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RESUMEN

Se determinaron las actividades genotdxicas y citotoxicas de los esteroles:
peniocerol y magdougallina asi como del triterpeno chichipegenina mediante el
ensayo de micronucleos y cristal violeta respectivamente. También se demostro la
induccion de apoptosis en células cancerosas por éstos tres metabolitos
secundarios aislados de Muyrtillocactus geometizans mediante el ensayo de
Anexina-V-Yoduro de propidio asi como por el ensayo de fragmentacién de PARP.

Por otro lado, nuestros resultados demostraron que éstos tres metabolitos
secundarios no son genotoxicos. De manera interesante solo peniocerol y
macdougallina detuvieron el ciclo celular en la fase G¢/G; e indujeron la muerte

celular por apoptosis.

Nuestros hallazgos demostraron que los esteroles peniocerol y macdougallina
poseen actividades biologicas relevantes para la conservacion y uso racional de
Myrtillocactus geometrizans como fuente de sustancias Gtiles en el tratamiento y

prevencion del cancer.
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ABSTRACT

The genotoxic and cytotoxic activities of sterols peniocerol, macdougallin and
chichipegenin were evaluated by micronucleous and crystal violet assay
respectively. Induction of apoptosis on cancer cells determined by Annexin-V-
Propidium iodide and fragmentation PARP of peniocerol, macdougallina as well as
chichipegenina, all isolates from Myrtillocactus geometizans were evaluated too.

On the other hand, our results showed that peniocerol, macdougallin as well as
chichipegenin are not genotoxic. Furthermore, only peniocerol and macdougallina

arrested the cell cycle in the Gy / G; phase and induced cell death by apoptosis.

These findings show that sterols peniocerol and macdougallin have relevant
biological activities that justify the conservation and rational use of Myrtillocactus
geometrizans as a source of useful substances in the treatment and prevention of
cancer
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1. INTRODUCCION

El uso, en la medicina tradicional mexicana, de las cactaceas para el tratamiento
de diversas enfermedades tiene su origen desde tiempos prehispanicos [1]. Un
ejemplo es el peyote (Lophophora williamsii), el cual ha sido utilizado como
analgésico y antirreumatico. Otro ejemplo lo constituye lo que comunmente se
menciona como “pata de venado” (Ariocarpus kotschoubeyanus), la cual se ha
utilizado para aliviar golpes severos y hemorragias internas. Otra cactacea que
también se ha utilizado por sus beneficios medicinales son los tallos del “etcho”
(Pachycereus pecten-aboriginum ) especie que se ha utilizado para curar Ulceras
gastricas asi como para calmar dolores reumaticos y procesos inflamatorios [2].

Como se puede apreciar el uso de las cactaceas para fines terapéuticos
ocupa un lugar importante en la medicina tradicional mexicana. Sin embargo a
pesar del uso extendido como remedios herbolarios, principalmente en las
regiones rurales del pais, pocos son los estudios acerca de las propiedades
biolégicas asi como de la toxicidad de dichas especies.

Por ejemplo, a pesar de que el garambullo (Myrtillocactus geometrizans) ha
sido utilizado en la regibn Otomi de Oaxaca, como agente antiinflamatorio no se
conocia ningun estudio acerca de sus supuestas actividades terapéuticas. A pesar
de qgue se conocia, desde la década de los cincuentas, que esta especie se
caracteriza por sintetizar esteroles y triterpenos de tipo oleanano [3]. Tomando en
cuenta lo anterior, nuestro grupo decidi6 evaluar las posibles propiedades
antiinflamatorias de ésta especie.

Nuestros resultados demostraron que los metabolitos secundarios
responsables de las propiedades antiinflamatorias de M. geometrizans era los
esteroles: peniocerol y macdougallina asi como el triterpeno chichipegenina [1]

No obstante estos hallazgos, aun se desconocen algunos aspectos
fundamentales de la actividad biol6gica de estos metabolitos secundarios. Por lo
anterior, en el presente trabajo se presentan los resultados de las evaluaciones de

las propiedades genotoxicas y antiproliferativas del peniocerol, la macdougalina y
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la chichipegenina. También se presentan los probables mecanismos de muerte

celular, inducidos por estos metabolitos secundarios en células cancerosas.

2. MARCO TEORICO
2.1 Descripcion de la familia Cactaceae Juss., 1789

La familia Cactacea es originaria de América e incluye tres subfamilias: la
Cactoidae, la Opuntioideae y la Pereskioidaeae con aproximadamente 1500
especies, de las cuales se estima que en México existen cerca de 700 especies
agrupadas en 68 géneros [4,5,6].

Una de las caracteristicas mas importantes de esta familia es la presencia
de un 6rgano denominado areola; el cual se considera como yemas homdlogas a
las yemas axilares de otras especies de dicotiledoneas. Las yemas de las
cactaceas, o areolas, forman también hojas reducidas, flores, nuevos tallos y

espinas, gloquidas, cerdas y pelos, y a veces raices adventicias [4] tomado de [1].
2.2 Descripcion botéanica del género Myrtillocactus Buxb.,1958

El género Myrtilocactus estd compuesto por cuatro especies que son
M.cohal, M.schenckii, M. eichlamii y M. geometrizans. [3] Dicho género pertenece
a la familia Cactoidae, tribu Pachycereeae. Posee especies arborescentes con
tronco bien definido, ramosas, costillas escasas, areolas grandes con espinas
gruesas y mas o menos largas. Poseen flores hacia la extremidad de las ramas o
laterales, varias en cada areola, diurnas, pequefas, blanco verdosas, pericarpelo
globoso,con podarios escasos que llevan escamas muy pequefias con fieltro
escaso;tubo receptacular corto y angosto; camara nectarial corta y angosta;
estambres primarios y secundarios mas o menos de la misma longitud; estilo de la
misma longitud que los estambres, I6bulos del estigma lineares; cavidad del ovario
globosa, con évulos en funinculos ramificados, papilosos; segmentos del perianto
escasos,formando un perianto ampliamente abierto. Fruto pequefo, globoso,
purpureo, casi desnudo. Semillas pequefias, globosas, con testa color mate,
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papilosa; hilo casi basal, con micrépilo hundido; embrién curvo y cotiledones
anchos.

La distribucion de las cuatro especies varia segun la zona geografica,
M.eichlammi (Britton et Rose) se encuentra distribuida desde Guatemala pasando
por el centro y norte de México. M.shenkii (Purpus) Britton et Rose se encuentra
en el centro del pais. M.geometrizans (Martius) Console se encuentra hasta el
altiplano Mexicano y M.cochal (Orcutt) Britton et Rose solo se encuentra en
regiones del desierto de Sonora y el estado de Baja California. Se conocen con el
nombre comun de “garambullos”, aunque en cada region adoptan nombres locales
[4 y 5] tomado de [1].

Figura 1. Mapa de localizacion de Myrtillocactus geometrizans (Elaboracién propia
con datos de [1].

2.3 Descripcion botanica de Myrtillocactus geometrizans(Martius)Console
1897

Presenta arboles de hasta 4 metros de altura. Tronco bien definido, corto;
ramificacion abundante formando una copa amplia, de hasta 5 metros. Ramas
numerosas que a su vez se ramifican, algo encorvadas, de 6 a 10 centimetros de
diametro, de color verde azulado. Costillas 5 o 6, redondeadas, de 2 a 3
centimetros de alto. Areolas distantes entre si de 1.5 a 3 centimetros, lanosas,
proliferas, a veces creciendo en forma ramificada. Espinas radiales y centrales
muy diferentes. Las radiales generalmente 5, a veces 8 6 9, cortas de 2 a 10
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milimetros de largo y en ocasiones hasta de 3 centimetros, rojizas cuando
jovenes, algo aplanadas o hinchadas de la base. La espina central, muy grande,
en forma de daga, aplanada lateralmente, de 1 a 7 centimetros de largo, de color
negro. Flores en la parte superior de las areolas, pequefias, de 2.5 a 3.5
centimetros de ancho, color verdoso; varias en la misma areola; segmentos del
perianto oblongos, de 1.5 centimetros de longitud, se extienden ampliamente;
estambres numerosos, excertos cuando la flor estd bien abierta; I6bulos del
estigma 3 a 5. Fruto pequefio, de 1 a 2 centimetros de didmetro, globoso hasta
elipsoide, moreno purpdreo, sin espina, comestible. Distribucion: desde
Tamaulipas hasta Oaxaca, abundan en los mezquitales de los estados del centro
de México, especialmente en Querétaro, Hidalgo, Guanajuato, San Luis Potosi;
por el Oeste se extienden hasta Durango, Zacatecas, Jalisco y Michoacan [4]
tomado de [1].

Figura 2. Myrtillocacus geometrizans en su medio natural (fotografia tomada en
Cardonal Hidalgo, Abril 2012)
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2.4 Usos etnobotanicos de Myrtillocactus geometrizans

Segun Casas [7], existen estudios que establecen la gran importancia de
las cactidceas columnares en Mesoamérica, incluyendo a M.geometrizans, de la
cual menciona que los usos de esta especie incluian el consumo de tallos, flores y
frutos, el uso de frutos para la preparacion de bebidas alcohélicas, como forraje, y

COMo cerco Vvivo.

Por otro lado en poblaciones como Zapotitlan Salinas, Puebla y otras en los
estados de: Hidalgo, San Luis Potosi, Querétaro y Guanajuato, los frutos se
consumen como alimento fresco. Mientras que los tallos se utilizan como alimento

forrajero y la planta entera se utiliza como cerco vivo.[8,9,10,11,12].

Estudios ethomédicos de esta especie indican que, en la zona Mixteca de
Oaxaca y en el municipio de Nicolas Flores, Hidalgo se utilizan emplastos de los
tallos contra fracturas y golpes fuertes [13,14].

2.5 Triterpenos y esteroles aislados de Myrtillocactus geometrizans

Los estudios pioneros sobre el contenido quimico de M. geometrizans
fueron desarrollados por Carl Djerassi en 1957 [15]. Estos estudios demostraron
gue esta especie es rica en triterpenos dentro de los que destacan la
longispinogenina, la chichipegenina y los &cidos cochdalico y mirtillogénico.
También se identifico que ésta especie sintetiza gran cantidad de esteroles entre
los que destacan el peniocerol y la macdougallina [1]. Este udltimo con un inusual
metilo en C-14. Con la finalidad de encontrar esteroles con alquilos en C-14 se
realizé el estudio de las raices de otras cactaceas. Los resultados indicaron la
presencia peniocerol en pocas especies del género Peniocereus y del M.

geometrizans.

16



Longispinogenina Acido cochalico

Acido Mirtillogénico Chichipegenina
Figura 3. Algunos triterpenos aislados de Myrtillocactus geometrizans

Peniocerol Macdougallina
Figura 4. Esteroles aislados de Myrtillocactus geometrizans
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2.6 Actividad bioldgica de esteroles y triterpenos aislados de Myrtillocacus

geometrizans

El peniocerol, la macdougallina y la chichipegenina asi como algunos de

sus derivados han sido evaluados en diversos modelos de actividad bioldgica tales

como: regulacién del crecimiento de insectos, actividad antiinflamatoria in vivo,

produccion de Oxido nitrico en macréfagos de raton, actividad mieloperoxidasa

(MPO), proliferacion de lineas celulares de cancer humano y en modelos de

permeabilidad mitocondrial.

Modelo Parametro de | Extractos o compuesto activos
evaluacion

Efectos regulatorios | Efectos Peniocerol, Macdougallina

del crecimiento de | inhibitorios del | Mezcla de Peniocerol y Macdougallina

insectos Spodoptera | crecimiento  del | (1:1)

frugiperda y Tenebrio | insecto Extractos de metanol y CH,Cl.de las

molitor[52] partes aéreas de M. geometrizans

Edema en oreja de | % de inhibicidon | Extractos de hexano, CH,Cl, y MeOH

raton inducido por | del edema de raiz de M. geometrizans

TPA[27] Extractos de hexano y de MeOH de las
partes aéreas de M. geometrizans
Producto bruto de la reacciéon de
hidrélisis del extracto de metanol de
las partes aéreas de M. geometrizans
Los metabolitos secundarios:
Chichipegenina, peniocerol,
macdougallina
Derivados acetilados de:
chichipegenina, peniocerol y
macdougallina

Edema inducido por | % de inhibicion | Chichipegenina,peniocerol

EPP(fenilpropiolato del edema macdougallina

de etilo) [1] Derivados acetilados de:
chichipegenina, peniocerol y
macdougallina

Edema inducido por | % de inhibicién | Peniocerol, macdougallina

carragenina en pata | del edema

de rata[27]
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Produccion de 6xido | Aumento de la | Peniocerol
nitrico en concentracion de
macréfagos de Nitritos

raton[1]

Actividad de la Actividad de | Peniocerol
enzima mieloperoxidasa
mieloperoxidasa[1] evaluada por

densidad 6ptica

Inhibicion de la
proliferacion de
lineas celulares de
cancer humano

% de inhibicién
del crecimiento
de células de
cancer humanas

Peniocerol, macdougallina y derivado
acetilado de chichipegenina.

determinado por el
método de
Sulforrodamina B[27]

Permeabilizacién | Peniocerol
de membrana

mitocondrial

Permeabilidad
mitocondrial [53]

Tabla 1. Evaluacion biologica de peniocerol, macdougallina, chichipegenina y
algunos de sus derivados.

2.7Genotoxicidad de esteroles y triterpenos

Hoy en dia se conoce que varios de los farmacos utilizados en la
quimioterapia, no soélo ejercen su accién citotoxicas en células cancerosas sino

gue también ejercen toxicidad en las células no cancerosas.

Adicionalmente existen numerosos informes a cerca de la formacion de
tumores secundarios como consecuencia del tratamiento de quimioterapia del
tumor primario [16]. Por ejemplo los llamados alcaloides de vinca (vinblastina,
vincristina, vindesina y vinorelbina) actualmente utilizados como farmacos
anticancerosos, en un ensayo in vivo de micronucleos en células de médula 6sea
y sangre periférica de ratdn indujeron la formacién de micronudcleos, a dosis
terapéuticas utilizadas en la clinica (0.01-40 mg/kg) [17]. Otro ejemplo es el
paclitaxel, el cual en el modelo de micronucleos en médula 6sea de ratén a dosis a
partir de 50 mg/kg (dosis cercanas a las terapéuticas) mostré efectos genotoxicas
importantes [18].

19




Por otro lado, existen metabolitos secundarios como la pristimerina un
triterpeno aislado de especies del género Celastrus, el cual en estudios con
ratones desnudos xenotransplantados KBM5-T315I inhibié el crecimiento de los
tumores. Sin embargo también presenté citotoxicidad en médula 6sea [19].

Otro ejemplo son los derivados oxidados del colesterol los llamados
oxiesteroles, como el epoxido de colesterol y el colestanetriol los cuales ejercen
efectos mutagénico sobre el ADN tanto a nivel nuclear como mitocondrial [22].

Sin embargo otros triterpenos tales como los acidos ursoélico y oleandlico
gue a pesar de que inhiben el crecimiento tumoral en etapas como la iniciacién y
la promocién [20] no son mutagénicos. Aun mas redujeron la actividad mutagénica

de la doxorrubicina en ratones Balb/c [21].
2.8 Actividad antiproliferativa de esteroles y triterpenos

En la literatura se encuentran un gran numero de estudios que informan la
induccion, en ensayos in vitro, de efectos antiproliferativos de tritepenos. Un
ejemplo es el triterpeno tubeimosida | aislada de Bolbostemma paniculatum
(Maxim) Fraquet, la cual ejerce efectos citotoxicos en células HelLa a través de la
activacion de las rutas de disfuncion mitocondrial y estrés celular [25,23]. Otro
ejemplo son los triterpenos avicina D y G aislados de la especie Acacia victoria
(Cactaceae). Estos triterpenos inhiben el crecimiento de linfocitos humanos T
mediante la regulacion de proteinas como c-myc, cyclina D1, Bcl2, survivina y
VEGF [23y 24].

Por otro lado, los esteroles también ejercen efectos antiproliferativos en
células de cancer humano. Un ejemplo de ello es el lofenol y sus derivados; los
cuales mostraron actividad inhibitoria del crecimiento en células HCT-15(cancer de
colon), BEL-7402(cancer de higado) y KB (cancer nasofaringeo) [26].

En nuestro caso, en estudios previos hemos demostrado que los esteroles
peniocerol y macdougallina, en el ensayo de sulforrodamida B, mostraron
actividad inhibitoria del crecimiento celular en las lineas celulares HCT-15(cancer
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de colon), PC-3(cancer de prostata), MCF-7(cancer de mama), U-251(cancer de
sistema nervioso), K-562(leucemia) a 48 horas de tratamiento [27].

2.9 Actividad citostéatica de esteroles y triterpenos

La detencién del ciclo celular esta caracterizada por una alta proporcion de
células encontradas en el mismo evento del ciclo celular en un determinado
tiempo. Este arresto del ciclo celular puede ser resultado de la adicion de un
agente o compuesto anticanceroso [28]. Diversos compuestos poseen la
capacidad de detener el ciclo celular en las fases GO/G1,S, G2/M. Un ejemplo de
esto, es la argentatina B, un triterpeno el cual indujo efectos -citostaticos
importantes en el rango de concentraciones entre 5y 25 uM [29]. Otro ejemplo es
el acido ursodlico, el cual ha mostrado efectos citostaticos tempranos en G1 en la
linea celular de cancer de mama MCF-7 [30].

Por otra parte los esteroles también inducen la detencién del ciclo celular.
Un ejemplo de ello es el B-sitosterol, el cual posee la capacidad, en células de
cancer de mama MDA-MB-231, de detener el ciclo celular en la fase G2/M [31].
Aln mas, este mismo compuesto detuvo el ciclo celular en G1 en las mismas
células [32], lo cual parece estar mediado por el estatus de CDK4 vy la ciclina D rio
abajo y P21/Ciply p27/Kipl rio arriba.

Estos resultados sugieren que los esteroles pueden inducir efectos de
detencién del ciclo celular de diversas formas las cuales pueden ser dependientes
de multiples factores celulares. Hoy en dia aun no se conoce con suficiente
profundidad la manera en la que muchos esteroles y triterpenos inducen estos
efectos sobre el ciclo de la célula.

2.10 Actividad apoptotica de esteroles y triterpenos

La apoptosis es un proceso regulado que involucra la activacién de una
cascada de eventos moleculares que derivan en la muerte celular. Se caracteriza
por la reduccién de tamafio de las células asi como los cambios en la distribucién

de la fosfatidilserina de membrana, condensacion de la cromatina y degradacién
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de sus proteinas asociadas, formacion de cuerpos apoptoéticos, etc. La ruta
apoptética involucra la activacion de un grupo de cistein proteasas llamadas
“caspasas” y una cascada compleja de eventos que vinculan el estimulo inicial con

la muerte final de la célula [33].

Muchos estudios in vitro han descrito el potencial pro-apoptético de los
esteroles en varios sistemas celulares. De esta manera algunos compuestos como
los oxiesteroles pueden incrementar los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ERO), inducir la modificacion de las proteinas celulares y alterar varias rutas de
sefializacion y expresion génica [34]. Sin embargo, estudios de relacidn estructura
actividad han demostrado que los oxiesteroles varian de forma importante en su
habilidad para inducir apoptosis y por lo tanto no se ha propuesto un mecanismo
gue explique la actividad de éste tipo de compuestos.

Algunos ejemplos de esteroles con actividad apoptética son el 7f3,25-
dihidroxicolesterol, el cual al ser evaluado en linfocitos indujo efectos
proapoptoticos mediante la reduccion de la actividad de PKC [35]. Otro caso son
los esteroles 7-ketocolesterol y 7(B-hidroxicolesterol, los cuales en las lineas
celulares U937 y MCF-7 indujeron la liberacion del citocromo c¢ caracteristico del
proceso de apoptosis mitocondrial. De esta manera diferentes rutas de apoptosis
pueden ser inducidas dependiendo del oxiesterol o el tipo celular [36].

Por otro lado también se ha visto que diversos triterpenos poseen la
capacidad de induccién de apoptosis en lineas celulares de cancer humano.
Algunos de los triterpenos con mayor capacidad de induccién de estos efectos son
los acidos ursdlico y oleandlico, los cuales se ha visto inducen apoptosis en
células de leucemia y linfoma [37 y 38]. Otro caso de triterpenos inductores de
apoptosis son la pristimerina, la cual mostré6 la activacibn de este proceso
mediante la activacién de caspasa 3 y 9 asi como la activacion de PARP y
desregulacion de BCL-X Bax de forma dependiente de la concentracién en
células U87. De esta manera es importante mencionar que al igual que los
esteroles los triterpenos pueden inducir la activacién de apoptosis dependiendo de

la estructura o tipo celular.
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2.11 Actividad moduladora de NF-kB por esteroles y triterpenos

NF-kB es un factor de transcripcion que regula la expresion de varios
cientos de genes involucrados en muchos procesos fisioldgicos y celulares,
incluyendo las respuestas inmune e inflamatoria, la adhesion celular, la
diferenciacion, la respuesta al estrés oxidante y a la apoptosis [39]. Mas audn, la
actividad de NF-kB se encuentra desregulada en una importante cantidad de
enfermedades humanas, especialmente en aquellas que involucran procesos
inmunes, inflamacién y sobrevivencia celular. Por lo tanto la busqueda de agentes
gue modifiquen la ruta de sefializacion de NF-kB han sido tema de fuerte interés
[40]. De esta manera existen tres tipos de factores que inducen efectos inhibitorios
en NF-kB; estos son inhibidores biomoleculares, los quimicos sintéticos y los
productos naturales [41, 42,43].

De esta ultima dichos inhibidores se dividen en antioxidantes, inhibidores de
IKK y compuestos reactivos a tioles que pueden tener como blanco las etapas de
la sefalizacion de NF-kB [44, 45,46]. Un ejemplo donde se pone de manifiesto la
inhibicién de IKK el esterol guggulsterona aislado de la especie Commiphora
mukul en células del epitelio intestinal [47]. Dicho esterol mostré efectos
inhibitorios de la actividad de la IkB cinasa (IKK) responsable de la activacion del
factor nuclear kB. Otro ejemplo, lo constituye los esteroles de la especie
Ganoderma lucidum, que también mostraron efectos inhibitorios en el proceso de
traslocacion, del dimero de NF-kB al nucleo, en cultivos de células neuronales
[48]. Otro ejemplo como inhibidores de NF-kB a través de IKK es triterpeno
pentaciclico alfa-amirina aislado de la especie Protium kleinnii, el cual mostré
actividad inhibitoria en la degradacién de IkB alfa e inhibicion de la fosforilacién y
translocacion de P65/Rel A en nucleo [49].
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3. HIPOTESIS

A pesar de que los metabolitos secundarios peniocerol, macdougallina y
chichipegenina, aislados de M. geometrizans, no inducen efectos genotéxicos en
células no cancerosas, es posible que induzcan la activacion de procesos

citotoxicos, citostaticos y apoptoticos en células de cancer humano.
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar los mecanismo de accion de las posibles actividades citotoxicas
y genotdxicas de los metabolitos secundarios peniocerol, macdougallina y
chichipegenina, todos aislados de Myrtillocactus geometrizans

4.2 Objetivos Particulares

» Determinar el potencial genotéxico de los esteroles peniocerol,
macdougallina y chihchipegenina por el ensayo de micronucleos en
ertitrocitos de raton cepa CD1

 Determinar el potencial citotoxico de los esteroles peniocerol vy
macdougallina mediante el ensayo de tincién por cristal violeta

» Determinar el potencial citostatico de peniocerol y macdougallina mediante
el ensayo de tincion de ADN con Yoduro de Propidio.

» Determinar el potencial apoptotico de peniocerol y macdougallina mediante
el ensayo de Anexina V y Yoduro de Propidio por citofluorometria

» Determinar el potencial de induccién degradativo de PARP por peniocerol y
macdougallina mediante Western Blot.

24



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Aislamiento de peniocerol, macdougallinay chichipegenina
5.1.1 Colecta

Las partes aéreas y raices de Myrtillocactus geometrizans se colectaron en los
alrededores de los municipios de Actopan y de Ixmiquilpan Hidalgo (20°29'40”N y
99°10'02"W). EI material vegetal se traslad6 al laboratorio para su secado y

procesamiento.

Figura 5. Zona de colecta de Myrtillocactus geometrizans (Fuente: Google Maps.
2015)

5.1.2 Maceracion

La raiz y las partes aéreas se sometieron a un proceso de maceracion, por

separado, con metanol (100%) durante un periodo de 48 horas a temperatura
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ambiente. La destilacion del disolvente a presion reducida, mediante rotavapor,

permitid la obtencion de los extractos respectivos.

PO —wi ()N e BT
). L — ‘: :

Raiz Partes aéreas
Figura 6. Maceracion de raiz y partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans

5.1.3 Separacion

La separacion cromatografica del extracto de metanol se realiz6 mediante
una columna abierta empacada con sdlice (CC) y eluida con mezclas de
disolventes de polaridad ascendente. De esta separacion se obtuvieron diversas
fracciones, las cuales se combinaron con base en sus datos de cromatografia en
placa fina (TLC).

5.1.4 Purificacion de los compuestos presentes en el extracto metanolico

Del extracto de metanol de la raiz se obtuvieron los metabolitos peniocerol y
macdougallina los cuales fueron purificados por cristalizaciones repetidas. Por otro
lado la chichipegenina se obtuvo por la separacién cromatografica, de manera
similar al anterior, del extracto de metanol de las partes aéreas. La evaluacion de
los perfiles cromatograficos se llevo a cabo mediante TLC y el revelado de las

placas se realiz6 con sulfato cérico.
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5.1.5 Identificacion de los compuestos peniocerol, macdougallina y
chichipegenina

La identidad de los metabolitos secundarios se llevé a cabo por la
comparacion de sus datos fisicos y espectroscépicos con aquellos informados en
la literatura[15,54,55]

5.2 Evaluacién de la actividad genotdxica
5.2.1 Animales

Los experimentos se realizaron con ratones de la cepa CD1, los cuales
fueron alimentados y mantenidos en cajas de plastico bajo condiciones
controladas de temperatura (20+ 2°C), humedad relativa de (40-60%) y un
fotoperiodo de (12 horas luz/12 horas obscuridad). El agua y la racion de alimento
comercial (Rodent Lab chow 500®) fue dada ad libitum. La edad promedio de los
animales fue de dos meses con un rango en peso de 20-25 gramos los cuales
fueron adquiridos a través del bioterio de Facultad de Estudios Superiores de
Iztacala, UNAM. Los experimentos realizados fueron llevados en concordancia con
las guias de buen manejo de animales de laboratorio.

5.2.2. Ensayo de micronucleos

Se utilizaron 15 ratones macho con rango de peso entre 20-25 g por
compuesto , los cuales fueron distribuidos de manera uniforme en 3 grupos. Los
compuestos peniocerol, macdougallina y chichipegenina fueron disueltos en
0.3mL de aceite de maiz y administrados de forma intraperitoneal. Los animales
fueron tratados como se describe: grupo 1 (control positivo) recibié 60 mg/kg de
peso de Ciclofosfamida intraperitoneal (Ifoxan, Baxter Oncology Gmb; CAS:3778-
73-2); grupo 2 y 3 recibieron 50 y 100 mg/kg de peso de cada compuesto
respectivamente. La muestra de sangre al tiempo O fue considerado como el
control negativo para cada dosis evaluada. Las dosis fueron seleccionadas
tomando en cuenta la DLsp por el ensayo de Lorke en ratones de la misma cepa
(Bolafios et al., dato no publicado). El ensayo fue llevado a cabo siguiendo los
protocolos estandar segun el protocolo propuesto por G. Krisna [50]. Las muestras
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de sangre fueron tomadas de la vena caudal de cada ratén y las laminillas se
hicieron por triplicado antes y durante la administracion del compuesto (tiempo O,
24, 48 y 72 horas). Las laminillas fueron marcadas con Giemsa (Sigma
Diagnostics) y el radio de eritrocitos policrométicos (EPCs) en relacion a los
eritrocitos normocromaticos (ENCs) fue determinado en 1000 eritrocitos por ratén
con el fin de evaluar la citotoxicidad y la frecuencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPMNs) en 1000 eritrocitos policromaticos por raton (EPCs) fue
registrado como medida de genotoxicidad. Finalmente se utiliz6 el programa
estadistico STATA 11 para determinar diferencias significativas entre los

tratamientos.
5.3 Evaluacién de la actividad citotoxica, citostatica y apoptoética

Para determinar el potencial de induccion de apoptosis de peniocerol,
macdougallina y chichipegenina en primera instancia se llevaron a cabo la
realizacion de curvas de citotoxicidad con las lineas celulares U-251, PC-3, K-562,
HCT-15 y MCF-7 con cada uno de los tres compuestos. Esto se hizo con el fin de
realizar las curvas dosis-respuesta a diferentes intervalos de tiempo vy
concentracion; con el fin de identificar cual de los tres compuestos presentaba la
mayor actividad. El ensayo de citotoxicidad se llevé a cabo por la técnica de cristal

violeta.
5.3.1 Ensayo de Cristal Violeta

Las células fueron sembradas en placas de 48 pozos a una densidad de
2X10* células por cm? en RPMI con rojo fenol suplementado con 10% de SFB,
2mM de L-Glutamina, 100 Ul por mL de penicilina G, 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina y 0.25 ug de anfotericina B. Las lineas celulares cultivadas fueron
mantenidas en una atmdsfera a 5% de CO, y 95% de humedad a 37°C. Al
siguiente dia, concentraciones definidas de peniocerol y macdougallina (10,20,40
y 80 uM) fueron adicionadas. La viabilidad celular fue evaluada a 24 y 48 horas
después del tratamiento con los compuestos. Los metabolitos secundarios fueron

disueltos en DMSO para formar una solucion de reserva (stock) mientras que para
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el control positivo se utilizé Doxorrubicina a concentraciones menores a 1 uM. El
DMSO fue adicionado a los pozos control a la concentracion mas alta en la cual
ningun efecto en el crecimiento celular ha sido observado(<1%). Después de la
incubacion con los compuestos, las células aderidas a los pozos fueron fijadas con
100 pL de Glutaralfehido al 1.1%(peso/vol) e incubadas a temperatura ambiente
por 15 minutos. Posteriormente el sobrenadante fue retirado y las placas fueron
lavadas con agua y se dejaron sacar al aire. Las placas fijadas fueron tefiidas con
100 pL de Cristal Violeta durante 15 minutos para posteriomente ser ser
solubilizada la proteina tefiida con 200uL de acido acético(peso/volumen). Los
valores de la densidad 6ptica fueron leidos en un lector de microplacas con una
longitud de onda de 595 nm. Una curva dosis respuesta fue graficada para cada
compuesto y le IC50 fue estimada usando el programa estadistico STATA 11

mediante una regresion lineal.

Una vez obtenidos los valores de las concentraciones medias
inhibitorias, se procedié a evaluar aquellos compuestos con la mayor actividad
citotéxica mendiante el ensayo de ciclo celular por citofluorometria el cual se

describe a continuacion:
5.3.2 Ensayo de Ciclo Celular

Para llevar a cabo la determinacion del ciclo celular se utilizaron las
lineas celulares en las cuales los compuestos con mayor actividad. Estas fueron
sembradas a una densidad de 1X10° células en platos de cultivo de 100X20 mm 'y
se dejaron adherir durante 24 horas. Después de este tiempo las células fueron
estimuladas con los compuestos mas activos (Peniocerol y Macdougallina) a
concentraciones de 40 y 60 uM durante 24 horas. Después de este tratamiento las
células fueron colectadas con tripsina y centrifugadas por cinco minutos a 1500
rpom. Posteriormente el pellet formado en la centrifugacién fue resuspendido en
PBS (pH=7.4) y de nuevo centrifugado por cinco minutos a 1500 rpm. Una vez
centrifugado se aspird el sobrenadante y las células fueron fijadas con 70% de
metanol a 4°C durante 24 h. Una vez pasado este tiempo, las células se volvieron
a centrifugar y se elimind el sobrenadante del Metanol y el pellet se lavé con PBS.
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Una vez lavado el pellet, se vuelve a centrifugar y resuspender de nuevo
en PBS para marcar el ADN con 5 pg/mL de yoduro de propidio. El analisis de
ciclo celular fue hecho utilizando un citometro FACScan y el software CELLQuest
software.El perfil del ciclo celular fue obtenido analizando 10 000 eventos usando

el mismo software.

Analizado el ciclo celular se procedié a evaluar el potencial de induccion
de apoptosis, para lo cual se siguio la siguiente metodologia:

5.3.3 Ensayo de Apoptosis con AnexinaVy IP

Para medir apoptosis en las lineas celulares seleccionadas, se utilizo el
ensayo de apoptosis por citofluorometria utilizando los marcadores de muerte
apoptética Anexina V y IP. Este ensayo fue utilizado debido a que tiene la
capacidad de medir la cantidad de células en apoptosis por medio de la unién de
la Anexina V con la fosfatidilserina expuesta en la superficie celular de las células
mientras que el Yoduro de propidio se une al material genético de las células que
se encuentran en este proceso. De esta manera 2X10° células en 7 mL de medio
fueron sembradas en cajas Petri grandes y se dejaron durante 24 para que se
adhirieran dichas células a la caja. Después de este proceso las células fueron
tratadas con 40 y 60 uM de peniocerol y la misma proporciéon de macdougallina en
células HCT-15 y MCF-7. Al final del tratamiento, las células adherentes y no
adherentes fueron colectadas y lavadas dos veces con PBS para ser
resuspendidas en la solucibn de marcado que contiene 10 milimolar de
Hepes/NaOH, pH 7.4, 140 milimolar de NaCl , 5 milimolar de CaCl,, 20ul del
reactivo de Annexina-V-Fluos (Roche) y 20ul de la solucion de Yoduro de Propidio
( concentracién de 50 ug/mL). Una vez marcadas las células con la solucion, estas
fueron incubadas durante 15 minutos en obscuridad para posteriormente ser
leidas en el citbmetro FACScan usando el software CELLQuest.El perfil del ciclo
celular fue obtenido analizando 10 000 eventos mediante el uso de gréaficas de
puntos (dot plots) de la dispersion frontal de luz (FSC) contra la dispersion lateral
(SSC) para posteriomente relacionar los parametros FL1-H(Fluorescencia verde)
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contra FL2- H(Fluorescencia roja). Con base a estos resultados se identificaron
eventos de tipo apoptético asi como eventos de tipo necrotico celulares.

Finalmente, como una prueba comprobatoria del potencial apoptético de
los compuestos evaluados en apoptosis y en ciclo celular, se evalu6 la
fragmentacion de PARP(Poli-ADP-Ribosa Polimerasa) debido a que es uno de los
eventos indicativos de muerte apoptética tardia. Para llevar a cabo dicha
evaluacion se utilizé el andlisis del Western Blot con el fin de identificar los
patrones de fragmentacion de dicha proteina, el cual se describe a continuacion:

5.3.4 Ensayo de Western Blot

Las células HCT-15 y MCF-7 fueron tratadas con 40 uM de peniocerol y
la misma proporcién de Macdougallina durante 12, 24 y 36 h para posteriormente
ser lisadas en un buffer que contiene 50mM de HEPES(pH 7.4), 1ImM de EDTA,
250 mM de NacCl, 1% de Nonidet P-40, 10 mM NaF, 1 mM de vanadato de sodio y
una mezcla inhibidora de proteasas. Treinta microgramos de proteina fueron
corridos en un gel de SDS-PAGE vy posteriormente transferidos a una membrana
PVDF. La membrana fue incubada con 5% de leche descremada deshidratada
para bloguear las uniones proteinicas no especificas para después incubarse con
los anticuerpos primarios a temperatura ambiente durante toda la noche. Los
anticuerpos humanos para PARP-1, a-tubulina y B-actina fueron utilizados como
anticuerpos primarios. Los anticuerpos secundarios (anti-ratén) fueron utilizados
como anticuerpos secundarios. La quimioluminiscencia fue visualizada por medio

de la exposicion a una pelicula marca Kodak.
5.4 Andlisis estadisticos

Todos los resultados fueron analizados y presentados como la media +
la desviacion estandar de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticas fueron determinadas usando la “t” de student con la ayuda del
software estadistico STATA 11 (version 11.1). Todas las comparaciones fueron
hechas con relacién a los controles no tratados. Una diferencia estadistica fue
considerada a *p<0.05.
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6. RESULTADOS
6.1 Aislamiento de Peniocerol, Macdougallina'y Chichipegenina

La raiz y partes aéreas de Myrtillocactus geometrizans, fueron colectadas
en el estado de Hidalgo dentro de los municipios de Ixmiquilpan y Actopan durante
el periodo de verano del 2008 y 2009. Cada una de las partes fue extraida por
separado con metanol. A partir del extracto metandlico de raiz se llevé a cabo la
separacion por columna cromatografica de la cual se obtuvieron 169 fracciones.
De estas fracciones se obtuvieron diversos precipitados, dentro de los que se
encontré que uno de estos mostraba el mismo factor de corrimiento (rf) que el
informado para peniocerol. De esta manera por cristalizacion se obtuvo el
compuesto puro, el cual fue caracterizado por técnicas espectroscopicas y
espectrométricas (IR, RMN'H, RMN 'C, EM y Difraccién de Rayos X, etc.)
(ANEXOS).

Los resultados de los analisis espectroscépicos de este compuesto mostraron IR,
Vmax 3375. 2951, 2869,1465,1376,1129,1048 cm™. *H RMN (CDCI3 300 MHz) &
0.60 (3H,s, H-18), 0.86 (3H,d,J=6.5 Hz, H-26), 0.87 (3H, d, J=6.5Hz, H-27), 0.88
(2H,m,H2-23), 0.91 (3H,d,J=6.5 Hz,H-26), 0.87 (3H, d, J=6.5Hz, H-27), 0.88
(2H,m,H2-23), 0.91 (3H,d,J=6.6 Hz,H-21), 0.95 (2H,m,H2-22), 0.97(3H,s,H-19),
1.10(2H,m,H2-24), 1.12 (2H,m,H2-12), 1.39(1H,m,H-20), 1.14 (1H,m,H-17),1.29
(2H,m,H2-16),1.32 (2H,m,H2-12), 1.39 (1H,m,H-5), 1.48 (1H,m,H-25), .69
(2H,m,H2-1), 1.83(2H,m,H2-2), 2.06(2H,m,H-11),2.16 (1H,m,H-4a), 2.20 (1H,m,H-
14),2.22 (1H,m,H-4b),2.38 (2H,m,H2-7), 3.61 (1H,m,H-3), 3.72 (1H,m,H-6).
13C RMN (CDCI3, 75 MHz) & 11.208 (C-18), 18.725 (C-21),18.958 (C-19), 22.527
(C-26), 22.717 (C-11), 22.790 (C-27),23.838 (C-15), 23.897 (C-23), 27.990 (C-25),
28.704 (C-16), 30.991 (C-2), 31.982 (C-4), 35.478(C-1), 36.105 (C-22), 36.221 (C-
20), 36.731 (C-12), 37.707 (C-10),37.794 (C-7), 39.484 (C-24), 42.048 (C-13),
47.628 (C-5), 51.488 (C-14), 54.824(C-17), 67.600 (C-6), 71.213 (C-3), 126.512
(C-8), 135.049 (C-9). IEEM m/z 402 (100), 387(42),289 (14), 271 (21), 253 (10),
247(83), 229(22), 211(13). La comparacién de los datos fisicos y espectroscépicos

permiti6 identificar a este compuesto como peniocerol, segun los valores
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reportados en la literatura por Djerassi et al [55]. De manera adicional se obtuvo
dicho compuesto con la pureza suficiente para su analisis por difraccion de rayos x
(Figura 4), el cual hasta el momento no se ha informado en la literatura.

Figura 7. Estructura del cristal de peniocerol obtenida por difraccién de rayos X.

Por otro lado al llevar a cabo la cristalizacién lenta de las aguas madre de
peniocerol, se obtuvo un solido blanco amorfo con un punto de fusion de 122-124
°C. Los resultados de los analisis espectroscépicos de este compuesto mostraron
IR, Vimax 3375, 2951,2869,1465, 1376,1129,1048 cm-1. *H RMN & 0.69 (3H,s,H-18),
0.85 (3H,d,J=6.5 Hz,H-26), 0.88 (3H,d,j=6.5 Hz, H-27), 0.912 (3H,d,J=6.6 Hz,H-
21), 0.97 (3H,s,H-19), 0.99 (2H,m,H2-23), 1.21 (1H,m,H-4a), 1.22 (2H,m,H2-
22),1.26 (1H,m,H-7b), 1.30 (2H,m,H2-16),1.32 (1H,m,H-5),1.33 (1H,m,H-22),1.4
(2H,m,H2-12), 1.46 (1H,m,H-2a), 1.66 (1H,m,H-15a), 1.68 (2H,m,H2-1),1.69
(1H,m,H-25),1.70  (1H,m,H-15b),1.80(3H,s,H-28),1.81  (1H,m,H-2b),  2.03
(2H,m,H2-11), 2.09 (1H,m,H-17),2.16 (1H,m,H-4), 2.22 (1H,m,H-4b), 2.39
(2H,m,H2-24), 3.61 (1H,m,H-3), 3.8 (1H,m,H-6).*C RMN (75 MHz,CDCls;) &
15.703 (C-18), 18.325 (C-21), 18.735 (C-19), 21.767 (C-11), 22.528 (C-26), 22.807
(C-27), 24.096 (C-23), 24.345 (C-28), 27.992 (C-25), 28.138 (C-16), 30.775 (C-15),
30.892 (C-2), 31.024 (C-7), 32.034 (C-4), 35.374 (C-1), 36.033 (C-22), 36.443 (C-
12 y C-20, no distinguibles), 37.732 (C-10), 39.504 (C-24),44.528 (C-13), 47.736
(C-5), 49.610 (C-14), 50.431 (C-17), 67.641 (C-6), 71.171 (C-3), 133.097 (C-8),
133.625 (C-9). IEEM m/z 416, 401, 387,365,261. La comparacion de los datos
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fisicos y espectroscépicos permitid6 identificar a este compuesto como
Macdougallina, segun los valores reportados en la literatura por Djerassi et al [54].

Posterior al aislamiento anterior, se llevdo a cabo el aislamiento de un
triterpeno a partir del extracto metandlico de las partes aéreas de la planta
colectada. Una vez obtenido dicho extracto se procedié con la separaciéon por
cromatografia en columna de la cual se obtuvieron 136 fracciones y una serie de
precipitados de color blanco y amarillo. De estos, los obtenidos en la polaridad
Hexano: Acetato de Etilo (8:2) fueron combinados con base a la TLC y mediante
cristalizaciones sucesivas con hexano se obtuvo un precipitado blanco el cual
mostré un punto de fusién de 278-280° C. Dicho precipitado se analizé por medio
de las técnicas espectroscopicos y espectrométricas; presentando los siguientes
datos: IR, vmax 3610, 3370, 1650, 1290, 1260, 1190, 1160, 1100,1060,1040, 1005,
925 cm™. 'HRMN (CDCI3, 300 MHz) & 0.72 (1H,m,H-5), 0.78 (3H,s,H-24),0.93
(3H,s,H-25), 0.95 (6H,s,H-29) y H-30), 0.98 (iH,m,H-13), 0.99 (3H,s,H-23),
1.00(3H,s,H-26), 1.05 (1H,m,H-19), 1.24 (3H,s,H-27), 1.32 (1H,m,H-7a), 1.34
(1H,m,H-15a), 1.42(1H,m,H-6a), 1.52 (1H,m,H-9), 1.54 (1H,m,H-15b), 1.55
(1H,m,H-6b), 1.56 (1H,m,H-21a), 1.58 (2H,m,H»-2), 1.61 (1H,m,H-1b), 1.67
(1H,m,H-21b), 1.73 (1H,m,H-19b), 1.75 (1H,m,H-7b), 1.88 (2H,m,H»-11), 2.32
(1H,dd,J=14.0, 4.5 Hz, H-18), 3.17 (1H,m,H-3), 3.52, 4.08 (2H, Abq, Jas=11.5 Hz,
H,-28), 4.19(1H,dd, J=13.0, 4.5 Hz, H-22), 4.64 (1H,dd,J=12.0, 5.5 Hz, H-16), 5.28
(1H, t-like,H-12). ** C RMN (CDCls, 125 MHz) & 14.95 (C-25), 15.18 (C-24),
16.12 (C-26), 17.74 (C-6), 22.93 (C-11), 24.34(C-30), 26.59(C-2), 26.77 (C-27),
27.62 (C-23), 31.83 (C-15), 31.84 (C-20), 32.70 (C-29), 34.43 (C-7), 36.19 (C-10),
38.06 (C-1), 38.20 (C-8), 39.34 (C-4), 41.83 (C-14), 41.99 (C-21), 42.91(C-18),
43.46 (C-17),45.11 (C-9), 54.58(C-5), 62.39(C-28), 66.48 (C-16), 71.54 (C-22),
77.75 (C-3), 122.63(C-12), 141.20 (C-13). IEEM m/z 456 (14) [M*], 438 (50), 248
(28), 217(100), 199 (45), 173 (28). De esta manera la comparacion de los datos
fisicos y espectroscépicos permitid6 identificar a este compuesto como

chichipegenina, segun los valores reportados en la literatura por Djerassi et al [3].
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Compuesto Peniocerol Macdougallina Chichipegenina
Formula molecular | C27H4602 CasH4s02 C30H5004

Peso molecular 402.64 g/mol 416.6 g/mol 474.6 g/mol
Rendimiento 0.09 % 0.07 % 0.06%

Punto de fusion 160-165°C 170-174°C 278-280°C

Tabla 2. Caracteristicas de los compuestos aislados de M. geometrizans

6.2 Evaluacion de la actividad genotdxica de Peniocerol, Macdougallina y
Chichipegenina

Se evalué la actividad genotoxica de los compuestos peniocerol,
macdougallina y chichipegenina en sangre periférica de ratones de la cepa CD-1
mediante el ensayo de micronucleos. El analisis de los promedios de las
frecuencias de microndcleos de cada uno de los tres compuestos, se encuentran

en las tablas 2, 3y 4.

Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo
(mg/kg) 0 24 48 72
Peniocerol 0 3.0+1.0 3.3+0.33 3.3+0.33 3.3+0.33
50 3.6+0.57 3.6+0.88 3.6+0.33 3.0+0.57
100 3.6+0.57 4.6+1.85 4.0+0.01 4.0+0.02
Ciclofosfamida 60 3.6+0.57 5.3+0.57* | 5.3+0.0.57* | 6.0+1.15*

Tabla 3. Frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) en
1000 eritrocitos policromaticos en sangre periférica de raton CD1 tratados
intraperitonealmente con Peniocerol(n=3). Los datos se presentan como el
promedio + desviacion estandar. Los valores marcados con (*) indican diferencias

estadisticas significativas con respecto al testigo (p>0.05)
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Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo
(mg/kg) 0 24 48 72
Macdougallina 0 3.3+0.57 3.6+0.57 3.6+0.57 3.3+1.52
50 3.6+0.57 3.6+0.57 4.3+0.57 3.3+0.57
100 3.6+0.57 4.0+1.73 3.6+0.57 3.6+0.57
Ciclofosfamida 60 3.6+0.57 5.3+0.57* | 5.3+0.0.57* | 6.0+1.15*

Tabla 4. Frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) en
1000 eritrocitos policromaticos en sangre periférica de raton CD1 tratados
intraperitonealmente con Macdougallina (n=3). Los datos se presentan como el
promedio + desviacion estandar. Los valores marcados con (*) indican diferencias

estadisticas significativas con respecto al testigo (p>0.05)

Tratamiento Dosis Tiempo de muestreo
(mg/kg) 0 24 48 72
Chichipegenina 0 3.6+0.57 3.3+0.57 4.0+0.01 4.0+0.10
50 4.0+1.0 3.6+0.57 | 4.3+0.0.57 | 3.6+0.57
100 4.3+0.57 4.0+1.0 4.3+0.01 4.0+1.0
Ciclofosfamida 60 3.6+0.57 5.3+0.57* | 5.3+0.0.57* | 6.0+1.15*

Tabla 5. Frecuencia de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) en
1000 eritrocitos policromaticos en sangre periférica de raton CD1 tratados
intraperitonealmente con Chichipegenina (n=3). Los datos se presentan como el
promedio + desviacion estandar. Los valores marcados con (*) indican diferencias

estadisticas significativas con respecto al testigo (p>0.05)

Como se puede observar en las tablas 2,3 y 4, ninguno de los compuestos
de prueba indujo un incremento en la frecuencia de micronucleos en los eritrocitos
de sangre periférica. Esto indica que ninguno de ellos es capaz de provocar dafio
directo al ADN al menos por eventos de tipo clastogénicos ni aneugénicos.
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6.3 Evaluacion de la actividad citotoxica, citostatica y apoptética
6.3.1 Evaluacion de la actividad citotoxica

Para evaluar la actividad citotbxica de los compuestos peniocerol,
macdougallina y chichipegenina se llevd a cabo la obtencion de curvas
concentracion respuesta a 24 y 48 horas en algunas de las lineas celulares donde
los compuestos peniocerol y macdougallina habian presentado importante
actividad en el ensayo de Sulforodamida evaluadas previamente por nuestro grupo
(HCT-15 y MCF-7) (Tabla 5y 6)

Linea celular 24h 48h
HCT-15 4142 28+6
MCF-7 48+4 21+4

Doxorrubicina 3+3 2+2

Tabla 6. Actividad de inhibicién del crecimiento celular(ICsp) 24 y 48 horas después
del tratamiento con peniocerol. Los valores presentados son el promedio de 3
experimentos independientes hechos por triplicado cada uno + D.E.

Linea celular 24h 48h
HCT-15 37+5 33+4
MCF-7 31+3 28+5

Doxorrubicina 4+3 3+2

Tabla 7. Actividad de inhibiciébn del crecimiento celular(ICso) a 24 y 48 horas
después del tratamiento con macdougallina. Los valores presentados son el
promedio de 3 experimentos independientes hechos por triplicado cada uno + D.E.

Los resultados mostraron que peniocerol y macdougallina inducen efectos
de disminucion de la viabilidad celular, los cuales fueron mayores en la linea
celular HCT-15 en el caso de peniocerol y en MCF-7 en el caso de macdougallina
a las 24 horas. Sin embargo a las 48 horas solamente peniocerol mostré6 mayor
actividad en la linea celular MCF-7, lo cual puede explicarse en parte por las

diferencias en el tiempo de crecimiento celular de ambas lineas.
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Por otro lado los resultados del tratamiento con chichipegenina en las lineas
celulares HCT-15 y MCF-7 no mostr6 ningun efecto de disminucién del
crecimiento celular; por lo que se decidid solamente hacer la evaluacion con
peniocerol y macdougallina en los ensayos de detencion del ciclo celular y de
apoptosis.

6.3.2 Evaluacion de la actividad citostatica

Para evaluar la actividad citostatica se llevd a cabo un andlisis de la
distribucion del ciclo celular después del tratamiento durante 24 horas con
peniocerol y macdougallina a la concentracion de 40 yM y 60uM de ambos
compuestos (Tabla 7 y Figura 5)
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Fase del Ciclo Celular (%)
Compuesto HCT-15 MCF-7
Gl S G2/M Gl S G2/M
Control (DMSO)
24 h 52+8 20+3 28+4 59+7 16+4 25+6
Peniocerol
40 uM 79+12* 12+4* 9+6* 75+10* 9+5* 16+4*
60 uM 84+7* 7+4* 9+6* 78+7* 1+4* 15+7*
Macdougallin
40 uM 71+7* 9+2* 20+7 79+9* 12+3 9+5*
60 uM 67+10* 11+2* 22+10 80+8* 10+2 9+3*
Timidina
2mM 79+7* 14+4 7+5* 70+9* 17+6* 13+6*
Nocodazol
100ng/mL 1+4* 13+7 82+9* 4+1* 4+1* 92+10*

Tabla 8. Efectos de Peniocerol y macdougallina sobre la distribucion del ciclo

celular en las células HCT-15 y MCF-7. Los valores fueron expresados como la

media+ D.E. de tres experimentos independientes hechos en triplicado cada uno.

Las células no tratadas fueron usadas como control.(*)Significancia estadistica con

relacion al grupo no tratado(p<0.05)

39




HCT-15

Control Peniocerol 40uM Peniocerol 60uM

130
150
150

120
1

120
1

120
1

a0
1

a0
1

Counts
Counts

[:11]
1
60
1

30

200 400 600 800 1000 0 00 400 GO0 B00 1000 200 400 GO0 200 1000
FL2-A FL2-4 FL2-A

(=

Macdougallina 40pM Macdougallina 60uM

150
150

an 120
1
an 120
1

Counts
60
Counts

0 200 400 60O 200 1000 0 200 400 60O 200 1000
FLz-A FL2-A

Figura 8. Efectos sobre la distribucién del ciclo celular inducidos por Peniocerol y
Macdougallina sobre HCT-15 a 24 h.
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Figura 9. Efectos sobre la distribucién del ciclo celular inducidos por Peniocerol y
Macdougallina sobre MCF-7 a 24 h.

41



Los resultados de este experimento mostraron que peniocerol y
macdougallina inducen un incremento en el porcentaje de células en la fase Go/G;
en ambas lineas celulares el cual es estadisticamente diferente al control no
tratado. Sin embargo aunque fueron utilizadas dos concentraciones diferentes
ninguna diferencia significativa fue encontrada entre ambas después del
tratamiento con cada uno de los compuestos en ambas lineas celulares. Esto
puede indicar que el efecto inducido por los compuestos sobre cada una de las
fases del ciclo celular no depende de la dosis.

6.3.3 Evaluacion de la actividad apoptotica

Para evaluar si el efecto citostatico se encontraba ralacionado con eventos
de tipo apoptotico las células HCT-15 fueron incubadas con Peniocerol y
Macdougallina a 40 uM durante 24 horas(Tabla 8 y Figura 6).

Tratamiento

Porcentaje de Apoptosis (%)

A. Control, HCT-15

90 + 1 % (-A/-IP)
7 +3 % (+Al-IP)

B. Peniocerol 40uM

48 + 5 % (-A/-IP)
52 + 5 % (+A/-IP)

C. Macdougallin 40uM

22 + 2% (-Al-IP)

73 + 5 % (+A/-IP)

Tabla 9. Porcentaje de apoptosis inducida por Peniocerol o Macdougallina en
células HCT-15 a 24 h.(-A/-IP) Anexina V negativa/Yoduro de Propidio negativo,
(+A/-IP) Anexina V positiva/Yoduro de Propidio negativo. Los valores representan
la media + desviacion estandar de tres experimentos independientes hechos por
triplicado (n=9)
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HCT-15
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Figura 10. Graficas representativas de puntos (dot plots) de las células HCT-15
tratadas con Peniocerol y Macdougallina a 40 yM. EIl cuadrante inferior izquierdo
representa las células (-A/-IP) Anexina V negativa/Yoduro de Propidio
negativo(viables), el cuadrante inferior derecho (+A/-IP) Anexina V positiva
/Yoduro de Propidio negativo (apoptosis temprana), el cuadrante superior derecho
(-A/+IP) Anexina V negativa /Yoduro de Propidio positivo (apoptosis tardia) y el
cuadrante superior izquierdo (+A/+IP) Anexina V positiva /Yoduro de Propidio
positivo (necrosis).

Sin embargo para el caso de la linea celular MCF-7, se observo
previamente que a 24 h las células no mostraban ningin cambio morfolégico
visible en el microscopio; se decidié hacer la evaluacién a 48 horas.( Tabla 9 y
Figura 7).
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Tratamiento Porcentaje de Apoptosis (%)
D. Control, MCF-7 88 £ 3% (-A/-IP)
11 + 3 % (+A/-IP)
E. Peniocerol 40uM 16 + 2 % (-A/-IP)
83 £ 2 % (+A/-IP)
F. Macdougallin 40uM 33 £3 % (-A/-IP)
66 + 3 % (+A/-IP)

Tabla 10. Porcentaje de apoptosis inducida por Peniocerol o Macdougallina en
células MCF-7 a 48 h.(-A/-IP) Anexina V negativa/Yoduro de Propidio negativo,
(+A/-IP) Anexina V positiva/Yoduro de Propidio negativo. Los valores representan
la media + Desviacién Estandar de tres experimentos independientes hechos por
triplicado (n=9)

MCF-7
Control Peniocerol 40 uM Macdougallina 40 yM

T v B}
T 21
EE ] 0 ]
" 23
Feu ;N ]

d= o
2 ES
24 ey I'I',_
e = .
- 2, i
e e "0 b 1 10 1t o

FL1-H

Figura 11. Graficas representativas de puntos (dot plots) de las células MCF-7
tratadas con Peniocerol y Macdougallina a 40 uM. El cuadrante inferior izquierdo
representa las células (-A/-IP) Anexina V negativa/Yoduro de Propidio
negativo(viables), el cuadrante inferior derecho (+A/-IP) Anexina V positiva
/Yoduro de Propidio negativo (apoptosis temprana), el cuadrante superior derecho
(-A/+IP) Anexina V negativa /Yoduro de Propidio positivo (apoptosis tardia) y el
cuadrante superior izquierdo (+A/+IP) Anexina V positiva /Yoduro de Propidio
positivo (necrosis).
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Los resultados de este experimento mostraron que los compuestos
peniocerol y macdougallina presentan induccion de apoptosis a las mismas
concentraciones y tiempos evaluados. Sin embargo en dichas actividades existe
diferencias importantes en la capacidad de macdougallina en relacion a
peniocerol, el cual es 1.4 veces mayor en su capacidad de induccion de apoptosis
en la linea celular HCT-15 mientras que en la linea celular MCF-7 peniocerol
presentd 1.2 veces mas capacidad de induccién de apoptosis que macdougallina.
Este fenomeno es de gran interés ya que entre los dos compuestos solo existe
una diferencia estructural que es la presencia de un metilo(CHs), el cual puede
estar participando en las diferencias de actividad biolégica entre los dos.

6.3.4 Evaluacién de la activacion de PARP(Poli-ADP-Ribosa-Polimerasa)

Con el fin de llevar a cabo una prueba confirmatoria para identificar si el
mecanismo de induccién de apoptosis concluye hasta sus fases finales, se llevo a
cabo la determinacion de corte de PARP mediante western blot a 12, 24,36 h en la
linea celular HCT-15(Figura 8)

HCT-15
Peniocerol 40uM Macdougallina 40uM
CTR 12 24 36 h CTR 12 24 36 h
PARP PARP
— — — cortado — N— cortado

“ a- tubulina l — a- tubulina
CEDGEPEEDEERP 0 I e A0l 16

Figura 12. Western Blots de las células HCT-15 tratadas con Peniocerol y
Macdougallina durante 12,24 y 36 h.

Asi mismo se llevd a cabo corte de PARP mediante western blot a 12, 24,36 h en
la linea celular MCF-7 (Figura 9)
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Figura 13. Western Blots de las células MCF-7 tratadas con Peniocerol y
Macdougallina durante 12,24 y 36 h.

Los resultados de este experimento mostraron que tanto peniocerol como
macdougallina tienen la capacidad de inducir corte de PARP a la concentracion de
40 uM en ambas lineas celulares caracteristica del proceso de apoptosis tardia.
Dicha actividad presenta un comportamiento dependiente del tiempo en la linea
celular HCT-15, mientras que en la linea celular MCF-7 solo se observa la
aparcicion de esta fragmentacion hasta las 36 h. Este fendmeno puede explicarse
en parte por las diferencias de susceptibilidad entre las dos lineas celulares, la
cual es mas evidente en las células HCT-15 ya que ambos compuestos presentan

similitudes en los patrones de fragmentacion en las lineas evaluadas.
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7. DISCUSION

La apoptosis juega un papel importante en mantener la homeostasis de los
tejidos mediante la eliminacion selectiva de células no viables o por exceso de
ellas. Hoy en dia, se conoce que farmacos utilizados en la clinica como el
eteposido, cisplatino y pacliatexel inducen apoptosis en las células cancerosas.
Tomando en cuenta lo anterior se ha reconocido que la apoptosis de las células

cancerosas es un mecanismo importante en el tratamiento del cancer.

En los afios recientes, varios estudios realizados in vitro han demostrado
que los efectos citotoxicos de varios esteroles son mediados por apoptosis. De
acuerdo con estas observaciones nuestros resultados de experimentos de doble
tincion con Anexina V y Yoduro de propidio indican que también el peniocerol y la

macdougalina inducen la muerte celular mediante apoptosis.

Por otro lado, es conocido que la enzima PARP es un sustrato para ciertas
caspasas las cuales se activan en las etapas tempranas de la apoptosis, por lo
tanto la deteccion de fragmentos de PARP sirve como marcador de procesos de
apoptosis. Nuestros resultados mostraron que los estroles peniocerol y
macdougalina inducen la fragmentacion de PARP en las lineas celiulares HCT-15
y MCF-7. Estos resultados indican claramente que los esteroles peniocerol y

macdougalina inducen la muerte celular por via de la apoptosis.

Adicionalmente tanto el peniocerol como la macdougalina inducen un
arresto, en las fases Go/G1, del ciclo celular en las lineas HCT-15 y MCF-7. Este
resultado sugiere que estos metabolitos secundarios podrian ser Utiles contra el

crecimiento celular del cancer.

Cabe sefialar que la Unica diferencia estructural entre el peniocerol y la
macdougalina es que ésta Ultima presenta un metilo en C-14. Sin embargo, dado
gue estos dos esteroles presentan las mismas actividades biolégicas entonces la
presencia de un metilo en C-14 en la estructura de la macdougalina no es

relevante para sus actividades biologicas.
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Varios estudios han demostrado que los llamados fitoesteroles promueven
la apoptosis, asi se ha demostrado que el B-sitosterol a una dosis de 16 pM
incremento la apoptosis en células de cancer de prostata. De manera similar el
mismo efecto se ha observado en células de leucemia tratadas con diferentes

concentraciones de p-sitosterol durante 72 horas.

También se ha demostrado que el incremento de la actividad de la caspasa
3 es el mecanismo por el cual el p-sitosterol promueve la apoptosis. Aunque no
mostramos el mecanismo exacto en que el peniocerol y la macdougalina inducen
la apoptosis, existe la posibilidad de que estos esteroles actuen bajo el mismo

mecanismo que el (-sitosterol.

Dado que la mayoria de los farmacos citotéxicos hoy utilizados en la clinica
son genotoéxicos seria adecuado que se encontrara que no lo fuese. Nuestros
resultados de la administracién del peniocerol y macdougalina por separado a
ratones de la cepa CD1 a las dosis y tiempos evaluados produjeron frecuencias de
Eritrocitos Policromaticos Micronucleados (EPCMN) las cuales no fueron
significativas con los rangos basales del control (1-4 por cada 1000 EPC). Estos
resultados indicaron que estos tres metabolitos secundarios no presentan
evidencia de genotoxicidad ya que no incementaron la fecuencia de EPCMN a
ninguna de las dosis evaluadas. Futuras investigaciones en las cuales se utilicen
otros métodos de deteccion de sustancias genotoxicas es posible que revelen el
potencial inocuo de dichos compuestos.

Tomando en cuenta todo lo anterior es posible concluir que peniocerol y
macdougallina emergen como buenos candidatos para ser desarrollados para

obtener agentes antiproliferativos mas efectivos en la terapia contra el cancer.
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8. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos se puede determinar lo siguiente:

Los metabolitos secundarios peniocerol, macdougallina y chichipegenina
fueron ser aislados de la especie Myrtillocactus geometrizans con
rendimientos de hasta 0.09% (peniocerol)

Estos metabolitos secundarios no presentan evidencia de producir
alteraciones al material genético de la célula al menos por dafios de tipo
aneugénico y clastogénico

Los esteroles Peniocerol y Macdougallina inducen efectos antiproliferativos
en las lineas celulares HCT-15 y MCF-7 mientras que chichipegenina no
presento ningun efecto en ninguno de los ensayos de citotoxicidad

El efecto antiproliferativo de peniocerol y macdougallina esta relacionado
con la detencion del ciclo celular principalmente en la etapa G1.

Posterior a la detencion del ciclo celular los compuestos peniocerol y
macdougallina inducen la activacion del proceso de apoptosis, el cual
comienza con la aparicion de marcadores de muerte temprana de Anexina
V +/IP- para terminar con la fragmentacion de PARP caracteristico de la
muerte celular apoptética tardia

Los experimentos realizados en la presente tesis son la base para la
realizacion de futuros experimentos tanto in vitro como in vivo, los cuales
también servirdn para el desarrollo de futuros tratamientos en los que

existan desordenes en la proliferaciéon celular.
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Objective. To explore the effect of peniocerol and macdougallin on HCT-15 and MCF-7 cells proliferation, cell cycle, apoptosis, and
PARP cleavage. Methods. HCT-15 and MCF-7 cells were treated with various concentrations of peniocerol and macdougallin (10-
80 uM) during 24 or 48 h. Crystal Violet Assay was used to evaluate the inhibition effect. Cell cycle regulation was examined by a
propidium iodide method. Cell apoptosis was detected through both Annexin-V FLUOS/PI double-labeled cytometry assays and
Western blot was applied to assess PARP cleavage. Results. Peniocerol and macdougallin induced growth inhibition and apoptosis
in vitro in a time- and dose-dependent manner. Moreover, peniocerol and macdougallin induced arrest of cell cycle-dependent
manner and increased the proportion of cells in G,/G; phase. PARP cleavage in HCT-15 and MCF-7 cells was induced by treatment
with peniocerol and macdougallin after 36 hours. Conclusions. Our results showed that the mechanism of cytotoxicity displayed by
peniocerol and macdougallin is related to cell cycle arrest and apoptosis in both cell lines. This is a significant observation because
it helps to understand the way some oxysterols isolated from Myrtillocactus geometrizans develop their biological activities against

cancer cells.

1. Introduction

Cholesterol (1), the main sterol in animals, has been asso-
ciated with atherosclerosis, while the phytosterols, sterols
synthesized by plants, have been proven to reduce serum
cholesterol levels, decreasing cardiovascular risk [1].Th e most
abundant phytosterols are f3-sitosterol (2) and campesterol;
stigmasterol and brassicasterol are less common. Cholesterol
and phytosterols both have a steroid nucleus and a hydroxyl
at C-3. However, due to the presence of a double bond
between C-5 and C-6, sterols can undergo oxidative processes
[2]. In contrast, plant stanols do not have this double bond
and are unlikely to oxidize. Nevertheless, the only structural
difference between cholesterol and phytosterols resides in
the side chain located in C-17. Compared to cholesterol,
phytosterols have different substitutions in C-24[ 2].Th ese

structural differences could account for their quite different
biological activities. The oxidation of the C5-C6 double bond,
or of those in other positions in the steroid ring or side
chain of sterols, results in the formation of oxysterols or
sterol oxidation products (SOPs). In the case of cholesterol
oxidation, the resulting products are usually named COPs
(cholesterol oxidation products) and, when phytosterols are
oxidized, the resulting products are named POPs (phytosterol
oxidation products). COPs are now thought to be potentially
involved in the initiation and progression of major chronic
diseases including atherosclerosis, neurodegenerative pro-
cesses, diabetes, kidney failure, and ethanol intoxication [3,
4]. Even though POPs have been associated with atheroscle-
rosis diseases and cytotoxic effects, this has only been found
at concentrations [5, 6]. Due to the ability of phytosterol
compounds to reduce plasma serum cholesterol levels in
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humans, their addition to foods has increased significantly
over the past decade [7]. However, there is some concern as
these compounds showed cytotoxic activity towards normal
cells.

On the other hand, there are numerous references about
the phytosterols cytotoxicity activities against several human
cancer cells [8, 9]. For example, it has been reported that 2
inhibited the MDA-MB-231 cell growth by 70% compared
with control and induced cell cycle arrest at the G2/M phase.
In contrast, cholesterol treatment to the same cells increased
cellular migration [10].

In another study, the dietary effect of phytosterols versus
cholesterol on the growth and metastasis of the MCEF-7
human cancer cells in SCID mice was evaluated. The results
showed that animals fed with phytosterols diet had tumors
40-43% smaller than those fed with the cholesterol diet [11].
However, in a recent study, it was shown that the intake of
phytosterols accelerated intestinal tumorigenesis in Apc™™
mice; this effect was stronger in female mice [12].

Peniocerol (3) is a sterol isolated from Myrtillocactus
geometrizans. Unlike the structure of 2, peniocerol has the
same lateral chain at C-17 as cholesterol; however, it has
an alcohol group at C-6 and a double bond in C-8/C-9,
while cholesterol has a double bond at C-5/C-6. Beyond
these differences, both structures are identical. The absence
of a double bond at C-5/C-6 prevents the oxidation of
3 as common in cholesterol, although the presence of an
alcohol group at C-6 would indicate a degree of oxidation.
Despite its structural similarity to cholesterol, we have shown
the anti-inflammatory and antiproliferative properties of 3;
such activities are more common to phytosterols than to
cholesterol [13].

Furthermore, as a result of a previous study about
the activity of 3 on mitochondria, we postulated that the
cytotoxic activity of this sterol could be attributable to the
oxidation of critical thiols located on adenine nucleotide
translocase, the protein mainly involved in permeability
transition pores (PTP). This event in the presence of Ca*t
induces the mitochondrial permeability transition (MPT)
with the release of the proapoptotic factors cytochrome
¢ and apoptosis-inducing factor (AIF). These observations
evidence that peniocerol may trigger both the caspase-
dependent and caspase-independent apoptotic pathways [14].

In order to provide data to support the proposal on
apoptosis induced by peniocerol (3), we decided to evaluate
the cytotoxic activity and determine the cell death type as well
as the probable disruption of the cell cycle by 3 in the HCT-15
and MCF-7 human cancer lines.

The sterol macdougallin (4) is also isolated from M.
geometrizans. It is significant that the only structural differ-
ence between 3 and 4 is the presence of a-methyl group at
C-14 in the latter. Therefore, in order tofi nd if this small
structural difference could account for its biological activities,
we decided to also evaluate 4.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals. All antibodies were purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Crystal Violet reagent,
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RPMI-1640, fetal bovine serum (FBS), Annexin V-FLUOS
Staining kit, Propidium Iodide (PI), and RNase A were
purchased from Roche (Manheim, Germany).

2.2. Extraction and Isolation. Peniocerol, (33, 6a-diol-cho-
lest-8-ene) and Macdougallin (14a-methyl-38, 6a-diol-cho-
lest-8-ene) were isolated from Myrtillocactus geometrizans
and purified as previously described [13]. Copies of the
original spectra are obtainable from the author.

2.3. Cell Lines and Cell Culture. Colon adenocarcinoma
(HCT-15) and breast adenocarcinoma (MCF-7) were ob-
tained from ATCC. Medium contained 10% fetal bovine
serum, penicillin 100 IU/mL, and streptomycin 100 g/mL,
RPMI, at 37°C,5 % CO,, and water saturated humidity
condition. Every 1 or 2 days, for a fluid passage, the logarithm
growth period of cell activity of more than 95% cells was used
in this study.

2.4. Cytotoxic Assay (Crystal Violet Assay). The cytotoxicity
assays were performed by seeding cells in 48-well plates at
density of2 x 10 cells/cm? in RPMI phenol red supplemented
with 10% FBS, 2mM L-Glutamine, 100 TUmL™" Penicillin
G, 100 uygmL™" streptomycin sulfate, and 0.25 of ugmL™
amphotericin B. The cell line cultures were maintained in a
5% CO, and 95% humidity atmosphere at 37°C.Th e next day,
a defined concentration of peniocerol or macdougallin was
added. Cell viability was evaluated 24 and 48 h after treatment
by Crystal Violet Assay. Test substances were dissolved in
DMSO to create a stock solution and Doxorubicin was used
as a positive control. DMSO was added to control wells at
the highest concentration used and no effect in cell growth
was observed (<1%). After incubation with test compounds
was over, adherent cell cultures werefi xed by adding 100 uL
of Glutaraldehyde 1.1% (wt/vol) and incubated at room tem-
perature for 15 minutes. The supernatant was discarded and
the places were washed with water and left to dry in the air.
Thefi xed cells were stained with 100 yL of Crystal Violet dye
and the protein-bonded dye was solubilized with 200 uL of
10% acetic acid (wt/vol). The values of optical density were
read on a microplate reader (EIx808; BioTek Instruments,
Inc., Winooski, VT, USA) with a test wavelength of 595 nm. A
dose-response curve was plotted for each compound, and the
IC;, was estimated from nonlinear regression using STATA
11 software (version 11.1; Stata Corporation, College Station,
TX, USA).

2.5. Cell Cycle Assay. HCT-15 and MCE-7 cells were cultured
to a density ofl x 10° cells in 100 x 20 mm culture petri
dishes. After a 24 h period, cells were cultured in the pres-
ence of peniocerol and macdougallin at 40 uM and 60 uM
concentrations during 24 hours. Timidine and Nocodazole
were used as positive controls. After these treatment cells
were harvested and centrifuged for five minutes at 1500 rpm,
the pellet was resuspended in PBS (pH = 7.4) and centrifuged
again for five minutes at 1500 rpm. Cells werefi xed with 70%
of methanol at4 °C for at least 24 h. Methanol was eliminated
by centrifugation and the pellet was washed with PBS. DNA
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TaBLE 1: Cytotoxicity (ICs,) of peniocerol and macdougallin in HCT-15 and MCF-7 cancer cells.

Compound Human cancer cell lines IG5, value (uM) Incubation time (hour)
HCT-15 41.66 + 0.41 2
i 28.85 + 0.60 48
Peniocerol
MCE-7 48.17 +0.35 24
21.77 +0.39 48
Hers 7100 ”
Macdougallin 71+0.
MCE-7 31.83 + 1.06 24
28.15 + 0.54 48
e 62002 "
Doxorubicin (DOX) 16 £ 0.
MCE-7 0.37 + 0.02 2
0.28 +0.01 48

*HCT-15: colorectal adenocarcinoma. MCF-7: breast adenocarcinoma.

*Values are expressed as mean + S.D of three independent experiments, each made in triplicate.

was labeled with5 ug/mL™" Propidium Iodide (PI) solution.
Cell cycle analysis was made using a FACScan cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA) and CELLQuest software (BD
Biosciences). The cell cycle profile was obtained by analyzing
10,000 events using the FlowJo software version 7.2.5 (Tree
Star Inc, Ashland, OR, USA).

2.6. Annexin V-FITC Apoptosis Assay. Annexin V-FLUOS
(Roche) and Propidium Iodide were used to measure apopto-
sis according to manufacturer’s protocol. This assay measures
the apoptotic cells by binding phosphatidylserine exposed
on the cytoplasmic surface of the cell membrane of apop-
totic cells. On the other hand, Propidium Iodide (PI) is
a membrane impermeant dye that is generally excluded
from viable cells. It binds to double stranded DNA by
intercalating between base pairs of death cells. PI is excited
at 488nm and is emitted at a maximum wavelength of
617 nm. Briefly,2 x 10° HCT-15 cells were plated to each
well plate. After 24 h, cells were treated with either DMSO
alone at the highest concentration used as control, 40 M or
60 uM of peniocerol, or 40 uM or 60 uM of macdougallin,
respectively. At the end of the treatment, adherent and
nonadherent cells were harvested and washed twice with
PBS and then resuspended with 0.1 mL ™" of Annexin-binding
buffer. Cells were incubated in the dark during 15 minutes
at room temperature. After incubation, the samples were
analyzed with FACScanfl ow cytometry (BD Biosciences, San
Jose, CA) using CELLQuest Software (BD Biosciences). The
percentage of apoptotic cells in the cell samples was obtained
by analyzing 10,000 events using the FlowJo software version
7.2.5 (Tree Star Inc, Ashland, OR, USA).

2.7. Western Blot Analysis. Cells were treated with40 yM of
peniocerol or macdougallin, respectively, for 12, 24, and 36h
and lysed in buffer containing 50 mM HEPES (pH 7.4), 1mM
EDTA, 250 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 10 mM NaF, 1mM
sodium vanadate, and protease cocktail inhibitor (complete,
EDTA-free, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN).Th irty

micrograms of protein was run in SDS-PAGE and trans-
ferred to Immobilon-P PVDF membranes (Millipore Corp.,
Bedford, MA). The membranes were incubated with 5%
dehydrated skim milk to block nonspecific protein bindings
and then incubated with primary antibodies at room temper-
ature overnight. The primary anti-human PARP-1, a-tubulin,
and B-actin antibodies were used. Anti-rabbit antibodies
were used as secondary antibodies. The blots were revealed
using SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific, Rockford, IL). The chemiluminescence
was visualized by exposing to film (Kodak, Rochester, NY).

2.8. Statistical Analysis of Biological Assays. Each experiment
was observed in triplicate.Th e data are presented as mean +
standard deviation (SD) of three independent experiments.
Statistical differences were determined using Student’s ¢-test
and the STATA 11 software (version 1L.1; StataCorp, College
Station, TX, USA). All comparisons are made relative to
untreated controls. A statistical difference was considered at
*P < 0.05.

3. Results

3.1. Effects of Peniocerol and Macdougallin on Viability of HCT-
15 and MCF-7 Cells. Cytotoxic effect of peniocerol (3) and
macdougallin (4) was tested against HCT-15 and MCEF-7 cells
using the crystal violet colorimetric method. Doxorubicin
was used as a positive control. HCT-15 and MCEF-7 cells
were exposed to 10-80 M concentrations range of 3 or 4
for 24 or 48 h. Bioactivity of 3 and 4 was determined on the
concentration that induced 50% inhibition on the growth of
the treated cells as compared to the controls. The results are
showed in Tablel .

3.2. Annexin V/Propidium lodide Assay. The HCT-15 cells
were incubated with peniocerol (3) or macdougallin (4)
at 40 and 60 uM concentration during 24h. As expected,
apoptosis was sterol concentration dependent (Figurel ).The
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FIGURE 1: Annexin V/PI assay. HCT-15 cells treated with peniocerol (3) or macdougallin (4) at 40 and 60 M concentrations. Values are
expressed as mean + S.D. of three independent experiments, each made in triplicate.

TABLE 2: Percentage of apoptosis induced by peniocerol or mac-
dougallin in HCT-15 cell line.

TABLE 3: Percentage of apoptosis induced by peniocerol or mac-
dougallin in MCF-7 cell line.

Treatment Percentage of apoptosis (%)

Treatment Percentage of apoptosis (%)

714 + 1.13% (EA)
0.24 + 0.11% (LA)
51.96 + 5.54% (EA)
0.11 + 0.06% (LA)

(A) Control, HCT-15, 24h

(B) Peniocerol 40 uM, 24h

0,
(C) Peniocerol 60 uM, 24h 73.36 +4.20% (EA)
14.60 + 2.53% (LA)
0
(D) Macdougallin 40 4M, 24h 63.30 + 0.42% (EA)
1.39 + 0.22% (LA)

77.63 + 2.81% (EA)
0.04 + 0.05% (LA)

(E) Macdougallin 60 uM, 24h

EA: early apoptosis, LA: late apoptosis.
Values are expressed as mean + S.D. of three independent experiments, each
made in triplicate.

percentages of apoptosis induced by 3 or 4 in HCT-15 cell line
are shown in Table2 .

On the other hand, the MCF-7 cells were incubated with
peniocerol (3) or macdougallin (4) at 40 M concentration

11+ 3% (EA)
0.36 % 0.15 (LA)

83 + 2% (EA)
0.23 + 0.12 (LA)

66 + 3% (EA)
1.27 + 6% (LA)

(A) Control, MCE-7, 48h

(B) Peniocerol 40 uM, 48h

(C) Macdougallin 40 uM, 48h

EA: early apoptosis, LA: late apoptosis.
Values are expressed as mean + S.D. of three independent experiments, each
performed in triplicate (n = 9).

during 48 h (Figure2 ). The percentages of apoptosis induced
by 3 or 4 in MCF-7 cell line are shown in Table3 .

3.3. Cell Cycle Analysis. The HCT-15 and MCE-7 cell cycle
distribution changed compared with the control group when
they were treated with peniocerol (3) or macdougallin (4)
(Table4 ). An increase of 3 or 4 concentration leads to an
increase of the percentage of G,/G,; phase cells in both cell
lines. For example, in HCT-15 cells at 40 uM concentration of
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MCEF-7 48h
Control Peniocerol 40 M Macdougallin 404 M
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10° 4 10° 10° 3
o o T
107 5 N 10% 4 3 10 3
[ [ [ 7
10" 4 10" 4 10" 3
10° ; 10° - 10° -
10° 1000 100 100 10 10° 10 100" 100 100 10
FL1-H FL1-H FL1-H
FIGURE 2: Annexin V/PI assay. MCEF-7 cells treated with peniocerol and macdougallin at 48 h (40 uM each one).
TaBLE 4: Effects of peniocerol and macdougallin on cell cycle distribution.
Cell cycle phase (%)
Compound HCT-15 MCEF-7
Gl S G2/M Gl S G2/M
Control (DMSO)
24h 49.82 £ 0.61 22.05+0.14 28.72 £ 0.40 59.6 £ 0.78 15.61 £ 0.86 2522 £0.36
Peniocerol (1)

40 uM 80.63 £ 0.61" 13.92 +£0.85" 5.56 +0.22" 7529 + 1.65" 8.93 +£1.05" 16.10 + 0.80"
60 uM 84.13 +2.30"° 6.39 £4.21™ 5.84 + 3.49" 78.49 +0.70"* 6.53 +0.08™ 15.19 +£0.72"
Macdougallin (2)

40 uM 64.17 £ 5.39" 10.89 + 0.79" 25.22 + 4.60" 78.34 +1.28" 12.49 +£1.19" 9.55 + 1.49"
60 uM 68.61 +2.65" 7.93 £0.12™ 23.16 £ 2.62" 80.28 +1.04" 10.49 +0.59™ 9.44 +0.57"
Timidine
2mM 82.18 +1.09 13.84 £ 1.76 4.45+1.94 70.16 £ 1.50 1734 + 0.67 13.05 £ 1.24
Nocodazol
100 ng/mL 9.2+0.85 1759 £ 1.59 73.63 £ 2.51 3.90 £ 0.92 3.95+1.80 92.21 £1.54

Values are expressed as mean + S.D. of three independent experiments, each made in triplicate. Untreated cells were used as a control. *Significant difference

with untreated group (P < 0.05). *Significant difference with treated group at 24 h (P < 0.05).

peniocerol the percentage of G,/G, was 80.63 + 0.61, while, at
60 uM, it was 84.13 + 2.30. A very similar effect was shown in
the MCF-7 cell line (Table4 ). Conversely, in HCT-15 cells, the
S phase percentage was reduced as consequence of peniocerol
treatment; at40 uM concentration, the percentage was 13.92
+ 0.85%, while, at 60 uM concentration, it was 6.39 + 4%. The
same effect was seen in MCF-7. In general, 4 showed the same
behavior in both cell lines. These results showed that 3 and
4 induced HCT-15 and MCF-7 cell cycle arrest that occurs
mainly in G,/G, phase (Figure3 ).

3.4. Peniocerol (3) and Macdougallin (4) Induced Cleavage
of PARP in HCT-15 and MCF-7 Cells. To further validate
apoptotic effect of 3 and 4 on the HCT-15 and MCEF-7 cells, we
examined the PARP cleavage by Western blotting assay after
treatment at 12, 24, and 36 h. The concentrations used were

40 uM for both sterols. The results showed that, in the HCT-15
cells, the PARP cleavage is time-dependent (Figure4 ).Th ese
results suggest that peniocerol and macdougallin have similar
ability to induce PARP cleavage.

4. Discussion

Both peniocerol and macdougallin have been shown to
inhibit the proliferation of U-251, PC-3, K-562, HCT-15, and
MCEF-7 human cancer lines [13]. Using HCT-15 and MCF-7
cells in this paper we showed that cell death induced by 3 and
4 is by apoptosis.

Apoptosis plays an important role in the maintenance
of tissue homeostasis by the selective elimination of excess
cells. Furthermore, apoptosis induction of cancer cells is
also recognized to be useful in cancer treatment, since some
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FIGURE 4: PARP cleaved followed by treatment with peniocerol and macdougallin.

HO : 3R=H
C')H 4 R=Me
FIGURE 5

anticancer drugs such as etoposide, cisplatin, and paclitaxel
are known to induce apoptosis in target cells [15].

In recent years, several studies performed in vitro have
shown that the cytotoxic effects of several sterols are mediated
by apoptosis [16, 17]. In agreement with these observations,
the Annexin V/Propidium Iodide double-staining results

presented here showed that cell death induced by 3 and 4
(Figure5 ) is also due to apoptosis (Tables 2 and 3).

On the other hand, it is known that PARP is a substrate
for certain caspases that get activated during early stages
of apoptosis, and then the detection of cleavage of PARP
serves as a marker of apoptosis. Our results showed that 3
and 4 induced cleavage of PARP in HCT-15 and MCF-7 cells
(Figure4 ).

Additionally, both peniocerol (3) and macdougallin (4)
induced HCT-15 and MCEF-7 cell cycle arrest that occurs in
Gy/G, phase (Figure2 ). This result suggests the possibility
that 3 and 4 could be useful for the control of cancer growth
(18].

It is worth noting that the only structural difference
between peniocerol and macdougallin is the presence of «-
methyl group at C-14 in the latter. Since both sterols showed
the same biological activities, then the presence of the C-14
methyl group in the macdougallin structure is not relevant
for its biological activities.

Phytosterols have been shown to promote apoptosis, an
important mechanism in the inhibition of carcinogenesis. An
increased apoptosis of prostate cancer cells has been observed
by 73% on p-sitosterol treatment at a dosage of 16 uM.
Likewise, it has been observed that treatment of human
leukemia cells with f3-sitosterol at varying concentrations for
72h increased the percentage of apoptotic cells in a dose-
dependent manner.

The mechanism by which f3-sitosterol promotes apoptosis
has been investigated and it has been shown that treat-
ment of human leukemia cells with f-sitosterol resulted in



an increased activity of caspase-3 in a dose-dependent man-
ner [16]. However, it has been reported that the intake of 3-
sitosterol could accelerate intestinal tumorigenesis in Apc™™
which makes the intake of 3-sitosterol somewhat hazardous
[12].

Although we have not shown the exact mechanism of
apoptosis induced by macdougallin and peniocerol, there is a
possibility that 3 and 4 could induce programmed cell death
in a similar way as f3-sitosterol does.

M. geometrizans, known as “garambullo,” is a medicinal
plant used by the Otomi and Mixtec ethnic groups as anti-
inflammatory remedy; our previous studies showed that
sterols 3 and 4 are potent anti-inflammatory agents; these
findings supported the traditional use of this species [13]. It is
known that inflammatory cells and inflammatory mediators
are present in almost all tumor types irrespective of the trigger
for development [19].Th en it has been proposed that anti-
inflammatory agents could help treat cancer; for example, it
has been reported that daily use of aspirin is associated with a
significant reduction in the incidence of colorectal adenomas
in patients with previous colorectal cancer [20].

5. Conclusions

If we take into account both anti-inflammatory properties
and their apoptotic effects, it is feasible to assume that sterols
3 and 4 might be considered as prototypes for possible
development of new anticancer agents.
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Peniocerol’s structure determinate by RX

Table 1. Crystal data and structure refinement for Mgmr.

Sample code
Project Title
Empincal formula
Formula weight
Temperature
Wavelength

Crystal system
Space group

Unit cell dumensions

Volume

Z

Density (calculated)
Absorption coefficient

F(000)

Crystal size / shape / color
Theta range for data collection
Diffractometer nsed /Scan Mode
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Completeness to theta = 25 687
Absorption correction
Refinement method

Data [/ restraints / parameters
Goodness-of-fit on F2

Final R indices [I>2sigma(T)]
R indices (all data)

Absolute structure parameter
Largest diff. peak and hole
Solved by

252MVMO08

Mgmr

Cx Hiys 0. CH:OH

434 68

298(2)K

071073 A

Orthothombic

P2,2,2

a=81473) A a=90°.
b=9137() A B=90°.
¢ =36585(14) A ¥="90°
27233(18) A

4

1060 Mg/m®

0066 mm'!

968

030x0.07x 0.05 mm / Prism/ Colorless
22310 2568°.

Bruker Smart APEX AXS CCD area detector/ omega scans
De=h <=0 -11<=k <=10, 44=<=1<=44
29873

5129 [R(int) = 0.1862]

997 %

None

Full-matrix least-squares on F2
5129/3/295

1.000

R1=01031,wR2=01219
R1=02490, wR2 =0.1637

Not determined.

0158 and 0 129 ¢ A3

Simon Hernandez-Ortega






Data File C:\CHEM32\1\DATA\MVMOOOO09.D
Sample Name: MCMACDO

Erendira Garcia

CL6-LCR-1QUI Location : Vial 1
3/20/2015 4:56:44 PM
C:\HPCHEM\1\METHODS\MARIANO .M

3/20/2015 3:25:27 PM by Erendira Garcia

(modified after loading)
C:\CHEM32\1\METHODS\123 .M

3/20/2015 4:15:38 PM by CARMEN

(modified after loading)

Sample Info : Eclipse Plus C18 3.5um 100x2.1mm flujo 0.2 mL/min 254 nm
Agua/ACN Inicial 80/20 20 min 0/100

Acqg. Operator
Acq. Instrument
Injection Date
Acq. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed

DADL C, Sig=254,16 Ref=360,100 (MVM00009.D)

mAU
—
i ()]
~
@
i (V]
400 |
300 |
200 |
100 |
.
| | | | | | | | !
0 5 10 15 20 25 30 35 min

Instrument 1 3/20/2015 4:17:27 PM CARMEN Page 1 of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\MVMOOOO09.D

Sample Name: MCMACDO

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

Signal

1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 C, Sig=254,16 Ref=360,100

Peak RetTime Type

23.792
24.639
25.868
27.242
27.823
28.791

O©CoOo~NOUA~WNPE

Totals :

Width
[min]

0.2839
0.3577
0.3224

Area
[mAU*s]

43.96069
15.55498
21.66733
57.87674
22.81826
18.23200
388.60580
453.43222
1.05515e4

1.15736e4

Height

1.38220
1.98282
5.54340
1.44417
1.19906
18.58577
17.19118
462.12866

512.70538

91.1683

*** End of Report ***

Instrument 1 3/20/2015 4:17:27 PM CARMEN

Page

2 of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\MVMOOOO8.D
Sample Name: Penf2

Erendira Garcia

CL6-LCR-1QUI Location : Vial 1
3/20/2015 3:41:44 PM

C:\HPCHEM\1\METHODS\MARIANO .M

3/20/2015 3:25:27 PM by Erendira Garcia

(modified after loading)

C:\CHEM32\1\METHODS\123 .M

3/20/2015 3:26:08 PM by CARMEN

Eclipse Plus C18 3.5um 100x2.1mm flujo 0.2 mL/min 254 nm
Agua/ACN Inicial 80/20 20 min 0/100

Acqg. Operator
Acq. Instrument
Injection Date
Acq. Method
Last changed

Analysis Method
Last changed
Sample Info

DADL1 C, Sig=254,16 Ref=360,100 (MVM00008.D)

mAU

28.427

400

300

200

100

0 5 10 15 20 25 30 35 min

Instrument 1 3/20/2015 3:38:55 PM CARMEN Page 1 of 2



Data File C:\CHEM32\1\DATA\MVMOOOO8.D
Sample Name: Penf2

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

Signal

1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 C, Sig=254,16 Ref=360,100

Peak RetTime Type

23.956
24.106
24 _.333
25.257
26.230
27.080
10 28.427
11 29.277
12 30.288

O©CoOo~NOUA~WNPE

Totals :

Width
[min]

0.1055
0.1361
0.1044
0.1987
0.1944
0.3049
0.2772
0.2056
0.3763

Area
[mAU*s]

28.87656
16.44096
15.26783
13.32459
12.20759
10.71939
26.18956
88.25874
182.31735
9627 .62500
42.91954
72 .88666

1.01370e4

Height

2.47249
1.53679
1.81870
1.22673
1.51783
1.78988
6.26259
8.54637
481.68204
3.09767
2.70575

514.16252

94.9748
0.4234
0.7190

*** End of Report ***

Instrument 1 3/20/2015 3:38:55 PM CARMEN

Page

2 of 2
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