV-3, se llevé a cabo
el ensayo colorimétrico de Cristal Violeta (CV, Sigma, USA), el cual tiene como objetivo
determinar el porcentaje de los nucleos de las células tefiidos con CV. Para ello, se
sembraron 7 x 103 células de SKOV-3, por pozo en cajas de 96 pozos (Corning)

depositadas en un volumen de 100 yL de medio DMEM con SFB 5%, después de 24 h el
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medio fue removido y las células se lavaron con 100 uL de PBS 0.01M, inmediatamente
después, las células recibieron medio DMEM sin rojo de fenol, suplementado con 10%
SFB tratado previamente con carbon-dextran (Hyclone, South Logan, UT, EUA). Al
termino de 24 h de ayuno, las células recibieron el estimulo de xantomicrol (25, 50, 75,
100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275 y 300 yg/mL) y DMSO (0.125, 0.20, 0.25, 0.30,
0.35%). 48 h después las células se re-estimularon con medio fresco. Concluido el
periodo de 72 h, las células de cada pozo fueron fijadas adicionando 100 uL de
paraformaldehido al 1.1% (PFA) durante 15 min a temperatura ambiente (TA); después
de 3 lavados con agua desionizada y se dejo secar la placa a TA. Una vez que la placa
estuvo seca, a cada pozo se le afadio 100 pL de CV al 0.1 % diluido en acido férmico
(200 mM, pH 6.0) y se dejo actuar por 20 min. Al termino, se retir6 el exceso de CV con
lavados con agua desionizada y nuevamente la placa se dej6 secar a TA. El colorante
que se incorpord al nucleo de las células fue solubilizado colocando 100 pyL de una
disolucién de acido acético al 10% y la placa se conservo en agitacion durante 20 min.
Finalmente, la absorbancia de cada pozo se determind a una longitud de onda de 590
nm en un lector de placas BioTek Synergy HT.

Para la obtencion de la ICso, los resultados de absorbancia (Abs) se transformaron a
porcentaje de proliferacion celular con la siguiente formula: Porcentaje (%) de
proliferacion celular = (Abs tratamiento) (100%) / (Abs control) y los resultados se
analizaron mediante una regresion lineal. Para este estudio se llevaron a cabo tres

experimentos por triplicado.

7.5.Ensayo de conteo y viabilidad celular con Azul Tripan.

Para determinar el efecto antiproliferativo citostatico del xantomicrol sobre la linea
celular SKOV-3 se realiz6 el ensayo colorimétrico de Azul Tripan al 4% (Gibco, USA).
Este estudio tiene como principio la introduccién del colorante al citoplasma celular como
un parametro de muerte celular. Para ello, se sembraron 7 x 102 células SKOV-3 en cada
pozo, en cajas de 96 pozos en un volumen 100 uL de medio DMEM-SFB 5%, después
de 24 h el medio fue removido y se lavaron con 100 pL de PBS 0.01M e inmediatamente
las células recibieron medio de ayuno por 24 h, al termino, las células fueron expuestas

a dos concentraciones de xantomicrol, una dosis mayor a la ICso (250 ug/mL) y una dosis
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por debajo de la ICso (200 pg/mL) siendo la ICso (213.94 pg/mL). Como control se
utilizaron sus respectivas concentraciones de vehiculo (0.2 y 0.25%) durante 72 h (T-72).
Al termino, el medio con xantomicrol, se reemplazé cada 48 h con medio fresco (DMEM-
SFB 5%). El conteo celular con Azul Tripan se llevé a cabo en el tiempo T-72 y se continu6
a las 48, 72 y 96 h post-estimulo. Transcurrido el tiempo de estimulo, las células fueron
tripsinizadas con 100 L tripsina al 0.25% p/vy 1mM de EDTA en PBS 0.01M durante 5
min y la reaccion se detuvo con DMEM-SFB 5%. Las células de los tres pozos se
recuperaron en microtubos de 0.6 mL y después se centrifugaron a 10,000 rpm por 10
min, al termino, el sobrenadante se decantd y dependiendo del tamafio del boton celular,
éste fue resuspendido en un volumen de 30-150 yL DMEM-SFB 5% mas 10 uL de Azul
Tripan y el contenido del tubo se conté en la cAmara de Neubauer. Cada uno de los
resultados obtenidos de las diferentes dosis fue dividido entre tres para sacar el promedio
de células por pozo, los resultados fueron transformados a porcentaje tomando como el
100% a las células correspondientes al control. Para este estudio se llevaron a cabo tres

experimentos por triplicado.

7.6.Estimulo con xantomicrol sobre la expresién de los receptores de
estrogenos.

Para determinar el efecto del xantomicrol sobre la expresion de los receptores de
estrogenos (ERa, ERB y GPER), se sembraron células SKOV-3 empleando el esquema
descrito en la Tabla 6. EI medio utilizado fue DMEM-SFB 5%, después de 24 h el medio
fue removido y las células fueron lavadas con 100 yL de PBS 0.01M para posteriormente
dejarlas en medio de ayuno por 24 h en medio DMEM-SFB-T 5%, las células fueron
expuestas a 200 y 250 ug/mL de xantomicrol, asi como con 0.2 y 0.25% de vehiculo
durante 72 h.
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Tabla 6. Numero de células y dosis utilizadas en los ensayos.

Linea Extractos Extractos
celular nucleares (Cajas citoplasmaticos Xantomicrol (ug/mL) DMSO (%)
del100 mm) (Cajas de 35 mm)
SKOV-3 1.5 x10°© 5x 10° 200 250 0.2 0.25
HEK-293 | - D O e T e
MCF-7 3x108 | e e | e | e e
MDA-231 3x108 | = e e e e

7.7.Extractos proteicos e inmunodeteccion de los receptores de estrogenos.
7.7.1. Extracto proteico nuclear.

Concluido el tiempo de estimulo, se procedio a la extraccion de proteinas nucleares
utilizando la metodologia de Schreiber (99) con algunas modificaciones. Primeramente,
las células se lavaron con PBS 0.01 M frio, y posteriormente se lisaron con un
amortiguador hipotdnico (amortiguador A), el cual contiene HEPES 10 mM pH 7.6, cloruro
de magnesio 1.5 mM, cloruro de potasio 10 mM, NP-40 0.5%, fluoruro de sodio 1 mM,
ditiotreitol 0.5 mM, ortovanadato de sodio 1 mM y complete mini 1X Roche. Las células
se desprendieron de la caja utilizando un raspador y el lisado se coloco en tubos de 1.5
mL. Los tubos se mantuvieron con agitacion constante a una temperatura de 4°C durante
15 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 7,000 rpm por 1 min a TA; trascurrido
el tiempo, el sobrenadante se decantd y el botdn celular se resuspendié en amortiguador
B, el cual contiene: RIPA, “complete mini” 1X, fluoruro de sodio 1 mM y ortovanadato de
sodio 1 mM. Los nucleos se lisaron durante 30 min a 4°C con agitaciones vigorosas cada
5 min; posteriormente, para recuperar el sobrenadante, los lisados se centrifugaron a

12,000 rpm a 4°C durante 10 min y se conservaron a -70°C hasta su andlisis.

7.7.2. Extracto proteico total.

Concluido el tiempo de estimulo con xantomicrol y DMSO, se procedio a la extracciéon
de las proteinas, para ello se utlizd el amortiguador de lisis RIPA
(Radioimmunoprecipitation Assay Buffer), compuesto por 1% Igepal, 0.4 Deoxycolato, 10
mM Tris-HCI pH 7.4, 5 mM EDTA, 0.14 M NaCl y 0.01M PMSF. Se agregaron dos
inhibidores de proteasas (Complete mini de Roche; Diagnostics, Mannheim, Alemania y
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Proteoblock de Fermentas). El procedimiento de extraccion de proteinas se realizé a 4°C.
Brevemente, las células se lavaron 2 veces con PBS 0.01 M frio e inmediatamente se
colocé el amortiguador de lisis y las células se desprendieron de la caja mediante un
raspado; el lisado se colocé en tubos de 1.5 mL y se agitd vigorosamente en vortex cada
2 min hasta completar 10 min. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm
por 10 min. El precipitado se decanto y el sobrenadante se conservé a -70°C hasta su

analisis.

7.7.3. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

La concentracion de proteina en los diferentes extractos de los cultivos celulares se
determin6 mediante el método Bradford. Para la curva estandar se utilizé alboumina sérica
bovina (2, 4, 8, 12, 16 y 20 pg/mL). Esta técnica se basa en el cambio de coloracién del
azul de Coomassie G250 en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este
compuesto interacciona con los residuos de aminoacidos bésicos (principalmente
arginina) y aromaticos provocando un cambio de coloracién del rojo al azul, el cual se
cuantifica a una absorbancia de 590 nm (100). Cada una de las muestras se cuantificd

por duplicado.

7.7.4. Inmunodetecciéon de ERa y ERB.

Una vez determinada la concentracion de proteinas de cada uno de extractos
nucleares, estos se analizaron mediante una electroforesis SDS-Poliacrilamida al 7.5%,
para ello se aplicaron por carril 20 y 60 ug de proteina para ERa y ERp, respectivamente.
Previo al corrimiento electroforético, cada muestra se desnaturalizé calentandose a 37°C
durante 15 min en presencia de (3-Mercaptoetanol. La electroforesis se llevé a cabo a
100V y se dej6 correr hasta que el frente de azul de bromofenol lleg6 al borde. Una vez
concluida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas PVDF-FL
(Immobilon®-FL Massachusetts EUA) por medio de transferencia himeda a 120 mA
durante 2 h a 4°C. Inmediatamente la membrana se incubd con amortiguador de bloqueo
(blocking buffer, Li-COR, USA) durante 1 h con agitacion a TA. Al termino, las membranas
se incubaron con los anticuerpos primarios Anti-ERa D8H8 (1:4000; cat. no. 8644; Cell
Signalling Technology. Danvers, MA EUA) y Anti- ERB 68-4 (1:5000; cat. no. 05-824;
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Merck Millipore). Como control de carga se detect6 la expresion de POLII con anti-POLII
H-224 (1:500; cat. no. SC-9001; Santa Cruz, Biotechnology, Inc.); diluidos en la misma
solucion de blogueo, se incubaron toda la noche con agitacion a 4°C. Al terminé la
membrana se lavé 4 veces con amortiguador Tris salino (TBS) con 0.1% de Tween-20
(TBS-T) con cambios cada 5 min. Finalmente, la membrana se incubo con los anticuerpos
secundarios acoplados a IgG de conejo (IRDye TM-800-conjugated anti-rabbit) y a IgG
de raton (IRDye TM-680-conjugated anti-mouse) a una dilucion 1:15,000. Estos
anticuerpos se diluyeron en TBS-T. La incubacion de anticuerpos secundarios fue
durante 1 h a TA con agitacion y protegidos de la luz. Al término, se repitieron los lavados
con amortiguador de fosfatos 0.01M (PBS) que contenia 0.1% de Tween-20 (PBS-T). Los
extractos nucleares de MCF-7 se utilizaron como control positivo de ERa (8 ug) y ERB
(45 pg) y el de MDA-MB-231 como control negativo de ERa. Las proteinas especificas
se visualizaron con el sistema de imagen infrarrojo Odyssey CLx (Gene Company, EUA)
y fueron analizadas por el Software Image Studio v2.1 (LI-COR). Para confirmar los

resultados cada experimento se realizé por triplicado bajo las mismas condiciones.

7.7.5. Inmunodeteccion de GPER.

Una vez determinada la concentracidon de proteina de los distintos extractos
celulares, 45 pg proteina se analizaron por electroforesis SDS-Poliacrilamida al 10%.
Para ello, el homogenizado proteico se desnaturaliz6 calentandolo a 37°C durante 30 min
en presencia de B-Mercaptoetanol. La electroforesis se llevd a cabo a 100V y se dejo
correr hasta que el marcador de 25 kD lleg6 al borde. Una vez concluida la electroforesis,
las proteinas presentes en el gel se transfirieron a membrana PVDF-FL, utilizando una
camara de transferencia Mini—Trans-Blot (Bio-Rad, Hercules, CA) a 20 V durante 90 min.
La membrana se incub6 con amortiguador de bloqueo Li-COR durante 1 h a TA y al
termino se incubaron con los anticuerpos primarios, anti GPER generado en conejo a una
dilucién 1:650 (Abcam, Cambridge, MA) y anti-GAPDH generado en raton a una dilucion
1:10,000; (Millipore, Temecula CA, EUA) diluidos en amortiguador de bloqueo Li-COR,
durante toda la noche a 4°C con agitacion constante. Al terminé la membrana se lavé 4
veces con TBS-T con cambios cada 5 min. Finalmente, la membrana se incub6 con los

anticuerpos secundarios acoplados a IgG de conejo (IRDye TM-800-conjugated anti-
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rabbit) y a IgG de raton (IRDye TM-680-conjugated anti-mouse) a una dilucién 1:15,000.
Estos anticuerpos se diluyeron en TBS-T. La incubacién de anticuerpos secundarios fue
durante 1 h a TA con agitacion y protegidos de la luz. Al término, se repitieron los lavados
con PBS-T. Como control positivo de la expresion de GPER se utiliz6 extracto de cerebro
de ratdn y como control negativo extracto de células HEK-293. La expresion de GAPDH
se utilizé como control interno para mostrar que la concentracion de las muestras fuera
igual. Las proteinas especificas se visualizaron con el sistema de imagen infrarrojo
Odyssey CLx (Gene Company, EUA) y fueron analizadas por el Software Image Studio
v2.1 (LI-COR). Para confirmar los resultados, cada experimento se realizo por triplicado

bajo las mismas condiciones.

7.8. Ensayo de migracion celular.

Para el desarrollo de los ensayos de migracion celular se sembraron 1.5 x 104 células
en cajas de 12 pozos y se cultivaron hasta alcanzar una confluencia de 90%. Después
de 24 h de ayuno, la monocapa de células se hirié con extremo cuidado usando la punta
de una pipeta de 100 pL y las células desprendidas se eliminaron lavando con PBS (101).
Posteriormente, los cultivos en monocapa heridos fueron expuestos a los siguientes
tratamientos: Control (DMEM-H), vehiculo (0.2 y 0.25%), xantomicrol (200 y 250 pug/mL)
durante 72 h. Durante este periodo, el medio se reemplazé por medio fresco con los
mismos tratamientos cada 48 h. Como control de migracién se considero a las células
tratadas Unicamente con DMEM-H. Las imagenes de la herida de la monocapa se
capturaron a las 0, 24, 48 y 72 h utilizando un microscopio Axiovert 25 (Carl-Zeiss, AG)
con un objetivo CP- "Achromat" 10x/0.25 Ph1l (Carl-Zeiss AG) y una camara fotografica
digital Power Shot A580 (Canon, Inc.) equipado con un adaptador de camara DC150
(Leica, Microsystems GmbH). Las areas de la herida se analizaron empleando el

Software de analisis bioimagen Icy v2.0.3.0 (http://icy.bioimageanalysis.org).

7.9. Analisis de resultados.

Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado, como estadistica
descriptiva se utilizé el promedio y el error estandar (E.E.). La comparacion entre grupos
fue hecha por andlisis de varianza de una via (ANOVA) con prueba post hoc de Dunnett’s
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utilizando el software GraphPad Prism 6® (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
Un valor de P < 0.05 indica diferencia estadisticamente significativa.
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8. RESULTADOS

8.1.Expresion endégena de los receptores de estrégenos (ERa, ERB, GPER) en
SKOV-3

El estudio de inmunodeteccion para los receptores de estrégenos nos permitieron

identificar las bandas proteicas correspondientes a los pesos moleculares descritos para

cada uno de ellos, a saber, el receptor ERa (66 kDa), ERB (59 kDa) y GPER (44 kDa).

Este ensayo confirmé que la linea celular de cancer epitelial ovarico SKOV-3 contiene la

proteina de cada receptor y que esta presente de manera endégena y diferencial. La

figura 8 muestra el patrén representativo del estudio.

SKOV-3

kDa

oo Egera kDa
44 GPER
S CUR

Figura 8. Patrén representativo de la expresion de los receptores ERa, ERB y GPER, en la linea celular
SKOV-3. Los resultados del inmunoblot mostraron las bandas correspondientes a los pesos moleculares
de cada uno de los receptores de estrégenos. POLIl y GAPDH se utilizaron como control de carga de los
extractos nucleares y totales, respectivamente.

8.2.Determinacion de la ICso del xantomicrol a través de la proliferacion celular.

El andlisis de los ensayos de proliferacion celular presentes en la figura 9 nos indica
gue tanto el xantomicrol como el cisplatino inducen una actividad antiproliferativa sobre
SKOV-3 de manera dosis dependiente, con una dosis de ICso para el xantomicrol de
213.94 £ 10.33 pg/mL, con un coeficiente de correlacion R = 0.97, mientras que el

cisplatino correspondi6 a 6.23 + 0.52 pg/mL con una R = 0.91. En la figura inferior se
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indica claramente que el vehiculo utilizado a las dosis correspondientes (0.125 hasta
0.35%) no mostraron efecto sobre la proliferacion celular.
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Figura 9. Determinacion de la ICso del xantomicrol y cisplatino sobre la linea celular SKOV-3. Las células
SKOV-3 se expusieron a dosis crecientes de xantomicrol o cisplatino (cis-diaminodicloroplatino). La ICsp
del xantomicrol se estimé en relacién con el cisplatino, siendo este Ultimo nuestro estandar. Tras realizar
un andlisis de regresion lineal, la ICso para xantomicrol fue de 213.94 + 10.33 pg/mL, con un coeficiente de
correlacion de R = 0.97 (A). Para el cisplatino, la ICso fue de 6.23 £ 0.52 ug/mL con un coeficiente de
correlacion de R = 0.91 (B). El DMSO (vehiculo; datos de solubilidad en diferentes concentraciones

porcentuales) no afectd la proliferacion celular (C). Los resultados representan la media + E.E. de tres
experimentos independientes.

8.3.El xantomicrol disminuye la proliferacién celular.

El efecto antiproliferativo del xantomicrol sobre la linea celular SKOV-3 se presenta
en la figura 10. Los resultados obtenidos revelaron que en el tiempo T-72, las dosis de
200 y 250 ug/mL de xantomicrol provocaron una disminucion en la proliferaciéon celular
en un 45% y 63%, respectivamente (P < 0.001), conservando su efecto 48 h post

tratamiento, en contraste, iGnicamente la dosis de 250 pg/mL de xantomicrol fue capaz de
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mantener disminuida la proliferacion celular por 72 h post tratamiento. Adicionalmente, a
las 96 h postratamiento se restablecid el porcentaje de proliferacion celular a valores
similares a T-72. Esta respuesta fue especifica y dosis dependiente, e independiente de
la presencia de DMSO, lo cual demuestra que el flavonoide es el responsable del efecto

antiproliferativo y no el DMSO empleado como vehiculo.
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Figura 10. Efecto antiproliferativo del xantomicrol post tratamiento sobre la linea celular SKOV-3. Las
células se trataron con xantomicrol a 200 y 250 pg/mL y con sus respectivas concentraciones de vehiculo
0.2 y 0.25% durante 72 h (T-72). Al término de las 72 h se retir6 el estimulo y se llevé a cabo el conteo
celular de T-72 asi como de las 48, 72 y 96 h post tratamiento. Las dosis empleadas de xantomicrol 200 y
250 pg/mL redujeron significativamente (P < 0.001) la proliferacién de células SKOV-3 después de 72 h de
incubacién. El efecto fue significativo (P < 0.001) y de larga duracion, ya que la proliferacion celular se
mantuvo baja hasta 96 horas después de retirar el xantomicrol del medio. Los resultados representan la
media £ E.E de tres experimentos realizados. (*, **) Se encontraron diferencias significativas (P < 0.001)
luego del ANOVA de una via seguido de la prueba de Dunnett.

En la Figura 11 se observa la viabilidad celular durante el conteo manual de las
células después de cada uno de los tiempos de experimentacion antes mencionados. La
viabilidad celular no cambio por lo que los efectos observados en la proliferacién celular
son ocasionados por el xantomicrol y no por la manipulacion de las células en cada uno

de los experimentos.
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Figura 11. Efecto sobre la viabilidad celular en la linea SKOV-3 durante el conteo manual. Las células se
trataron con xantomicrol y DMSO durante 72 h (T-72). Al término de las 72 h se retir6 el estimulo y se llevo
a cabo el conteo de células no viables T-72 asi como de las 48, 72 y 96 h post tratamiento. Para el andlisis
post estimulo, se consideré como el 100% el conteo de T-72. No hubo diferencia significativa al comparar
todas las condiciones. La grafica representa la media de tres experimentos independientes + E.E.

8.4.Efecto del xantomicrol sobre el porcentaje de células viables, concentracion
de proteina citoplasmética y proteina nuclear.

El analisis de resultados entorno al conteo celular, cuantificacién proteica nuclear y
total se resumen en la Tabla 7. Los resultados obtenidos revelaron que a las 72 h ambas
dosis (200 y 250 ug/mL) de xantomicrol provocaron una disminucion significativa (P <
0.05) en la proliferacion celular en un 47% y 72%, respectivamente, en cuanto a la
concentracion de proteina nuclear este fenomeno se observé con un 28% y 38%,
respectivamente y citoplasmatica de 64% solamente con la dosis de 250 ug/mL (Figura
12). Esta respuesta fue especifica y dosis dependiente, e independiente de la presencia
de DMSO, lo cual demuestra que los efectos en la proliferacion celular y concentracion

proteica son producidos por el flavonoide y no por accién del vehiculo utilizado.
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Tabla 7. Efecto del xantomicrol sobre proliferacién celular, y concentracion de proteina citoplasmatica y
nuclear en la linea celular SKOV-3. A las 72 h de estimulo con xantomicrol (200 y 250 ug/mL) o vehiculo
(0.2 y 0.25%). Los datos representan la media de por lo menos tres experimentos independientes + E.E.,
tomando como 100% el control. * P < 0.05 vs control.

) Porcentaje (%)
Tratamiento

Células/Pozo Proteina nuclear Proteina total

Xantomicrol
(ng/mL)
C 100 100 100
200 52.85 + 4.87* 38.41 + 3.73* 71.89 + 8.15
250 27.38 £ 4.47* 35.83 + 4.52* 61.63 + 3.87*
Vehiculo
0.20% 96.58 + 17.63 100.85 + 4.02 94.27 £ 10.17
0.25% 82.82 +2.33 97.56 +3.20 87.9+2.96
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Figura 12. Efecto del xantomicrol sobre la proliferacion celular, proteina total y nuclear en la linea celular
SKOV-3. Datos correspondientes al % de (A) células viables, (B) proteina nuclear y (C) proteina total en la
linea celular SKOV-3 estimuladas por 72 h con xantomicrol (200 y 250 ug/mL) o vehiculo (0.2 y 0.25%).
Las graficas representan la media de tres experimentos independientes + E.E. * P < 0.05. vs control
considerado el 100%.

41



ERa / Pol Il

8.5.Reqgulacion diferencial de los receptores de estrogenos en SKOV-3 en
presencia de xantomicrol.

Los resultados representativos de los ensayos en los Western blot se encuentran en
la figura 13. En ella se aprecia que la banda proteica para el receptor ERa disminuye de
forma dosis dependiente al tratamiento de xantomicrol con un 60% y 80%,
respectivamente al compararlas con el 100% del control (P < 0.0001, Figura 13A). Por el
contrario, ERB y GPER aumentaron su expresion con la dosis de 250 pg/mL siendo ERf
en un 105% (P < 0.01) y GPER en un 48% (P < 0.001), Figura 13B y C, respectivamente.

A) B) C)
) N ) ) N N
N R e e AN N R e
\&V \9\ q/e\e @\ qjoe\e \&\\ @\ q/Qn\o \9\ rﬁ:\n Q&V R B f&g R ® q,h
& N s & & F & o & S V¢
\Q \Q ‘ﬁ‘\ \Q/ “\ \Q \Q’ N \Q’ AN N \Q AN \Q’ N
Kba + + ¥ = ¥ & Kba + # ¥ ¥ & Kba + & ¥ £ ¥ >
o ERa 59- ERB 44 - GPER
207- POLII 207- POLII 38- GAPDH
1504 3001 200-
* *
I 150
1004 = 200 g
o <<
e O
= — 100
e}
i i
504 * W 1004 o
] i
* 50
o4 0- 0
D D N D D o) N N
\(Q\) &O Qe\a (Q\) @\0\ \@V \&V §° 6‘0 S° < & < & S° é\\) S
S ) oF S oY $ » @'J« QQ\ @’1« $ RN ) oY
OF oF & oY 8 R RN S S O ST
RS AR U £ W ¥ ¢ S N A
£ ® ® £ ® ®

Figura 13. Regulacion diferencial del xantomicrol sobre la expresion de los receptores de estrogenos ERGa,
ERPB y GPER en las células SKOV-3. Las células se estimularon con xantomicrol y vehiculo durante 72 h.
Se muestran los inmunoblots representativos de ERa (A), ERB (B) y la POL Il como control de carga, GPER
(C) como control de carga GAPDH. (+) corresponde al control positivo, para ERa extractos proteicos
nucleares de células MCF-7, ER[ extractos proteicos nucleares de células MDA-MB-231 y GPER extractos
proteicos de cerebro de raton. Los resultados se expresan como el porcentaje de unidades relativas
densitométricas con respecto al control. Las graficas representan la media + E.E. de tres experimentos
independientes. *P < 0.0001 (A), 0.01(B), 0.001 (C) vs control, respectivamente.
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8.6. Efecto de la migracion celular después del tratamiento con xantomicrol.

El efecto del xantomicrol sobre la migracion celular se analiz6 mediante el ensayo de
cicatrizacion de la herida en la linea celular metastasica SKOV-3. El ensayo se realizé a
las 24, 48 y 72 h de estimulo con xantomicrol (Figura 14A). Los resultados se analizaron
sobre los porcentajes en el cierre de la herida a lo largo del tiempo desde las 24 hasta
las 72 h. Se encontrd que las células no tratadas (control y vehiculo 0.25%) mostraron
porcentajes de cierre de la herida en un rango de entre 80.61%-54.90% y 82.07%-56.69,
respectivamente (Tabla 8). Esa capacidad de migracion disminuyé con las dos dosis del
flavonoide; con 200 pg/mL los porcentajes estuvieron en un rango de entre 85y 77% y
con 250 pg/mL entre 86% y 83% (Tabla 8). Las comparaciones de los porcentajes de los
cierres de las heridas provocadas por los tratamientos en un mismo tiempo demostraron
que a las 48 y 72 h de estimulo con 200 y 250 ug/mL de xantomicrol son

significativamente diferentes al vehiculo y al control (P < 0.0001, Figura 14B).

Tabla 8. Efecto del xantomicrol sobre la migracion celular en la linea celular SKOV-3. Porcentaje del cierre
de la herida a las 24, 48 y 72 h de estimulo con xantomicrol y el vehiculo. Se consider6 el ancho inicial de
cada herida como 100%. * P < 0.0001 Control y vehiculo vs 200 y 250 yg/mL de xantomicrol a las 48 y 72
h.

Area de la herida (%)
Tiempo (h)
Tratamiento 24 48 72
Vehiculo 82.07 + 1.46 7253+ 1.71 56.69 + 2.32
Xantomicrol 0 (ug/mL) 80.61 + 1.66 71.28 +1.88 54.90 + 2.69
Xantomicrol 200(pg/mL) 8543 +1.21 79.83 £ 1.23* 77.14 +1.34*
Xantomicrol 250(ug/mL) 85.88 + 1.13 82.89 + 1.15* 82.98 + 1.33*
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Figura 14. Efecto de xantomicrol sobre la migracion celular en la linea celular SKOV-3. Las células se
estimularon durante 72 horas con xantomicrol (200 y 250 pg/mL) y vehiculo (0.25%) (A). El analisis de los
datos de migracion se llevé a cabo midiendo el ancho de la herida obtenida a las 0, 24, 48 y 72 h de ocho
cuadrantes por pozo, considerando el ancho inicial de cada herida como 100%. * P < 0.0001 Control y
vehiculo vs 200 y 250 pg/mL de xantomicrol a las 48 y 72 h (B). Cada punto de la grafica se representa
como la media de tres experimentos independientes + E.E.
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9. DISCUSION.

Los resultados demostraron que el xantomicrol tiene un efecto antiproliferativo en
la linea celular SKOV-3 a las 72 horas de estimulo, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos por Jahaniani F., et al., quienes observaron una disminucion de la proliferacion
celular en diferentes lineas celulares cancerosas al ser expuestas al xantomicrol y entre
las cuales se destacan las lineas A2780-S y A2780-CP por ser procedentes de carcinoma
ovarico, sensibles y resistentes a cisplatino respectivamente (89). Cabe sefalar que en
este estudio no se analiz6 el tipo de muerte celular ocasionada por la exposicién al
flavonoide, por lo que se sugiere realizar estudios que arrojen informacion sobre los
mecanismos de muerte celular, como seria el de la expresion de proteinas relacionadas
con autofagia, necrosis y apoptosis; en este ultimo caso podria ser a través de la
expresion proteica de la Caspasa-3 ya que esta converge tanto en la via extrinseca como
intrinseca (70).

Por otro lado, observamos que el xantomicrol mantenia disminuida la proliferacion
celular post-tratamiento hasta 96 horas, lo cual concuerda con la accién de los
flavonoides en varios estudios (68, 74,77-83), ya que se ha visto que estos compuestos
tienen efectos sobre el ciclo celular como es el caso de la miricitrina y la quercetina, los
cuales inducen arresto celular en la fase G1 al regular a la baja la expresion de p-Erk,
ciclina D1 y CDK4 en la linea celular de cancer ovarico A2780/CP70 (102). Por otro lado,
la epigenina induce arresto celular en la fase GO/G1 y G2/M, la luteolina en G2/M y
miricetina detienen el ciclo celular en las fases GO/G1 y G2/M en células SKOV-3 (81).
También se ha demostrado que el xantomicrol interfiere con el proceso carcinogénico de
las células de cancer mamario AT1 a través de arresto en la fase G1 del ciclo celular (91).
Por lo que se sugieren estudios posteriores que arrojen informacion sobre los
mecanismos por los cuales se mantiene disminuida la proliferacion post tratamiento con
xantomicrol en la linea SKOV-3.

En mujeres el cancer de ovario es considerado como un cancer sensible a hormonas
con expresion de receptores de estrégenos en un 60-100% (103) de aqui la importancia
de conocer el patrén de expresion proteica tanto de los receptores clasicos (ERa, ERp)
como el acoplado a proteinas G en la linea celular de cancer epitelial ovarico, SKOV-3.

En el presente trabajo se investigd la expresion de los receptores de estrégenos; los
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ensayos de inmunodeteccion demostraron una banda de 66 kDa correspondiente a ERa
y 59 kDa para ERPB (104) y de 44 kDa correspondiente al peso molecular del receptor
GPER (105). Por lo que confirmamos que la linea celular SKOV-3 expresa de manera
endogena y diferencial los tres receptores de estrogenos (47) (Figura 8). En un estudio
reciente se observo que el xantomicrol tiene efectos en la disminucion de la proliferacion
celular por proceso apoptotico a través del aumento en la expresion de la caspasa 9 esto
en una linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 triple negativa (91); por lo que es
de suma importancia seguir con los estudios del xantomicrol en diferentes lineas
celulares de cancer de ovario que tengan patrones diferentes de expresion de receptores
de estrogenos.

Los receptores ERa y ER[ se expresan tanto en el nacleo como en el citoplasma en
SKOV-3 (104), nosotros solo nos dimos a la tarea de detectar la expresion en el nacleo
para estos dos receptores, mientras que para GPER la expresion fue del lisado total.
Ademas, de los estrogenos los ERs también muestran afinidad por ciertos componentes
vegetales denominados fitoestrogenos (106). Al igual que el cancer de mama, el cancer
de ovario en mujeres es considerado hormono dependiente, por lo que no es raro suponer
gue el flavonoide xantomicrol puede ejercer efecto sobre los receptores de estrogenos al
igual que los fitoestrégenos genisteina, luteolina y baicaleina (107, 108). Rutherfort. et al.,
observaron la expresion de ERa y ERp en tejido de ovarios sanos humanos y una alta
expresion de ERa y ausencia de ERB en tumores metastasicos humanos (60). Estudios
previos han demostrado que existe una interaccion entre ERa y GPER, en células
Ishikawa (carcinoma endometrial humano) el Ez aumenta la proliferacion celular, pero al
ser silenciados ERa y GPER a través de RNAi (RNA de interferencia) el efecto del Ez es
bloqueado, sugiriendo que ambas proteinas estan involucradas en el proceso de
proliferacion mediado por E2 (109). Usando células de cancer de ovario humano BG-1,
Albanito et al., demostraron que tanto ERa como GPER son requeridos para que haya
un aumento de la proliferacion mediada por E2. En BG-1, el E2 regula a la alta la expresion
de c-fos, incrementa la fosforilacion de ERK1/2 y la proliferacién. Estos efectos fueron
bloqueados por oligonucleétidos antisentido dirigidos a ERa y GPER, demostrando asi
gue ambos receptores son necesarios para incrementar la expresion de c-fos,

fosforilacion de ERK1/2 y la proliferacion mediada por E2 (44) Romano y Gorelick, al
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comparar las funciones de GPER en diferentes lineas celulares observaron que GPER
requiere de ERa para aumentar la proliferacion dependiente de E2 en células de cancer
de ovario humano (BG-1) y células de adenocarcinoma endometrial humano Ishikawa
pero no en células de cancer de mama humano SK-BR-3 (111). Sugiriendo asi que la
interaccién y crosstalk de GPER/ERa depende del contexto celular (110, 111). En este
estudio el xantomicrol disminuyé ERa y aumentd la disponibilidad de proteina ERB y
GPER (Figura 13). Aunque es probable que tales cambios sean la base de la inhibicion
inducida de la proliferacién y migracién por xantomicrol en células SKOV-3 (112) el
mecanismo preciso que vincula los eventos debe confirmarse y explorarse
posteriormente. Esto es particularmente importante ya que se afirma que la activacion de
ERa promueve la progresion del cancer (113) mientras que lo contrario parece para ERB
(60, 114-116) y GPER (42, 117).

Uno de los objetivos terapéuticos de los agentes anticancerigenos es la prevencion
del inicio de metastasis en pacientes de alto riesgo, asi como la prevencion de metastasis
adicionales (71). Los flavonoides representan una fuente importante y poco explorada de
agentes anticancerigenos con un gran potencial en el bloqueo de la metastasis. La
eficacia anticancerigena pleiotrépica de los flavonoides se puede observar en el proceso
de retardar o revertir la metastasis e invasion (71). En células de cancer de mama
humano MDA-MB-231 tratadas con la flavona epigenina, se describe que esta disminuyo
la capacidad de proliferacién y migracion, a través de la inhibicion de la via de
sefializacion ligada a IL-6, que tiene un papel importante en la progresion, invasion y
metastasis del cancer de mama (118). Li, Shengnan. et al., encontraron que el E2
aumenta la viabilidad celular de diferentes células de céancer de ovario humano y
especialmente en SKOV-3, esta linea celular aumento su capacidad migracion y
proliferacion (119). En este estudio se observé que el xantomicrol inhibioé la migracion de
células SKOV-3 (Figura 14). El mecanismo subyacente a este efecto es desconocido.
Previamente Lin Zi-Zhong. et al. (92), revelaron que la migracion de la linea celular de
carcinoma hepatocelular humano (Huh7) es frenada por xantomicrol después de
antagonizar los receptores opioides Mu (MOR). Por lo que, es probable que el xantomicrol
mitigue la migracion celular tras la inhibicion de los MOR, ya que se ha observado que

en la linea celular SKOV-3 que expresa MOR, el butorfanol un farmaco agonista-
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antagonista de MOR inhibe la proliferacion e invasion de células SKOV-3 (120). Aunque
los estudios futuros deben abordar este problema, el hecho de que la eliminacién de MOR
en ratones disminuye el crecimiento y la progresion del cancer de pulmén (121) y que la
sobreexpresion de MOR promueva el crecimiento tumoral y la metastasis al aumentar la
proliferacion celular, la migracion y la transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT) en
células de cancer de pulmén humano (122) apoyan esta posibilidad. Aun queda mucho
gue dilucidar sobre los mecanismos por los cuales el xantomicrol es capaz de disminuir
la proliferacién y la migracion celular, asi como el papel que juegan los receptores de
estrOgenos en estos procesos.

Para esta investigacion el xantomicrol fue solubilizado en DMSO, el cual es un
disolvente aprotico importante que puede solubilizar una amplia variedad de moléculas
polares y no polares. Su aparente toxicidad baja en concentraciones <10% ha permitido
Su uso ubicuo y aplicacion generalizada. También se ha descrito que el DMSO actua
como un inductor de la diferenciacion celular y como un secuestrante de radicales libres
y se ha visto que tiene efectos relacionados sobre la permeabilidad y la fusion de la
membrana (123). Por esta razén, incluimos DMSO en todos los ensayos como control de
vehiculo a las concentraciones correspondientes de DMSO de cada dosis de xantomicrol,
las cuales nunca excedieron el 0.25%, correspondiente a la dosis mas alta utilizada en
nuestros experimentos. Como grupos control (dosis cero) se utilizd6 solamente medio de
cultivo, por lo que los resultados obtenidos se deben a la accion del xantomicrol y no al
vehiculo utilizado para su solubilidad asi mismo, los efectos observados en la disminucion
de la proliferacién celular son ocasionados por el xantomicrol y no por la manipulacién de
las células ya que la medicion de la viabilidad celular no se vio afectada durante el conteo

manual.
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10. CONCLUSIONES.

La linea celular SKOV-3 como modelo de cancer epitelial de ovario, nos permitid
considerar al xantomicrol como un potente agente antitumoral. Confirmamos la expresion
enddgena de los ERs; ERa, ERB y GPER. Mediante ensayos in vitro demostramos que
la exposicion a xantomicrol produce una reduccion significativa en la proliferacion celular.
El xantomicrol fue capaz de modular la expresion de los ERs de manera diferencial,
inhibio la expresion del ERa hasta en un 80% e indujo un incremento en la expresion de
ERB en 105% y GPER en 48% provocando una disminucion en la capacidad de migracion
celular de un rango del 77-82% después de 72 horas de estimulo. Por lo tanto, los
hallazgos encontrados en la presente investigacién nos dan la pauta para analizar en
proximos estudios las vias de sefializacion involucradas en este proceso, asi como saber

si su efecto antiproliferativo se da a través de un proceso apoptético, necrético o de

autofagia.
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Figura 15. Efecto de xantomicrol sobre la linea celular SKOV-3.
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