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Resumen
El cancer es una enfermedad genética que se origina cuando la célula pierde la capacidad

de reparar el ADN o de morir por una muerte programada. El cancer es una enfermedad
genética con multiples caracteristicas como; la multiplicacion celular descontrolada, la
evasion de muerte programada, entre otros. Al tratarse de una enfermedad que no tiene
cura, se ha convertido en una patologia de interés global y nacional. En la bisqueda de
nuevos tratamientos para el cancer se ha empleado el uso de compuestos de origen natural
como lo es el caso de los flavonoides. Se ha demostrado que la Quercetina, Quercetagetina
y Patuletina, han presentado actividad antiproliferativa y apoptética en diversos tipos de
lineas celulares tumorales, sin embargo, la informacion sobre la linea celular de cancer de
mama MCF-7 es baja por lo que existe un campo de investigacion extenso. En el presente
estudio los resultados se enfocan en el anélisis de la actividad antiproliferativa de los
compuestos sobre esta linea celular siendo que se encontr6 una disminucién dosis
dependiente con el compuesto Quercetagetina actuando con una mayor eficacia respecto a
las otras dos. Para descartar una muerte citotoxica se analizé los niveles de LDH en las
celulas tratadas descubriendo que la actividad de esta enzima en las tratadas no representa
un valor de importancia bioldgica por lo que se consideraria que las células tratadas no
presentan muerte por necrosis. Asi mismo las células presentan cambios morfoldgicos
tipicos de apoptosis, a su vez se identifico la presencia de la caspasa 3 activa tipica en este
tipo de muerte celular. Con perspectivas al futuro la aparicion de vesiculas al interior de las
células sugiere un tipo de muerte distinto, por lo que se recomendaria continuar este
proyecto con dicha informacion, también se recomienda un analisis comparativo con

células sanas y un analisis cuantitativo de estos tipos de muerte celular.
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Introduccion

Ciclo celular

El crecimiento y proliferacion de una célula esta determinado por una serie de pasos
que se engloban en el ciclo celular, este se divide en dos fases mayores, la interfase y la
mitosis, la interfase se compone de tres sub-fases G1, Sy G2 que son durante las que la célula
se prepara para la division (fase M o mitosis). De acuerdo con Sun & et al. (2021), la fase S
es un punto critico durante el ciclo celular pues en ésta se replica el ADN, asi como proteinas

cromosomicas y es, por lo general, donde mas actiian los quimioterapéuticos.

En la fase G1 existen “puntos de restriccion” el cual separa esta fase en fases temprana
y tardia donde actuan diversos factores intrinsecos (proteinas de sintesis) y factores
extrinsecos como sefiales mitdgénicas los cuales determinan si la célula se queda en ese punto
de restriccion o lo pasa, siendo aqui que la ausencia de estos factores “sacan’ a la célula a
una fase GO o una fase quiescente (Gao & Liu, 2019). Sin embargo, estas células pueden
volver a G1 en condiciones propicias para su division, generalmente mitdgenos; por ejemplo,
el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos humanos recombinantes
(rhGM-CSF por sus siglas en inglés) que transfiere las células de leucemia mieloide de la
fase GO a la Fase G1. (Sun et al., 2021). Asi mismo, durante esta fase se van formando
proteinas involucradas en la replicacién de ADN, asi como la formacion de complejos de
pre-replicacion como ORC1-6, CDC6, CDT1 and MCM2-7 DNA helicasa (Suski et al.,

2021)

Durante el ciclo celular existen proteinas reguladoras (ciclinas) las que mediante
diferentes reacciones activan a las proteinas cinasas; estas ultimas promueven la divisién

celular (figura 1). Existen alrededor de 11 ciclinas y cada una esta relacionada con un control
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especifico del ciclo celular, por ejemplo, la activaciéon de ciclinas D y E promueven la
transicion de células de G1 a S. Asi mismo, en las ciclinas existen unos fragmentos
conservados de aminoacidos los cuales unen a las ciclinas con las cinasas dependientes de
ciclinas (CDKSs). En células de mamiferos las CDKSs, junto con sus respectivos inhibidores y

las proteinas de retinoblastoma (Rb) controlan los cambios en las ciclinas en diferentes fases.

Las CDKs pueden iniciar, promover y completar eventos de ciclos celulares. Siendo

las ciclinas y CDK controladoras del ciclo celular (Sun et al., 2021).
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mitética Sefiales Sefiales inhibiorias ..
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@ “ Nucleo
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Figura 1. Resumen esquematico del ciclo celular, en el cual se pueden apreciar la funcion de las
ciclinas para la regulacion del ciclo celular. Fuente: Tomado y modificado de Suski et al., 2021.
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Al inicio de lafase S, la replicacion es activada por una serie de diversas fosforilaciones
Ilevadas a cabo por DBF4-CDC?7 y ciclina E-CDKZ2, estas promueven la unién de CDC45 y
GINS a MCM2-7, lo que resulta en la formacion del complejo CDC45-MCM2-7-GINS
(CMG) y la activacion de la helicasa de ADN. Posteriormente, el papel de la ciclina E-CDK2

en la activacion de los origenes de replicacion del ADN es tomado por la ciclina A-CDK2.

La ciclina A puede activar CDK1 y CDK2 que desempefia un papel importante durante
la fase S, asi como en G2-M. La funcion crucial de la ciclina A durante la transicion G2/M
es activar la ciclina B-CDK1, estas ciclinas B, que se acumulan en el ndcleo al inicio de la
mitosis, se relacionan con varios eventos como la progresion mitética, la division celular, la
reorganizacion del citoesqueleto, la separacion de la envoltura nuclear, la condensacion del
cromosoma, el ensamblaje y las funciones del huso mitético, la segregacion cromosoémica y
la citocinesis. Por altimo, la regulacion del ciclo celular también esta fuertemente regulado
por inhibidoras de ciclinas CDK’s, asi como la degradacion de proteinas especificas de la
transcripcion del ciclo celular, que, dicho sea de paso, estos procesos suelen estar
desregulados en cénceres humanos, resultando en una activacion aberrante de varias

proteinas del ciclo celular (Suski et al., 2021).

Muerte celular

En el ciclo celular suele haber errores al momento de la replicaciéon lo que dafa al
ADN, por lo que este ciclo cuenta con puntos de control o checkpoints que se aseguran de
que la calidad del material genético sea adecuada. Estos checkpoints funcionan bloqueando
el ciclo celular impidiendo que las células pasen a la siguiente fase y dando tiempo para

activar diversas vias de reparacion como la mediada por la proteina p53 (Sun et al., 2021).
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Si la reparacion no esta disponible ya sea por la ausencia de ciertas enzimas que
participan activamente en algunas vias de reparacion como lo son las endonucleasas, se

activan procesos de muerte celular programados como la apoptosis.

La apoptosis es el proceso en el cual la célula detiene sus funciones de crecimiento y
division y entra en un proceso de muerte programada en el cual su contenido no es dispersado
al microambiente. Este proceso esta guiado por caspasas (proteasas) quienes se dividen en
dos grupos: las iniciadoras (-8, -9 y -10) y las ejecutoras (-3, -6 y -7). Estas Gltimas inician
una cascada de activacién de endonucleasas, destruccion de proteinas nucleares y
citoesqueléticas, asi como la expresion de ligandos para células fagociticas y la formacion de

cuerpos apoptoticos (D’Arcy, 2019).

Este proceso se puede activar mediante dos formas, una por via intrinseca (caspasa -9)
iniciada por una serie de sensores intracelulares; y la via extrinseca (iniciada por la caspasa -
8 0-10) la cual es activada mediante la unién de ligandos denominados “ligandos de muerte”,
a los receptores de las células que entraran en apoptosis (figura 2). Las sefiales de la via
intrinseca convergen hacia la mitocondria, donde el balance de las subclases de proteinas
miembros de la familia BCL-2 (anti- y pro-apot6ticos), determinan si la apoptosis ocurre o
no. Si el balance se inclina a favor de subclases anti-apoptoticas no se activan las proteinas
BAX y BAK evitando que puedan ejercer su funcion que es permeabilizar la membrana
externa de la mitocondria (Roberts, et al.,2022). En caso de que las proteinas BAX y BAK
no sean inhibidas, éstas tienen la habilidad de llegar hasta la membrana externa de la
mitocondria, promoviendo la liberacion de citocromo c al citoplasma donde se une con la
proteina adaptadora APAF-1, la que a su vez posee la capacidad de reclutar a la proteasa

caspasa-9, para constituir a un complejo multi-proteico denominado apoptosoma, quien, a su
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vez, activa a una cascada de caspasas proteoliticas efectoras (caspasas-3, -6 y -7). Asi mismo,
esta permeabilizacion de la membrana mitocondrial libera otros factores promotores de la
apoptosis como SMAC (del inglés second mitochondria-derived activator of caspase)
SMAC tiene la capacidad de actuar sobre otras proteinas como XIAP (ubiquitina E3 ligasa
asociada a una proteina inhibidora de la apoptosis), la que a su vez inhibe a la caspasa-3

(Strasser & Vaux, 2020).

En cuanto a la via extrinseca ésta se activa mediante la union de receptores
transmembranales especificos (cominmente llamados receptores de muerte) a sus ligandos
cognados. Entre los receptores encontramos a: CD95 (o FAS) receptor-TNF-a y TRAIL-R1
y TRAIL-R2 (o receptor de muerte 4 y 5 respectivamente, en inglés DR4 y DR5); por lo
general sus ligandos (FasL/CD95L, TNF-a, and TRAIL) son expresados por células del
sistema inmune (Guicciardi et al., 2013). En este caso la unién de estas proteinas forma un
complejo en la cola interna de la proteina transmembranal llamado complejo de sefializacion
inductor de muerte o DISC por sus siglas en inglés. Una vez conformado el complejo DISC,
éste puede reclutar a las caspasas iniciadoras como la -8 o la -10, las que, una vez que
adquieren su forma catalitica, son liberadas al citoplasma para ejercer su funcion y activar a

las caspasas ejecutores como la -3, -6 y -7 (Guicciardi et al., 2013).
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e ©
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Activacion de las endonucleasas {
l Condensacion de la cromalina y del citoesqueleto

Degradacion cromosomica
Formacidn de los cuerpos apoptoticos

Apoptosis

Figura 2. Resumen de las vias de muerte apoptéticas. Fuente: Tomado y modificado de D'Arcy,
20109.

La necrosis al contrario que la apoptosis, es un tipo de muerte no controlada inducida
por un estimulo externo como la hipoxia o un alto contenido de especies reactivas de oxigeno.
Este proceso resulta en la ruptura de la membrana celular que causa que el contenido se vierta
en las areas circundantes, asi mismo esta muerte provoca que la celula se hinche y a su vez
provoca que no pueda mantener una homeostasis con el ambiente (D’Arcy, 2019), también
incrementa el calcio disponible en la célula, aumento de diversas proteasas y fosfolipasas, asi

como una pérdida integral de la membrana mitocondrial (Guicciardi et al., 2013).
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Morfolégicamente en un cultivo celular suelen verse los restos celulares en el medio,
también se logran observar fragmentos de cuerpos apoptoticos lo que algunos Ilaman
erroneamente una apoptosis tardia. De acuerdo con D’Arcy (2019), en un microscopio la
diferencia con una célula que haya muerto por necrosis y otra por apoptosis es muy clara, en
la célula apoptdtica destacan sus cuerpos apoptoticos los cuales encierran mucho material

interior el cual, en un organismo son capturados por células fagociticas.

De acuerdo con Strasser & Vaux (2020) la incapacidad de las células para morir o
mejor dicho suicidarse se ha relacionado directamente con el cancer en humanos y esto puede
promover su resistencia a terapias. Ahora bien, y siguiendo con su idea, estas células
incapaces de morir como aquellas que tienen una sobreexpresion de BCL-2 o aquellas que
tienen p53 mutado no solo prevén una muerte programada, como la apoptosis, también
afectan funciones supresoras de tumores activando funciones de reparacion de ADN
causando un arresto del ciclo celular y/o senescencia celular y si juntamos esto con una célula
que recibe otra mutacion que promueve aberrantemente el ciclo celular entonces se producira

un réapido crecimiento de células clonales malignas.
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Cancer

De acuerdo con De vita (2017) el cancer se define como: "una enfermedad genética y
que la acumulacion de alteraciones moleculares en el genoma de las células sométicas son la
base para la progresion de esta enfermedad”. Asi mismo y de acuerdo con la OMS (2022), el
cancer también conocido como neoplasias o tumores malignos engloba un grupo de
enfermedades que pueden afectar cualquier parte del organismo, cuya caracteristica méas

notoria es que las células anormales entran en un estado de rapida multiplicacion anormal.

El cancer también puede invadir otras partes del organismo diferente al sitio en el cual

se origino, este proceso se conoce como metastasis.

En adicion a estas dos caracteristicas del cancer y como un esfuerzo para una mirada
terapéutica, se ha recurrido a agruparlas en un marco conocido como los “Hallmarks del
cancer” propuesto por Hanahan & Weinberg (2000, 2011), en el que se conceptualizan 10
capacidades de las células tumorales: mantenimiento de las sefiales de proliferacion, evasion
de los supresores de crecimiento, evasion de la respuesta inmune, inmortalidad replicativa,
inflamacion cronica, activacion de la metastasis, induccion de angiogénesis, inestabilidad
gendmica y mutacion, evasion de la muerte celular, reprogramacion metabélica. Incluso, se
siguen proponiendo mas “Hallmarks” relacionados con los avances que se han tenido en la
investigacion sobre esta enfermedad como; transdiferenciacion/desdiferenciacion,
desregulacién epigenética, alteracion del microbioma y alteracion en la sefializacion neuronal
(Senga & Grose, 2021) asi como Hanahan (2022) donde también propone 4 nuevos
Hallmarks como lo son: Desblogueo de la plasticidad fenotipica, reprogramacion de la

epigenética no mutacional, microbiomas polimorficos y células senescentes (figura 3).
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Figura 3 Esquema que representa los "Hallmarks" del cancer contando los cuatro propuestos por
Hanahan. Fuente: Tomado y modificado de Hanahan,2022.

Al tener un marco de estudio como lo son estos Hallmarks, se vuelve mas facil
direccionar y/o ordenar un trabajo de investigacion, pudiéndose enfocar en determinados
procesos de esta compleja enfermedad-, donde cabe mencionar que cada sello puede
compartir algunas caracteristicas por lo que el estudio en conjunto de estos trae un trabajo
mas completo. El cancer se ha vuelto una enfermedad de interés global (figura 4), puesto que,
en el afio 2020, se registraron casi 10 millones de muertes de los cuales los mas comunes en
cuanto a letalidad fueron: de pulmén (1.8 millones), colorrectal (916,000), hepatico

(830,000), gastrico (7690,000) y de mama (685,000), por otro lado, los canceres de mayor
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incidencia son: el de mama (2.26 millones), pulmon (2.21 millones), colorrectal (1.93

millones), de prostata (1.41 millones) y de piel (1.20 millones) (OMS, 2021).

NuUmero estimado de nuevos casos en 2020, Mundo, ambos sexos, todas las edades

A)

Mama
2260 19 (11,7W)

Puimén
2206771 (11,4%)
Otros cinceres
8879 843 (46w) Colorrectal
1931 590 (10%)
Pristata
1414259 (7.3W)

Estémago
1089 103(5,6M)

Cueilo uterino Higado
604127 (3.1W) 905 677 (4.7W)

Total : 19 292 789

Numero estimado de muertes en 2020, Mundo, ambos sexos, todas las edades
B)

Pulmén
1796 144 (18%)

Otros cénceres
3932768 (39.5%)
Colocrecto
935 173 (9.4%)
Higado
830 180 (8.3%)
Péncreas Estémago
466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Eséfago Seno
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total : 9 958 133

Figura 4. Graficas que representan la incidencia (A) y mortalidad (B) sobre la estadistica del
cancer en el mundo. Fuente: Tomado y Modificado de Cancer Today (iarc.fr) el 13/03/202.
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Cancer de mama

El cancer de mama al ser uno de los mas comunes a nivel global y siendo la principal
causa de muerte en mujeres lo hace un buen candidato para su investigacion. En México
como en el mundo, el cdncer de mama ocupa el primer lugar en incidencia del total de los
casos (véase figura 5) sin embargo, y a diferencia de los casos globales, en México ocupa el
primer lugar en casos de mortalidad. Este cancer se origina en las células del epitelio de los
conductos o Iébulos del tejido glandular de los senos, comenzando como un cancer in situ de
poco riesgo. Sin embargo, al ir progresando puede invadir tejidos circundantes v,
consecuentemente, realizar una metastasis regional o distante, siendo esta Gltima la causa de

muerte en mujeres (OMS, 2021).

El cancer de mama se agrupa en un diverso numero de subtipos de acuerdo con un
perfil molecular o un cuadro clinico patoldgico. Algunos ejemplos de estos subtipos
histoldgicos o de perfil genético se clasifican dentro de: receptores positivos (Luminal A,
Luminal B, tipo normal, y HER-2 positivo cuyas siglas en inglés significa receptor de factor
de crecimiento epidermal humano 2 positivo) y receptores negativos (cancer de mama triple
negativo, o de tipo basal) en estos Gltimos se encuentran los tipo 1 y tipo 2; inmuno-
modulatorio mesenquimal, tipo células troncales mesenquimales y andrégeno luminal
dependiendo de la expresidn génica. Generalmente estos tipos estan asociados con diferentes
grupos de edades o etnias, por ejemplo, los “triple negativo” y HER-2 se asocian a jovenes y
mujeres premenopausicas y también a mujeres afroamericanas y asiaticas exhibiendo un

mayor potencial metastasico (Kashyap et al., 2022).
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Numero estimado de casos nuevos en 2020, México, ambos sexos, todas las edades

29929 (15.3%)

Préstata
Otros cénceres 26 742 (13.7%)

86 869 (44.4%)

4

Colorrecto
14 901 (7.6%)

Tiroides
11 227 (5.7%)

Cuello uterino
9439 (4.8%)

Pulmén Estébmago
7588 (3.9%) 8 804 (4.5%)

Total : 195 499

NuUumero estimado de defunciones en 2020, México, ambos sexos, todas las edades

Seno
7931 (8.8%)

Colorrecto
7 755 (8.6%)

Proéstata
Otros canceres 7457 (8.3%)
41 283 (45.8%)

Higado
7175 (8%)

Pulmén
7 100 (7.9%)

Leucemia Estémago
4786 (5.3%) 6 735 (7.5%)
Total : 90 222

Figura 5. Graficas que representan la estadistica en México siendo que la incidencia de canceres
se encuentra en la grafica arriba y la mortalidad abajo. Fuente: Tomado y Modificado de Cancer
Today (iarc.fr) el 13/03/2023.
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De acuerdo con estos mismos autores (Kashyap et al., 2022), los factores de riesgo
incluyen una edad tardia al tener el primer hijo y tener una menopausia tardia. Lo anterior se
relaciona con la falta en la diferenciacion del tejido de la mama, una mayor exposicion a
mutagenos no estrogénicos y una genotoxicidad por los estrégenos. También mencionan que
una dieta no balanceada, asi como una dieta no vegetariana, poca actividad fisica, obesidad,
el consumo moderado de alcohol, uso prolongado de anticonceptivos hormonales, fumar,
historial familiar y toxicos ambientales influyen, algunos mas que otros, en gran medida la

adquisicion de este cancer.
Terapias contra el cancer

Como se busca con cualquier enfermedad, el cancer tiene diversos tratamientos y éste
depende principalmente del tipo de cancer a tratar. De acuerdo con Carlberg & Velleuer
(2021), los tratamientos se pueden categorizar en dos grupos: control local (cirugia,
radioterapia, hipertermia o terapia fotodindmica) y control sistémico (quimioterapia,
inmunoterapia, terapia hormonal entre otras). Siguiendo la evolucion de un tumor, la cirugia
es un buen método en la deteccién temprana, sin embargo, no exime de la posibilidad de que
las células tumorales hayan invadido tejido circundante, o incluso lugares dificiles de
acceder, por lo que se recurre en conjunto con otras terapias clasicas y/o especificas. También
hay que recordar que algunas de estas terapias traen efectos secundarios, por ejemplo, la
radioterapia puede afectar células sanas matandolas y/o promoviendo la transformacion de

éstas hacia nuevas células tumorales (Carlberg & Velleuer, 2021).

Por otra parte, existen terapias dirigidas cuyo blanco son moléculas especificas, por
ejemplo, neoantigenos membranales o moléculas superficiales e incluso la terapia hormonal

que es otro método especifico contra una de las caracteristicas distintivas de la célula tumoral.
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De hecho, las terapias dirigidas buscan acabar con algun proceso de los conocidos
“Hallmarks del cancer”; en adicion, si se encuentra la principal via de estos Hallmarks en las
células cancerosas, se podra encontrar una terapia que actle directamente sobre esa causa
principal (Carlberg & Velleuer, 2021). Sin embargo, este tipo de terapias aun no son
accesibles para la poblacion en general y algunas de ellas se encuentran en vias tempranas de

desarrollo.

Para el cancer de mama se buscan diferentes tratamientos dependiendo de si hay o no
metastasis, para aquellos que no sean metastasicos se busca erradicar el tumor de la mamay
los nddulos linfaticos. En cuanto a tratamientos locales se usa la reseccion quirdrgica y el
muestreo 0 extirpacion de los ganglios linfaticos axilares con la opcién a una radiacion
postoperatoria. En cuanto a un tratamiento sistémico se usan neoadyuvantes y adyuvantes ya
sea preoperatorio, post operatorio (respectivamente) o ambos. Cabe aclarar que estos
adyuvantes se escogen de acuerdo con el subtipo de cancer de mama que se haya analizado
previamente. Para los canceres de mama metastaticos se ocupan adyuvantes o

neoadyuvantes. Este cancer no tiene cura (Waks & Winer, 2019).
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Flavonoides

La busqueda de nuevos compuestos con nulos o bajos efectos secundarios, ha
provocado el reporte de varios farmacos de productos de origen vegetal entre los que se
encuentran algunos flavonoides como la quercetina, quercetagetina y patuletina, estos
también se incluyen en el subgrupo flavonoles. Los flavonoides se encuentran en diferentes
concentraciones dentro de raices, tallos, hojas, flores y frutos, son compuestos poli fenélicos
con una estructura carbonaria C6-C3-C6 que contiene al menos dos anillos aromaticos
conectados por una cadena de tres carbones que forma un anillo heterociclico que contiene
un oxigeno (Maria et al., 2022), esta forma le permite exhibir una gran diversidad estructural
debido a sus diversos patrones de hidroxilacion, metoxilacion, glicosilacion y acilacion. Asi
mismo y dependiendo de la estructura, se ha visto que estos compuestos tienen actividad
bioldgica sobre algunas lineas de células tumorales, actividad antiinflamatoria, anti
mutagénica y antimicrobiana (Alvarado-Sansininea et al., 2018). De acuerdo con estos
autores la quercetina, quercetagetina y patuletina (figura 6) exhiben una estructura diferente
en el C6 que se ha visto que tiene actividad anticancerigena y los hace buenos candidatos

contra el cancer.

Figura 6. Estructura quimica de los compuestos flavonoides Quercetina (1), Quercetagetina (2) y
Patuletina (3). Fuente: Tomado de Alvarado-Sansinena, 2018.
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Por lo general, los flavonoides se consumen en la dieta normal en forma de glicésidos,
los cuales suelen estar con una 0 mas moléculas de azlcar y éstas unidas a un grupo fenolico
0 a un grupo C-3 hidroxilico; los flavonoides suelen ser absorbidos en dos dias. Posterior a
la ingesta, los compuestos son metabolizados por enzimas en el intestino o en el higado que

promueven reacciones de conjugacion con grupos metilo, sulfatos y &cidos glucurdnicos.

Estos conjugados metabdlicos son transportados al torrente sanguineo o devueltos al
sistema digestivo. Una vez absorbidos, los flavonoides pueden tener sus efectos sistémicos o
locales en diferentes tipos de células y procesos biolégicos. Cabe aclarar que la
biodisponibilidad no es tan alta y poseen una actividad toxica en el cuerpo en humano (Ponte

etal., 2021).
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Antecedentes
Tang et al. (2020) han recopilado diversos estudios en lo que han vito que la quercetina
en determinadas dosis posee roles importantes en la promocién de la apoptosis, inhiben la
metastasis, poseen la habilidad de controlar el ciclo celular y la angiogénesis tumoral. Lo
anterior ha sido descrito en varias lineas celulares de cancer en los que se encuentran:
linfomas, cancer de ovario, osteosarcoma, cancer gastrico, leucemia cronica linfocitica,

cancer de prostata, osteosarcoma, melanoma, leucemia, cancer de pulmon y de colon.

También se ha observado que quercetina afecta al ciclo celular en las lineas celulares
de céncer de mama MDA-MB-453 y MCF-7. Aunque en este articulo no se menciona la
actividad apoptdtica en estas ultimas lineas celulares, se explica que la via que la quercetina
activa, en otras lineas de otros tipos de cancer, para la apoptosis es la via intrinseca (también
conocida como mitocondrial) activando las caspasas -3, -8 y -9. Sin embargo, otro articulo
(Ezzati et al., 2020) y en especifico en la linea celular MCF-7 se ha encontrado a diferentes
dosis respuestas de induccién de la apoptosis, necroptosis (una forma de muerte celular

necrética pero controlada), actividad antitumoral, actividad anti proliferativa entre otros.

Algunos de estos efectos se vieron en conjunto con otros compuestos o derivados,

también se describe los mecanismos por los cuales este compuesto actla.

Referente a la quercetagetina y la patuletina los estudios son mas escasos, en cuanto a
la patuletina y en especifico en el cancer de mama, Wanwan et al. (2017) muestran que este
compuesto inhibe la viabilidad celular en la linea celular SK-BR-3 e induce apoptosis (un
53.74% a una concentracion de 26.58 g/ml). La actividad pro apoptética de patuletina
también ha sido evidenciada en diversas lineas celulares tumorales como MDA-MB-231

(mama), SK-Lu-1 (pulmon) y CaSki (cérvix) (Alvarado-Sansininea et al., 2018). Estos
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efectos antriproliferativos y proapototicos también fueron observados en los mismos tipos
celulares tratados con quercetagetina. Adicionalmente, también se ha evidenciado que el
tratamiento con quercetina, quercetagetina y patuletina induce una baja actividad necrética 'y
mas aun, las células linfociticas no se ven afectadas tras el tratamiento con estos compuestos.
Este altimo dato muestra que algunos compuestos poseen una selectividad que favorece el
encontrar una alternativa hacia nuevos tratamientos para el cancer (Alvarado-Sansininea et

al., 2018).

Las evidencias del efecto de quercetina, quercetagetina y patuletina muestran que estos
compuestos poseen actividad antiproliferativa en lineas celulares de tres tipos de cancer, asi
mismo, las concentraciones requeridas para inducir un efecto antiproliferativo e incluso el
apoptaético no alteran significativamente a las células no tumorales y no inducen necrosis. Sin
embargo, es importante considerar que existe una importante variedad de tipos de cancer, de
los cuales uno que no ha sido tan estudiado ha sido el cancer de mama, asi mismo podemos
responder cual de estos tres compuestos presenta una mejor actividad antiproliferativa,

necrética y apoptotica.
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Planteamiento del problema

Los efectos secundarios de los compuestos que son utilizados para el tratamiento del
cancer se encuentran asociados a su actividad citotdxica, algunos de los cuales se relacionan
con la necrosis. Lo anterior, genera la necesidad de encontrar alternativas que posean la
capacidad de eliminar a las células tumorales por medio de una via regulada que provoque
reacciones secundarias menos agresivas durante el control de la patologia. Lo anterior ha
promovido el andlisis de compuestos de origen natural, como los flavonoides patuletina,
quercetina y quercetagetina. De acuerdo con Tang et al. 2020, la Quercetina es un compuesto
ampliamente estudiado, sin embargo, los estudios sobre la linea celular de cancer de mama
son bajos, aunado a eso, los estudios sobre la patuletina, la quercetagetina sobre su potencial
anticancerigeno en lineas celulares de cancer de mama son escasos, por lo que existe un

importante campo de investigacion en estos compuestos.

Justificacion
El cancer de mama es de los que posee mayor incidencia en el mundo y uno de los mas
mortales segun datos del 2020 (OMS) y pese a que en el tratamiento del cancer, se aplican
compuestos sintéticos y naturales que son eficientes cuando el cancer es detectado
tempranamente, en pacientes metastasicos y/o terminales son poco eficientes, generando la
necesidad de buscar nuevos compuestos con actividad antiproliferativa, de baja actividad

necrotica, inductores de muerte celular programada, anti metastasicos y de accién selectiva.

Del Moral Santiflan hecad \nionio 20



Hipotesis
Se han atribuido diversas actividades bioldgicas a los flavonoides incluyendo su
capacidad antiproliferativa en células cancerosas, por lo que se esperaria que los flavonoides:
Quercetina, Patuletina y Quercetagetina, presenten actividades antiproliferativa,

proapoptotica y de baja actividad necrética en la linea celular de cancer de mama MCF-7.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad anti proliferativa, necrotica y apoptotica de los compuestos quercetina,

quercetagetina y patuletina en la linea celular de cancer de mama MCF-7.

Objetivos particulares

- Determinar la actividad anti proliferativa de los compuestos quercetina, quercetagetina y
patuletina en la linea celular tumoral MCF-7 con el fin de obtener la concentracién requerida

para disminuir la proliferacién un 50% (1Cso).

- Evaluar el efecto necrético de quercetina, quercetagetina y patuletina sobre la linea celular

tumoral MCF-7.

- Determinar si los compuestos quercetina, quercetagetina y patuletina inducen cambios

morfologicos relacionados a la apoptosis en células MCF-7.

- ldentificar la presencia de apoptosis en células MCF-7 tratadas con quercetina,

quercetagetina y patuletina, por medio de la inmunodeteccion de la caspasa-3 activa.
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Material y métodos

Cultivo celular

7000 células de la linea MCF-7 son sembradas en placas de 96 pozos, utilizando medio
de cultivo RPMI 1640 suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB). Estos cultivos se

mantuvieron en una incubadora a 37° centigrados con 5.5% CO-y a una atmosfera himeda.

Preparacion de los compuestos

Los compuestos son proporcionados por el Dr. Jiménez Estrada del Laboratorio de
Productos Naturales del Instituto de Quimica. Para el stock se tomaron 5 mg del compuesto
solido y se disolvieron en 100 ul de DMSO, posteriormente se tomaron la cantidad necesaria

para realizar curvas dosis respuestas, asi como las concentraciones de ICsp.

Cuantificacion del namero celular

Las células fueron cultivadas en cajas de 96 pozos con fondo plano durante 24 horas.
Posteriormente se retird el medio y se sustituydé por medio con las condiciones que a
continuacion se describen: Control, solo se les cambié el medio de cultivo por medio fresco;
Control del vehiculo, células tratadas con la maxima cantidad de volumen del disolvente para
el compuesto. Tratamientos, una curva con distintas concentraciones de los compuestos
Patuletina, Quercetina y Quercetagetina. En todos los casos el volumen final de cada pozo
fue de 100 pl. Transcurridas las 24 h de tratamiento, se evalud el nimero celular utilizando
la técnica de incorporacion de cristal violeta de la siguiente forma: después de incubar a las
celulas durante 24 horas con los diferentes estimulos, se retiro el medio de cultivo y se fijaron
las celulas con glutaraldehido al 1.1% durante 20 min. Cumplido el tiempo se retiré el fijador

y se enjuagaron con agua destilada dejando secar al aire, en seguida se adiciond el colorante
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cristal violeta al 0.1% en una solucion amortiguadora de acido formico, se incubd por 20 min
mas, se lavo el exceso de colorante exhaustivamente y se dejo secar al aire para después
adicionar &cido acético al 10% por 20 min. Posteriormente se determind la absorbancia de la
solucion de acido acetico a 590 nm por espectrofotometria en un lector de placas (Chromate
Manager) (Modificado de Kueng et al., 1989). Los datos obtenidos se analizan en hoja de

calculo de Excel calculando la ICso.
Actividad de LDH en sobrenadantes de cultivos celulares

El efecto necrdtico se determind mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima
Lactato Deshidrogenasa (LDH). Las células fueron tratadas con la IC50 calculada para cada
compuesto y tras 24 h de tratamiento, se recupero el sobrenadante y se centrifugd a 2,000
rpm/5 min. Posteriormente se colocaron 40 (I del sobrenadante centrifugado con 40(1 del
reactivo LDH (que contiene al sustrato para la LDH) y se incubaron durante 20 min a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. La LDH oxida el lactato a piruvato, los
protones movilizados reaccionan con la sal de tetrazolio 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltetrazolio (INT) reduciéndola a formazan. El aumento en la cantidad de formazan
producida en el sobrenadante del cultivo se correlaciona directamente con el aumento en el
namero de células lisadas. El colorante formazan es soluble en agua y puede ser detectado

por espectrofotometria a 490 nm de absorbancia.
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Identificacion de apoptosis

Para determinar el efecto de los compuestos en la morfologia de las células, éstas
fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,000 cels/ pozo), en un volumen de 100 pl de RPMI
1640 con 5 % de SFB. Tras 24 h de adhesion las células fueron tratadas con los compuestos
a las concentraciones de ICso correspondientes durante 24 h. Las células se fijaron con
paraformaldehido al 2% durante 20 min a temperatura ambiente. Al término del tiempo
fueron lavadas cuidadosamente 3 veces con PBS (pH 7.3), 3 min cada lavado. Las células
fueron permeadas con una solucion de Triton X-100 al 0.2% en PBS durante 5 min a 4 °C,
posteriormente se lavan nuevamente 3 veces con PBS, 3 min cada lavado. Posteriormente se
incubo toda la noche con el anticuerpo primario anti-caspasa-3 activa desarrollado en conejo,
en unadilucion 1 en 400 en PBS y se mantiene en camara himeda. Al dia siguiente se lavaron
3 veces con PBS, 3 min cada lavado, después se incubd el anticuerpo secundario acoplado a
FITC en una dilucién 1 en 200 en PBS durante dos horas cubierto de la luz y en cdmara
hameda. Al finalizar se lavd nuevamente con PBS 3 veces por 3 minutos y finalmente, se
incub6 con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol-CI2) durante un minuto a temperatura
ambiente e inmediatamente se lavd 3 veces con PBS, 3 min cada lavado. Las preparaciones
se observaron a campo claro con iluminacion de contraste de fases y por microscopia de

epifluorescencia.
Analisis estadistico

La media y la desviacion estandar se calcula utilizando Excel (Microsoft Office 365).
El analisis de las diferencias estadisticas se lleva a cabo mediante un analisis de varianza

(ANOVA) con una significancia de 0.05% seguido de una prueba de Tukey.
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Resultados

Actividad antiproliferativa de los compuestos Quercetina, Quercetagetina y
Patuletina en linea celular MCF-7

Se realizd una serie de curvas dosis respuesta para las células de la linea MCF-7
tratadas con los tres compuestos. Se obtuvo la concentracién en la cual el nimero celular
disminuia un 50% (IC50). Esta cuantificacion se obtuvo mediante el ensayo de cristal violeta
obteniendo el porcentaje de proliferacion de acuerdo con las absorbancias registradas y cuyos
resultados aparecen en la figura 7. Los resultados indican que existe una relacion directa entre
el incremento de la concentracion de los compuestos y la disminucion en el porcentaje de
proliferacion, permitiendo observar que los tres compuestos ejercen un efecto

antiproliferativo sobre las células MCF-7.

De acuerdo con los resultados de las curvas dosis respuesta se encontré que la 1C50
para quercetina es de 71.59 pg/ml; para Quercetagetina 14.53 ug/ml y para Patuletina 94.17
ug/ml (Tabla 1), siendo que para los tres compuestos la proliferacién fue dependiente de la
dosis, ya que la proliferacién disminuia conforme se incrementaba la concentracion del

compuesto.

Tabla 1. Concentracion requerida de los compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina para
disminuir la proliferacion un 50% (IC50) en la linea celular de cancer de mama MCF-7

Compuestos  IC50 (ug/ml)  1C50 (mM)

Quercetina 71.59 236.97
Quercetagetina 14.53 45.66
Patuletina 94.17 283.44
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MCF-7 vs. Quercetina
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Figura 7. Efecto antiproliferativo de la Quercetina, Patuletina y Quercetagetina en cultivos celulares de la
linea tumoral MCF-7. Para obtener el valor de la IC50 se realiz6 una regresion linear de cada curva. Para
este ensayo se realizaron tres repeticiones de cada curva.
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Actividad necrética de los compuestos Quercetina, Quercetagetina Y Patuletina
en linea celular MCF-7

Con el fin de conocer la causa de la disminucion de la proliferacion se evaluo el efecto
necrotico mediante el ensayo de LDH. Estas células fueron tratadas con la concentracion de
la 1IC50 obtenida para los tres compuestos. Se evaluaron los sobrenadantes (figura 8)
conforme la técnica, midiendo las absorbancias del colorante de formazan para medir la

actividad necrética.
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Figura 8. Actividad de la enzima LDH en sobrenadantes de los tratamientos con 1C50 de los
compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina en MCF-7. Para esta prueba se realiz6 una
prueba estadistica Tukey mdltiple entre los grupos control y los tratados de tres ensayos
independientes (Tabla Al).

De acuerdo con los resultados obtenidos (figura 8), la quercetagetina no demostr6 un
una diferencia significativa respecto a los controles, sin embargo, la quercetina si presentd
una diferencia significativa respecto al control y al control positivo, en cambio la patuletina

solo presento una diferencia significativa respecto al control con el vehiculo.
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Determinacién de apoptosis en células MCF-7 tratadas con los compuestos
Quercetina, Quercetagetina y Patuletina

Se trataron las células con las IC50 obtenidas a partir de las curvas dosis respuesta con
el fin de detectar la presencia del proceso de apoptosis, para lo que se identificaron los
cambios morfoldgicos propios de una muerte apoptdtica como la formacion de cuerpos
apoptoticos, condensacion o fragmentacion de la cromatina nuclear. Adicionalmente, se
analizé la presencia de un marcador bioquimico de la apoptosis por medio de la

inmunodeteccion de la caspasa-3 activa en los cultivos tratados con los flavonoides.

Las observaciones permitieron distinguir la morfologia general de las células MCF7 y
los cambios que sufren bajo el tratamiento de los flavonoides. Las células control y las
tratadas con el vehiculo utilizado para disolver el compuesto (DMSQ) se observan con una
morfologia extendida y formando colonias (Figuras 10, 11 y 12). En el control positivo para
apoptosis (colchicina, véase figura 9) modifican su morfologia con el tratamiento, ya que se
vuelven redondas y las colonias se ven disminuidas con respecto al control. Tras el
tratamiento con los compuestos, se observan cambios poco notorios en la morfologia de las
células en comparacién con el grupo control positivo siendo estas una la poca perdida de las
proyecciones plasmaticas que le otorgan a las células su forma poligonal y un poco aparente

presencia de cuerpos apoptéticos. (Figuras 9,10,11, 12 y 13).

La tincion con DAPI permitié distinguir la morfologia del ndcleo, ya que es una
molécula que se une al ADN. En las células control y las tratadas con DMSO (vehiculo) se
observa una distribucion homogénea del ADN, por otro lado, en las células tratadas con
colchicina la tincion se observa mas brillante en ciertas zonas nucleares lo que hace referencia

a una compactacion de la cromatina y por lo tanto del nucleo. Asi mismo, se puede apreciar
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que algunas células evidencian fragmentacion nuclear. En las células tratadas con Quercetina,
Quercetagetina o Patuletina (Figura 13), se identifico que tras los estimulos los nucleos de

las células cambian su morfologia y se muestran compactos.
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Figura 9. Identificacion de apoptosis. Las imagenes del contraste de fases (CF) permite identificar
la morfologia general de las células. Las células del control y DMSO se observan extendidas sobre
el plato de cultivo. El tratamiento correspondiente al control positivo para apoptosis (colchicina). El
tratamiento con colchicina evidencia compactacion de la cromatina e incluso algunos cuerpos
apoptoticos (flechas en rojo). La inmunodeteccion para la proteina caspasa-3 activa solo estuvo
presente en el control positivo para apoptosis (colchicina). Se realizaron tres repeticiones
independientes de este ensayo.
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Figura 10. Deteccion de apoptosis en células MCF-7 tratadas con Quercetina. La iluminacion con
contraste de fases permite identificar la diferencia entre el control y vehiculo (DMSO) con el
tratamiento con la Quercetina. El tratamiento con Quercetina induce la activacion de la caspasa-3
activa como muestra la presencia de fluorescencia verde en las células, asi como la formacién de
cuerpos apoptéticos (flechas rojas en DAPI). Se realizaron tres repeticiones independientes de este
ensayo.
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Figura 11. Identificacién de apoptosis en células MCF-7 tratadas con Quercetagetina. Tras el
tratamiento con el compuesto, las células sufren una compactacion citoplasmatica y nuclear (flechas
en DAPI). La deteccion de la presencia de la caspasa-3 activa evidencia la presencia de apoptosis).
Se realizaron tres repeticiones independientes de este ensayo.
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Figura 12. Presencia de apoptosis en células MCF-7 tratadas con Patuletina. Las imagenes del
contraste de fases muestran la morfologia general de las células, que tras el tratamiento sufren una
compactacién citoplasmatica y nuclear (flechas en DAPI). La deteccion de la presencia de la
caspasa-3 activa muestra una marca positiva en las células tras ser tratadas con Patuletina

Los resultados obtenidos evidencian que los compuestos Quercetina, Quercetagetina y
Patuletina tienen la capacidad de inducir cambios morfolégicos como la compactacion
nuclear (figura 13), caracteristica propia de la apoptosis. Adicionalmente, se mostré que el
tratamiento con los tres compuestos induce a una activacion de la caspasa-3 (figuras 9, 10,
11y 12). Todo esto en su conjunto, demuestra que Quercetina, Quercetagetina y Patuletina
inducen una eliminacion celular tipo apoptoética en la linea celular de cancer de mama MCF-

7, sin embargo, se podria reforzar este resultado con alguna prueba cuantitativa.
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Figura 13. Acercamiento a los cambios morfoldgicos en los compuestos tratados. Notese espacios
amarillentos abultados en el citoplasma de las células. Las flechas rojas indican una compactacion
nuclear, las flechas verdes representan una fragmentacion nuclear
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Discusion
El cancer es un problema de salud publica que tiene un importante impacto sobre la

poblacién a nivel mundial (OMS, 2020).

Dentro de los diferentes tipos de cancer, uno de mayor impacto es el cancer de mama,
ya que representa el 11.7% de incidencia a nivel mundial y genera un 6.9% de muerte al
mismo nivel (OMS, 2020), sin embargo, y como recordaremos, en México al contar con
niveles altos de obesidad, sobrepeso, baja actividad fisica y suméndole la poca informacion
que se comparte sobre este cancer (Reynoso-Noveron et al., 2017) ha hecho que en este pais
el cancer de mama represente un 15.39% de los casos de cancer, asi como un 8.8% de los
casos de mortalidad (OMS, 2020) provocando que este tipo de cancer ocupe el primer lugar

en incidencia y mortalidad.

En México, los tratamientos que se ocupan no difieren de los usados en otros paises
mas desarrollados, como la cirugia, terapia endocrina, radioterapia y quimioterapéutica
citotoxica (Reynoso-Noveron et al., 2017). Como bien se sabe, estos tratamientos tienen
efectos secundarios que afectan la calidad de vida de la persona enferma, por lo que existe
un importante interés en la basqueda de nuevas alternativas que permitan combatir el cancer,
esto implica encontrar aquellas que posean menores riesgos para los pacientes. Este campo
de investigacion se ha visto en aumento, por lo que se ha recurrido a las plantas medicinales,
trayendo consigo un importante abanico de posibilidades. En este punto, las plantas del
género Tagetes, una planta nativa de Ameérica y naturalizada en otros paises de Europa, Asia,
y Africa (Salehi et al, 2018); de la cual se extrajeron dos de los compuestos estudiados en
esta tesis que son la Patuletina y la Quercetagetina, han demostrado varias actividades

biologicas de interés, como antifungica, antimicrobiana y anticancerigena. Sin embargo, la
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Quercetagetina ha sido muy poco estudiada a diferencia de la Patuletina y Quercetina. (Salehi

et al, 2018).

En el presente estudio, las células de céncer de mama MCF-7 tratadas con los
compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina, pertenecientes al grupo de los
flavonoides, mostraron una disminucion en su numero celular. Esta disminucion mostré un
comportamiento dosis dependiente, ya que la poblacion celular se vio reducida de acuerdo
con el incremento de la concentracion de los compuestos. Los resultados de las
concentraciones requeridas para disminuir la poblacion un 50% mostraron que la
Quercetagetina (IC50= 14.53 pg/ml) presentd una mejor actividad en comparacién con la
Quercetina (IC50= 71.59 pg/ml) y la Patuletina (1IC50= 94.17 pg/ml). Lo anterior muestra
una mayor capacidad inhibitoria de la Quercetagetina sobre los otros dos compuestos
evaluados, ya que se requieren entre 5y 6.5 veces respectivamente menos del compuesto
para obtener la misma respuesta. Estructuralmente la Quercetagetina se diferencia por tener
un grupo hidroxilo més que la Quercetina y este mismo grupo difiere del grupo acido
carboxilico en la Patuletina, lo cual puede sugerir que la modificacion del grupo hidroxilo en
Quercetagetina le brinda ventajas que mejoran su eficiencia. Sabiendo esto, Ponte et al.,
2021, resume que la Quercetina tiene distintos mecanismos de accion que incluyen la
disminucion de factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular, la
regulacion a la baja de NF-xB y MAPK. Por otro lado, cabe resaltar que los mecanismos de
accion del flavonoide Quercetina, perteneciente a un subgrupo conocido como flavonoles,
actua dependiendo de la linea celular, por ejemplo, en la linea celular de cancer de cuello

uterino HelLa, la Quercetina disminuye p-IkB-a, p-IKK-B y ciclina D. Por otro lado, en la
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linea celular de cancer de pulmdn A549, regula a la baja TLR-4 y también disminuye la

secrecion de IL-1p, IL-6, TNF-a ¢ IL-10 (Ponte et al., 2021).

También se ha evaluado el efecto de otros compuestos flavonoles, como la Myricetina
sobre la linea celular MCF-7, encontrandose que este compuesto regula a PAK1, que es un
regulador de la proteina AKT; esto mediante la unidn directa con esta quinasa impidiendo
asi la activacion de AKT (Felice et al., 2022), sin embargo y de manera especifica, no se ha
investigado a fondo los mecanismos que tienen la Quercetagetina y la Patuletina por lo que
este trabajo plantea a futuro poder realizar ensayos que incluyan el analisis de la expresion

de proteinas involucradas no s6lo en la muerte celular, sino en la progresion del ciclo celular.

Uno de los objetivos al buscar alternativas a los quimioterapéuticos toxicos, es
encontrar compuestos que no provoquen reacciones adversas, puesto que los compuestos
usados actualmente pueden, por su misma toxicidad (efecto necrotico), generar una respuesta
inflamatoria que se ha visto pueden contribuir con el crecimiento y propagacion del tumor
(Proskuryakov & Gabai, 2010) e incluso la muerte de células no tumorales, por lo que se
realiz6 un ensayo para poder descartar que los compuestos utilizados en esta investigacion

no tenga una alta actividad citotoxica.

Usando las concentraciones de las IC50s obtenidas a partir de una regresion linear, se
realizé el ensayo de la cuantificacién de la actividad de la enzima citoplasmatica LDH

presente en los sobrenadantes de los cultivos celulares tratados con los compuestos.

Recordemos que la LDH es una enzima presente Unicamente en el citoplasma de la
célula y al haber una ruptura en la membrana celular esta es liberada al microambiente, esta

ruptura membranal es una caracteristica de la muerte celular necrética permitiéndonos medir
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la actividad de esta en un cultivo celular (D’arcy, 2019). Los resultados obtenidos en el
presente trabajo evidenciaron que la disminucion celular generada por los compuestos
utilizados no esta completamente relacionada con la actividad necrotica, ya que la
cuantificacion de la presencia de la enzima LDH mostr6 que sélo la Quercetina present6 un
porcentaje de 20.34 (+£2.76), difiriendo de las condiciones control y vehiculo en 14%,
mientras que en las células tratadas con Quercetagetina el porcentaje fue de un 10.22% (+
2.43) y Patuletina un 10.40% (+ 1.64), porcentajes que no fueron significativamente
diferentes de los valores presentados por las células no tratadas. Estos datos permiten
evidenciar que la necrosis no es la via principal por la cual los compuestos Quercetina,
Quercetagetina y Patuletina estan ejerciendo su actividad antiproliferativa sobre las células
MCEF-7. Frente a estos resultados, se procedié a analizar el efecto de los compuestos sobre la

morfologia de las células para poder relacionarlas con otro proceso de eliminacion celular.

Los datos obtenidos mostraron que tras el tratamiento con quercetagetina, las células
MCF-7 sufren cambios morfol6gicos correspondientes a la apoptosis. La apoptosis es una
muerte celular controlada producto de sefiales externas o internas. En un cultivo in vitro, la
principal caracteristica de las células apoptdticas es precisamente los cuerpos apoptéticos,
siendo estos fagocitados por células del sistema inmune en un organismo vivo (D’Arcy,
2019). Las observaciones a nivel de microscopia Optica durante el presente trabajo
evidenciaron una ligera pérdida en las proyecciones celulares de las células tratadas con los
compuestos, evidenciando contraccion citoplasmatica. Una caracteristica de la apoptosis
recae en la fragmentacion nuclear o en la condensacion nuclear de las células, para poder
observar esto se realizo una tincion con DAPI a las células. EI DAPI es un colorante que se

une a las regiones de timina y adenina del ADN lo que lo hace un colorante muy utilizado en
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la microscopia de fluorescencia (Lifeder, 2019). Los resultados mostrados en el presente
trabajo con respecto a la tincion con DAPI, evidenciaron que la intensidad de fluorescencia
es mayor cuando el nucleo es mas compacto y, por el contrario, al no estar compacto la
distribucion de este color se ve homogénea en el nacleo como se puede observar en los
controles negativos. Para el control positivo (colchicina) se aprecia en gran cantidad de
ceélulas una condensacion nuclear viéndose un azul intenso, asi mismo en otras células se
puede notar la fragmentacion nuclear, viéndose como puntos brillantes. En las células
tratadas con los compuestos se identificaron las mismas caracteristicas que en el control
positivo para apoptosis (colchicina). Lo anterior, aunado a la deteccion de la caspasa-3 activa,
permitieron definir que los compuestos inducen apoptosis. La caspasa-3 tiene un papel
importante en el proceso de la apoptosis, ya que independientemente de la via de activacion
de la apoptosis, la ejecucion del proceso es conducido por las caspasas ejecutoras como la

caspasa-3 (D’Arcy, 2019).

Una observacion interesante a nivel de microscopia Optica y la iluminacion con
contraste de fases, fue la presencia de algunos espacios en los citoplasmas de las células
tratadas aparentemente formando circunferencias con un color amarillento diferente al de las
células control (se pueden apreciar en los contrastes de fases en los compuestos). Estos
espacios sugieren vacuolas que adicionalmente poseen un tono de color amarillento, siendo
que estas caracteristicas no pertenecen a los tipos de muerte aqui analizados (apoptosis y
necrosis). Cabe resaltar que éstas no aparecen en las células tratadas con colchicina. Lo
anterior, abre la posibilidad de un andlisis mas profundo del efecto de estos flavonoides sobre
las células MCF-7 que pueden derivar en un tipo de muerte diferente a la muerte celular

necrotica u apoptatica.
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El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos antiproliferativo, necrético y
apoptotico de los compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina en la linea celular de
cancer MCF-7, de acuerdo con los resultados aqui mostrados podemos decir que la actividad
de los compuestos posee un efecto antiproliferativo en las células MCF-7 y de los tres
compuestos evaluados, el mas eficiente es la Quercetagetina. La actividad necrética es muy
baja siendo que esta es muy similar a los controles por lo que se considera que no induce
muerte necrotica. Finalmente, se puede sugerir que los tres compuestos poseen una actividad

apoptotica.
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Conclusiones
Los compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina disminuyen el nimero
celular de manera dosis dependiente en la linea celular de cancer de mama MCF-7.
El flavonoide Quercetagetina disminuye de manera mas eficiente el nimero celular
de la linea MCF-7.
Los compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina no inducen una muerte por
necrosis en la linea celular de cancer de mama MCF-7.
Los compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina inducen cambios

morfoldgicos correspondientes a la muerte apoptotica.

Los compuestos Quercetina, Quercetagetina y Patuletina inducen la activacion de la

caspasa 3.
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Anexo

Tabla Al- Prueba de Tukey comparando las diferencias significativas de los compuestos con los
controles negativos, con relacion al porcentaje de muerte celular necrético medido por la absorbancia
de la LDH.

¢Debajo del Valor de P

o .
95.00% CI de la dif. umbral? ajustado

Quercetagetina . trol vs. ic50 '0(')(.)05;273;0 No 0.9028
dmso vs. ic50 -Odtl)ggl(())?go No 0.9455
Quercetina control vs. 74 -0.1062 10 -0.05175  Yes <0.0001
dmsovs. 74  -0.1000 to -0.04317 Yes <0.0001
Patuletina control vs. 94 Ogggdéig to No 0.3553
dmso vs. 94 O ™ Yes 0.0056
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