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l. Resumen

El cancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda en paises en desarrollo.
En 2008 se estimaron a nivel mundial 12.7 millones de casos de cancer y 7.6 millones de muertes
(GLOBOCAN, 2012). Uno de los principales problemas en la cura de esta enfermedad radica en los
tratamientos, cuya alta toxicidad impide un efecto eficaz y selectivo, donde Unicamente las células
tumorales sean las afectadas. Por lo tanto, la investigacién se ha enfocado en dos ramas: el
descubrimiento de moléculas capaces de evitar la transformacién de las células, y el desarrollo de
farmacos que tengan como blanco Unica y exclusivamente las células cancerosas en base a las
caracteristicas Unicas de ellas en comparacidn con células normales.

Entre estos farmacos se encuentran dos tipos diferentes: los derivados del Ester Fenetilico del Acido
Caféico (CAPE) y las lectinas. El CAPE ha presentado una alternativa prometedora como
quimioprotector, sin embargo, su complejidad al extraerse ha generado el desarrollo de varias
moléculas. Entre ellas se encuentra la linea LQM 700 sintetizada por el Laboratorio de Quimica
Medicinal de la FES Cuautitlan. Por otra parte, las lectinas han sido ampliamente estudiadas por su
selectividad y diversos efectos apoptéticos. El Lyzthel es un farmaco de lectinas de haba y chicharo
obtenidas de especies que se dan en nuestro pais, y se espera que este fdrmaco tenga propiedades
citotdxicas en células tumorales.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto citotdxico de los compuestos LQM 731, LQM 738 y
Lyzthel mediante la prueba de reduccidn del tetrazolio MTT en la linea celular Hela de cancer cérvico-
uterino. Para ello, se realizaron pruebas de viabilidad celular de cultivos de células Hela en placas ELISA,
exponiendo las células a los compuestos durante 24 horas. En los ensayos de los LOM 731 y 738, se
evaluaron concentraciones de 2.5 pg/mL hasta 20ug/mL por compuestoy de 0.167 a 2.664ug/mL para
Lyzthel. Se evaluaron los resultados obtenidos mediante el programa GraphPad Prism 5 con ANOVA
p<0.05.

Se determind que al evaluar el LQM 731 disuelto en 100% de DMSO no se puede determinar el efecto
de dafio generado propiamente por el compuesto 731 y el efecto generado por el mismo vehiculo, con
Unicamente la concentracion de 2.5mg/ul presentando diferencias significativas respecto al control
positivo y control de vehiculo. Al evaluarse el LOM 731 disuelto en 50% de medio, se observé que hay
un efecto citotdxico considerable similar al que se genera con el control positivo con viabilidades
celulares de 46.519% hasta de 25.241% a partir de la concentracion de 12.5ug/mL. En la evaluacion del
LQM 738 no se observaron diferencias significativas entre el LOQM 738 y el control de DMSO lo que
dificulta la determinacién del dafio generado por el compuesto y aquel causado por el vehiculo y con
sblo la concentracidén de 2.5ug/mL como no citotdxica. El farmaco Lyzthel presentd porcentajes de
viabilidad celular de entre 30 y 40% a partir de la concentracién de 1.832ug/mL, lo que muestra una
capacidad citotéxica considerable y lo perfila como una alternativa prometedora.

Se obtuvieron las Clsy para los compuestos evaluados, obteniéndose de 0.7523ug/mL para el LQM 731
a 100% de DMSO vy de 7.504ug/mL para este mismo compuesto a 50%. En el caso del resultado para
LQM 738, ésta fue de 0.2058ug/mL. Finalmente, la Clsy obtenida para Lyzthel fue de 1.549ug/mL.



Il. Marco tedrico

1. Generalidades

El cancer no es una enfermedad; mads bien, es un grupo heterogéneo de trastornos caracterizados
por la presencia de células que no responden a los controles normales de la divisién. Las células
cancerosas se dividen rapida y continuamente, por lo que crean tumores que desplazan a las
células normales y finalmente privan a los tejidos sanos de sus nutrientes. Las células de un tumor
avanzado pueden separarse de él y viajar a sitios distantes en el cuerpo, donde se establecen y
generan el desarrollo de nuevos tumores.

Las células normales crecen, se dividen, maduran y mueren en respuesta a un grupo complejo de
sefiales internas y externas. Una célula normal recibe tanto sefales estimuladoras como
inhibidoras, y su crecimiento y division estan regulados por un equilibrio delicado entre estas
fuerzas opuestas. En una célula cancerosa, una o mas sefiales se interrumpen, lo que hace que la
célula prolifere a una velocidad anormalmente elevada. A medida que pierden sus respuestas a los
controles normales, las células cancerosas pierden su forma y sus limites habituales de manera
gradual, y producen finalmente una masa de células anormales; un tumor. Si las células del tumor
contindan localizadas, se dice que el tumor es benigno; si las células invaden otros tejidos, el
tumor es maligno. Se dice que las células que viajan a otros lugares del cuerpo, donde establecen
tumores secundarios, han sufrido metastasis (Pierce, 2009).

El cancer es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda en paises en
desarrollo. En 2008 se estimaron a nivel mundial 12.7 millones de casos de cancer y 7.6 millones
de muertes. Actualmente el nimero de casos ha aumentado como resultado del envejecimiento y
el crecimiento poblacional, asi como la adquisicidn de algunos hdbitos asociados al desarrollo de
cancer como el tabaco, el alcohol, el sedentarismo, la obesidad y la mala alimentacién (Jemal et.
al., 2011). De acuerdo a estadisticas del 2012, el nimero de casos nuevos diagnosticados fue de
65 500 hombres y 82 400 mujeres (GLOBOCAN, 2012).

En México, el cancer ocupa la tercera causa de muerte a nivel nacional, después de enfermedades
del corazén y diabetes mellitus, con 73 426 muertes reportadas en 2013. En mujeres, el total de
muertes reportadas debido a cancer fue de 37 361. En los primeros lugares se encontré cancer de
mama con 5 426 defunciones, cancer cérvico uterino con 3 748 y cancer de higado y de las vias
biliares intrahepaticas en tercer lugar con 3 102. En el caso de los hombres, la primera causa de
muerte asociada a neoplasias es debido a cancer de prostata con 5 889 de un total de 36 060,
mientras que la segunda fue cancer de la traquea, de los bronquios y del pulmén con 4 191
muertes (INEGI, 2013).

La quimioterapia del cdncer tiene como finalidad causar una lesidn citotdxica letal que detenga el
progreso del tumor en tratamiento. El ataque suele dirigirse contra los sitios metabdlicos
esenciales para la multiplicaciéon celular, por ejemplo, los precursores de purina y pirimidina
disponibles para la sintesis de DNA o RNA. Lo ideal es que estos farmacos sélo interfieran con los



procesos celulares Unicos de las células malignas. Sin embargo, los farmacos contra el cancer con
los que se cuenta ahora no reconocen de manera especifica las células neoplasicas, sino que
afectan todas las células que proliferan, tanto normales como anormales. Por este motivo casi
todos los agentes antitumorales tienen una curva de dosis y reaccién muy inclinada tanto para los
efectos téxicos como para los terapéuticos; en consecuencia es importante ajustar las posologias
de los farmacos al estado fisico del paciente (Mycek et. al., 2008).

2. Muerte celular programada

Uno de los procesos mas importantes que regula el balance entre el crecimiento y muerte celular
es la muerte celular programada (PCD, Programmed cell death). Este proceso se ha conservado
evolutivamente y estd altamente vinculado en cancer, donde las células cancerosas proliferan de
forma descontrolada. Existen dos formas de PCD, apoptosis y autofagia, aunque se ha sugerido en
base a estudios sobre ciertos procesos necrdticos programados, necroptosis (Liu et. al., 2011;
Notte et. al., 2011).

Existen diferencias morfoldgicas entre apoptosis y autofagia. La apoptosis, considerada tipo | de
PCD, presenta encogimiento de la célula, blebbing de la membrana y ruptura organizada del DNA
para formar cuerpos apoptdticos que se fagocitan por células periféricas o fagocitos. Por otro lado,
la autofagia, tipo Il de PCD, depende de la presencia de autofagosomas, autolisosomas, asi como
un nucleo celular intacto. Aunque estos procesos tienen caracteristicas morfoldgicas vy fisiolégicas
distintas, existe una colaboracion intricada entre ellos. En ocasiones la apoptosis y la autofagia
ejercen un efecto sinérgico, cuando en otras, la autofagia es desencadenada sélo cuando hay
supresion de apoptosis. Estudios recientes han sugerido que la autofagia y la apoptosis pudieran
estar interconectadas y simultdneamente reguladas por el mismo mecanismo en células tumorales.
Con estos nuevos avances, recientemente se han utilizado farmacos anticancerigenos que actuen
en las vias de sefializacion implicadas en estos dos tipos de PCD (Liu et. al., 2011).

2.1 Apoptosis

La apoptosis es un programa de suicidio celular que los organismos han desarrollado para eliminar
células innecesarias o dafiadas del cuerpo. Consiste en una serie de eventos celulares que lleva a la
activacion de caspasas iniciadoras (Caspasa-2, -8, -9, -10), cistein proteasas, en respuesta a varios
estimulos apoptéticos. Las caspasas iniciadoras escinden y activan los zimégenos de caspasas
efectoras (caspasas -3 y -7), resultando en rupturas proteliticas de sustratos celulares especificos y
en muerte celular (Fernald et. al., 2013).

La apoptosis se lleva a cabo mediante dos rutas: extrinseca e intrinseca como puede verse en la
Figura 1. La via extrinseca, conocida como via de receptor de muerte, se desencadena por el
receptor de muerte Fas que depende de la iniciacion de la combinacién entre Fas-L (ligando) y Fas.
Con estimulos de muerte, Fas-L se combina directamente con Fas, para formar el complejo de
muerte. Después, el complejo Fas-Fas-L recluta a la proteina asociada a Fas con dominio de
muerte, FADD (Fas-associated protein with death domain) y a la procaspasa-8, agregandose como
el complejo sefializador de muerte celular (DISC, Death-inducing signal complex). Esto tiene como
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resultado la activacidn de la procaspasa-8, que a su vez desencadena la activacién de la caspasa-3
para ejecutar el proceso de apoptosis (Liu et. al., 2011)

En la via intrinseca, la mitocondria juega un papel fundamental. Cuando la célula detecta estimulos
extracelulares como citotoxinas o rayos UV o X, o sefiales intracelulares como dano al DNA e
inestabilidad nuclear, se inicia la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial (MOMP,
Mitochondrial outer membrane permeabilization). MOMP desencadena la liberacidon de un grupo
de proteinas proapoptéticas, incluyendo citocromo ¢y un segundo activador de caspasas derivado
de mitocondria (SMAC, Second mitochondria-derived activator of caspases) del espacio
intermembrana mitocondrial al citoplasma. En el citoplasma, el citocromo c se une al factor 1
activador de proteasas adaptador proteico apoptotico (APAF-1, Adaptor protein apoptotic
protease-activating factor 1) para formar el apotosoma, un complejo activador de caspasa 9.
SMAC aumenta la activacion de caspasas inducidas por citocromo c al unirse y neutralizar la
proteina inhibidora de apoptosis ligada al X, (XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis protein), un
inhibidor de las caspasas 3, 7y 9 (Liu et. al., 2011; Fernald et. al., 2011)
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Figura 1. Modelo integrado de las vias de sefializacion de apoptosis. Consiste en la via del receptor de
muerte de color cian y la via dependiente de mitocondria de color gris. Los sustratos color verde participan
en la via de sefalizacion NFkB y los cuadros azules representan los componentes asociados con estrés del
reticulo endopldasmico. Otros reguladores involucrados en p53 y Bid se muestran conectando diferentes vias
en esta red (Liu et. al., 2011).



2.2 Autofagia

La autofagia es un proceso fisioldgico de autodigestién, en el que se degradan proteinas vy
organelos dafados. Sin embargo, en situaciones especificas de estrés, la autofagia participa en la
regulacién de la proliferacién, diferenciacién y muerte celular. En este proceso, las proteinas
citoplasmaticas, organelos y otros componentes celulares son rodeados por autofagosomas, que
forman autolisosomas al unirse con lisosomas, resultando en la degradacién de los compuestos
por hidrolasas. Se ha establecido a nivel molecular el vinculo entre la autofagia y la muerte celular,
como la interaccién de BCL-2 y Beclin-1 (Amelio et. al., 2011).

Si bien, la autofagia es un proceso que se considera un mecanismo de supervivencia ya que
permite a las células soportar estrés como falta de nutrientes, hipoxia e infeccion por patdgenos,
se ha observado que en ocasiones puede llevar a muerte celular. Cuando el estrés es muy severo o
se ha sostenido durante un periodo de tiempo largo, la autofagia participa en la muerte celular.
Existen tres tipos de autofagia, los cuales utilizan diferentes mecanismos para la degradacién de
componentes del citosol; micro-autofagia, autofagia mediada por chaperones y la macro-autofagia.
Esta ultima es la principalmente considerada para su vinculacidn con muerte celular y cancer
(Notte et. al., 2011).
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Figura 2. Modelo integrado de vias de sefalizacion de autofagia.El eje PI3K/Akt/mTOR se encuentra de
color azul, el marco regulatorio asociado a Beclin-1 esta en amarillo, la via RAF1/MEK1/2/ERK1/2 estd en
verde. Las dos vias de conjugacién similares a ubiquitina, el sistema de unidn a Atg-12 y el sistema
modificante LC3 estan en rojo claro y rosa, respectivamente. Atg7, de color rojo, es un regulador de ambos
sistemas similares a ubiquitina. (Liu et. al., 2011).

La autofagia es un proceso altamente regulado como se observa en la Figura 2, con diversas vias
de sefializaciéon que convergen en un punto especifico: en la serin/treonin protein cinasa, mTOR
(mammalian target of rapamycin: blanco mamifero de rapamicina). El mTOR es parte de un eje, el
PI3K  (phosphatidylinositol ~ 3-kinase,  Fosfatidilinositol ~ 3-cinasa)/Akt  (serine/threonine
kinase)/mTOR. Después de la unidn entre factores de crecimiento extracelulares y sus receptores,
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PI3K es activado para promover la fosforilacion de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2,
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3,
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate). Esto permite la formacion del complejo Akt-PDK1 vy la
activacion de Akt.

Akt fosforila e inactiva la subunidad 2 del complejo TSC2 (Tuberous sclerosis complex, complejo de
esclerosis tuberosa). TSC2 es una proteina GTPasa-activante para RHEB (Ras homologue enriched
in brain, Homdlogo de Ras enriquecido en cerebro). Esta inactivacion de TSC2 permite la
acumulacién de RHEB en su estado de unién a GTP, y por tanto activa a mTOR, desencadenando
asi la autofagia (Liu et. al., 2011). Existen diferentes proteinas Atg que estan involucradas en el
ensamble de la maquinaria de autofagia. Entre estas moléculas la proteina Beclin-1, un miembro
de la familia de BCL-2 y el homdlogo en mamiferos del gen de levadura Atg6, es de suma
importancia. Cuando se libera de su unién con BCL-2 a nivel del reticulo endopldsmico, Beclin-1 se
asocia con la PI3K de clase lll Vps34, UVRAG (Ultraviolet radiation resistance associated gene, Gen
asociado a la Resistencia de radiacidn ultravioleta) y otras proteinas que se requieran para la
nucleacidon de vesiculas de autofagia (Notte et. al., 2011).

Posteriormente, la elongacion del autofagéforo requiere de dos sistemas similares a ubiquitina. El
primero conjuga Atg5 al Atg-12 similar a ubiquitina mediante las actividades similares a E1 y E2 de
Atg7 y Atgl0. Atg5-Atgl2 conjuga oligomerizos y se localiza en la membrana externa de la
membrana gastada. El otro sistema une a Atg8 (también llamado LC3) que ha sido escindida por
Atg4 en fosfatidiletanolamina, que lleva a la isoforma de LC3-Il. LC3-II se recluta en las membranas
internas y externas de la vesicula que se esta formando. Ambos complejos se requieren para la
elongacion membranal y su fusidon a una vesicula cerrada. Una vez completo el autofagosoma, se
une a un lisosoma, este proceso se observa en la Figura 3 (Notte et. al., 2011; Amelio, et.al.,2011).
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Figura 3. Esquema general de la autofagia. La autofagia se divide en siete pasos: 1) Induccidn, 2)
nucleacién de la vesicula, 3) expansidn y término de la vesicula, 4) recuperacion, 5) fusion, 6) ruptura de la
vesicula y 7) flujo de salida. 1) Regulacion de la induccién. La activacion de autofagia por falta de nutrientes
o de factores de crecimiento estda mediada principalmente por la inhibicidon de Tor. Se forma el complejo de
Atgl-Atgl3 rio debajo de la inhibicion de Tor. 2) Nucleacién de la vesicula. La formacién del complejo Atgl-
Atgl3 induce la adquisicidn y procesamiento del material de membrana para la formacién del autofagosoma.
El complejo PI3K |, consistente de Vps13, Vps34, Atg6/Vps30 y Atgld es necesario para la nucleacion. 3)
Expansion y término de la vesicula. Atg8 tiene una escisidn proteolitica del residuo arginina C-terminal por
Atgd. Atg8 y Atgl2 son activadas por Atg7 y después son transferidas a las enzimas Atg3 y AtglO
respectivamente, y son conjugadas con fostatidiletanolamina y Atg5, respectivamente. Atg8 conjugado con
fostatidiletanolamina se ancla a la membrana del PAS (Phagosome Assembly Site, Sitio de ensamble del
fagosoma) y actia como componente del autofagosoma maduro. Atg8 es liberado de la vesicula completa
por una segunda escision dependiente de Atg4. 4) Recuperacion. Involucra otras proteinas Atg. La mayoria
de las proteinas Atg son solubles y facilmente se liberan de la superficie membranal mientras que Atg9 y
Atg27 son proteinas integrales de membrana. 5) Anclaje y fusién. Vam3, Vam4, Vtil y Ytg6, junto con Yot7 y
HOPS tienen un papel en la fusion de membranas. 6 y 7) Ruptura y flujo hacia afuera. La lisis de la vesicula
depende del pH acido del lumen de la vacuola y de unas proteinasas, asi como Atgl5. Atg22 es una proteina
integral de membrana en la membrana limitante y actia mediando el flujo de aminodcidos resultantes de la
degradacién autofagica (Amelio et. al., 2011).
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2. 3 Apoptosis y cdncer

A diferencia de las células normales, las células cancerosas estan bajo constante estrés, incluyendo
estrés oncogénico, inestabilidad gendmica e hipoxia celular. Estos estimulos normalmente
desencadenarian respuesta apoptdtica, pero las células cancerosas la evaden al deshabilitar las
vias apoptdticas. Se ha sugerido que la inhibicion de apoptosis juega un papel fundamental en la
supervivencia de células cancerosas y del desarrollo de tumores.

Las células cancerosas pueden modular las vias apoptdticas transcripcional, traduccional y post-
traduccionalmente. Esto se puede deber al aumento en la expresidn de genes antiapoptdticos o la



disminucién de la expresiéon de genes proapoptdticos. Se puede inhibir también mediante la
estabilizacion o desestabilizacion de proteinas anti o pro-apoptdticas, respectivamente. Estos
mecanismos no son mutuamente excluyentes y las células cancerosas pueden utilizar uno o varios
para evadir apoptosis. Debido a que hay una gran cantidad de moléculas involucradas en este
proceso, sdlo se mencionaran algunas implicadas utilizadas para la evasidn de apoptosis.

2.3.1 Regulacidn transcripcional y traduccional

Las anormalidades gendmicas y epigendmicas son caracteristicas de las células cancerosas. Entre
ellas se incluyen la amplificacién del numero de copias de genes, delecidn de genes, silenciamiento
por metilacién de DNA y activacion o inactivacion de factores de transcripcidn involucrados en la
expresion de reguladores apoptéticos, asi como miRNAs que regulan negativamente la expresion
de genes.

2.3.2 Induccidn de expresion de proteinas antiapoptdticas

La sobreexpresion de proteinas antiapoptdticas en células cancerosas, especialmente de la familia
de BCL-2, es fundamental para sobrepasar las sefales de estrés. Las células cancerosas evitan
MOMP por la amplificacién de proteinas antiapoptéticas BCL-2, y la sobre-expresion de proteinas
antiapoptéticas de la familia BCL-2 esta correlacionada con una prognosis pobre. Entre los genes
involucrados en cancer se encuentran BCL-2, BCL-XL y MCL-1.

Debido a que la via (PI3K)/ATK (PI3K) esta frecuentemente hiperactivada en células cancerosas por
mutaciones y otros mecanismos, la regulacién transcripcional de esta via, como la activacién de
CREB o STAT3, podria promover la expresién de MCL-1 en células cancerosas. También se ha
observado que la traduccion de mRNA de MCL-1 se facilita por el complejo 1 de rapamicina
(mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1).

2.3.4 Supresidon de la expresion de proteinas proapoptdticas

En células normales, el estrés genotdxico y citotdoxico puede inducir la expresion de genes
proapoptéticos que desencadenan la apoptosis. En células cancerosas, este mecanismo se nulifica
mediante la mutacién o silenciamiento de estos genes clave apoptéticos.

La proteina p53 es un factor de transcripcién critico que modula la expresion de genes que
desencadenan apoptosis. El gen que codifica a p53, TP53, se encuentra frecuentemente mutado o
inactivado, en aproximadamente un 50% en canceres. Esto indica que las rutas apoptoticas
inducidas por este gen se pueden ver afectadas. Entre ellas se incluyen BAX, PUMA (p53
upregulated modulator of apoptosis), NOXA y APAF-1, asi como la activacion de BAX.

Se ha observado que la expresidon de BIM también afecta la apoptosis. BIM es una proteina BH-3
que se induce en falta de factores de crecimiento y estimulos apoptéticos, asi como factores de
transcripcién como FOXOs, RUNX3, AP-1 y E2F1. FOXO en particular esta a su vez inhibido por AKT
y ERK, cinasas de prosupervivencia. En las células cancerosas, se observan niveles elevados de AKT
y ERK, lo que inhibe la expresiéon de BIM. Si se inhibe AKT y ERK, entonces la expresidon de BIM
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aumentaria. Asimismo BIM tiene un papel importante en la apoptosis inducida por inhibidores de
tirosin cinasa. AKT y ERK son efectores clave de cinasas oncogénicas, entre las cuales estan EGFR,
BCR-ABL y HER2. La inhibicion de la tirosin cinasa, por lo tanto, resultaria en la supresion de AKT y
ERK que por ende llevaria a la expresion de BIM.

Por otro lado, un defecto en la via apoptética posterior a la liberaciéon de citocromo ¢ podria
proveer a las células cancerosas de una ventaja de supervivencia independiente de BAX y la
inhibicidon de BAK. La expresidn de algunos genes de caspasas esta regulado transcripcionalmente
en respuesta a E2F1 o p53. En células cancerosas en las que estas vias han sido inhibidas, se
observa un compromiso en la expresién de estas caspasas, lo que resulta en proteccidn frente a
apoptosis. La pérdida de APAF-1 se ha reportado en melanoma, cancer colorectal, cancer gastrico
y de vejiga y su pérdida estd relacionada a un mal prondstico.

2.3.5. Regulacidn post-traduccional

Los procesos apoptéticos también son regulados por modificaciones post-traduccionales, como la
ubiquitinacién y fosforilaciéon. La ubiquitinacidon estd implicada en la estabilidad proteica y esta
dindmicamente regulada mediante la via ubiquitina/proteosoma, mientras que la fosforilacion
puede cambiar las funciones proteicas, asi como puede influenciar la ubiquitinacién de la proteina
blanco para proveer de un sitio de anclaje para la ligasa E3 ubiquitina.

En células normales, los niveles de expresidn de proteinas antiapoptéticas con una vida media
corta, como MCL-1, pueden declinar rapidamente por la inhibicidn de transcripcién o traduccion
siguiendo a un estimulo apoptético. Asi mismo una sefial apoptética puede prevenir la
degradacion constante de una proteina proapoptética, resultando en la acumulacién de ésta
proteina. En células cancerosas, éstas desregulan este proceso al mejorar la degradacién de
proteinas pro-apoptoticas especificas o al promover la estabilidad de proteinas antiapoptoticas.

MCL-1 es una proteina de vida corta, estimulada por factores pro-supervivencia como citoquinas.
Cuando su transcripcion es suprimida siguiendo un estimulo apoptético, los niveles de MCL-1
disminuyen, lo que facilita MOMP. La fosforilacién de MCL-1 es fundamental en la estabilidad de la
proteina. La fosforilacién en T163, seguido de fosforilacién en S155/5159 marca la proteina para
degradacion proteosomal, mediada por la ligasa E3 y el complejo SFC*™. Sin embargo, se ha
reportado que la fosforilacién en T163 por ERK puede llevar a una estabilizacién de MCL-1. Se

especula que la fosforilacién de S159 siguiendo de T163 es la que determina el destino de MCL-1.

Asi como las células cancerosas atenuan la degradacion de MCL-1, también pueden suprimir la
acumulacidn de proteinas proapotdticas como BIM. BIM tiene una vida corta, al igual que MCL-1y
su estabilidad esta regulada por la fosforilacién de ERK en S69. La fosforilacion de este sitio
promueve la degradacidon mediante la via de ubiquitina/proteosoma.

La degradacion de BAX es importante, ya que la activacion de éste estd ligada directamente a
MOMP. Aunque no se sabe cdémo, se cree que hay un mecanismo que el equilibrio de BAX en el



citoplasma y la membrana exterior mitocondrial, lo que conlleva a la prevencion de la activacidn
de BAX en la membrana mitocondrial externa.

La fosforilacidn de cinasas prosupervivencia resulta frecuentemente en la supresién de la funcion
proapoptética de las proteinas blanco, mientras que la fosforilacion de cinasas proapoptdticas,
lleva a la activacion de proteinas proapoptdticas o la inhibicidon de proteinas antiapoptdpticas. La
actividad proapopética de BAD es inhibida por cinasas pro-supervivencia, como PAK1 y AKT
mientras que la fosforilacién de BIM por ERK previene la interaccién entre BIM y BAX (Fernald et.
al., 2013).

2.4 Autofagia y cdncer

Se ha reportado que la autofagia tiene tanto un papel supresor de tumores como propiedades que
promueven tumores en células cancerosas

En ratones haplodeficientes de Beclin-1 se encontré que presentaban una alta incidencia de
tumores espontdneos. También se ha observado que su expresién se encuentra disminuida en
melanoma y en cancer de mama. En éste ultimo se reporta también silenciamiento genético y
epigenético. El decremento de la expresidon tanto de Beclin-1 y LC-3 se observo en glioblastomas
humanos. Otros genes relacionados con autofagia también se han visto alterados en diferentes
tipos de tumores, entre los que destacan Atg5 en leucemia especifica de NKs y UVRAG en cancer
colorrectal y gdstrico.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la funcion supresora de tumores de la autofagia.
Primero, la autofagia elimina organelos dafiados que puedan producir una gran cantidad de ROS,
lo que limita la inestabilidad cromosémica. Como consecuencia de la autofagia, se elimina p62, lo
qgue previene su funcién como adaptador de sefiales de transduccién en vias importantes para la
oncogénesis. Finalmente, la autofagia previene la necrosis celular como respuesta al estrés
metabdlico. Estos mecanismos sugieren que a autofagia tiene un papel importante contra la
transformacion de células, en la fase temprana de la tumorigénesis.

Por otra parte, mientras los tumores crecen, las células cancerosas pudieran utilizar la autofagia
como forma para sobrevivir en un microambiente limitado en nutrientes y en concentraciones
bajas de oxigeno, particularmente en las regiones internas del tumor donde hay poco flujo
sanguineo. Esta habilidad para tolerar estas condiciones es util para la diseminacion y metastasis.
Las células tumorales deben superar la anoikis, la muerte celular por desprendimiento de la matriz
extracelular, para sobrevivir en su invasion al tejido sanguineo. Una alta acumulacién de LC3 con
metadstasis y una prognosis pobre se han observado en pacientes con adenocarcinoma colorrectal.
Se cree que en estos casos, al igual que en situaciones de carencia de nutrientes, la autofagia
compensa la pérdida de sefiales extrinsecas y promueve nutrientes y energia.

Asimismo, se ha generado una hipdtesis para explicar este papel dual y paraddjico. Conocida como
“el modelo autofagico de tumor de estroma del metabolismo de la célula cancerosa”, sugiere que
las células transformadas utilizan ROS como sefial para las células del estroma para entrar en
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autofagia y asi obtener nutrientes. Sin embargo, no se tiene una explicacion de por qué la
autofagia en ocasiones actua en la muerte celular y en otras, la previene (Notte et. al, 2011).

2.5 Autofagia y apoptosis

Debido a que tanto la apoptosis como la autofagia son mecanismos cruciales en la fisiologia
normal y patologia, se cree que pudiera haber un vinculo positivo o negativo entre apoptosis y
autofagia, un ‘switch’ molecular entre ellos. En recientes estudios se ha observado que algunos
reguladores importantes pueden controlar simultdaneamente ambos mecanismos. También se
encuentran algunos reguladores comunes como p53, el eje PI3K/Atk y la interaccidn entre Bcl2-
Beclin-1, como se explica a continuacién y puede observarse en la Figura 4.

Se cree que p53 es un importante regulador comun de apoptosis y autofagia. Tiene un papel
positivo en la regulacién de apoptosis, pero muestra un papel dual en autofagia dependiendo de
su localizacién celular, ya sea promoviéndola en el nucleo o inhibiéndola en el citoplasma. En
activacion oncogénica o en inestabilidad gendmica, p53 puede ejercer su efecto pro-autofagico.
Esta activacion de autofagia puede promover la muerte celular de tipo Il y evitar la transformacion
de la célula en cancerosa. Por otra parte, en mutaciones deficientes de p53, la disminucién de p53
inhibe autofagia en condiciones de falta de nutrientes o estrés del reticulo endopldsmico y su
inhibicion de autofagia bloquea la autodigestion.

Otro mecanismo importante es la via PI3K/Atk/mTOR. Esta puede regular negativamente la
autofagia en condiciones de suficientes factores de crecimiento y su activacién se ha observado en
diversos tipos de cancer, como pancredtico, de ovario y de estémago. Se ha estudiado que Akt
inhibe la apoptosis mediante la fosforilacion de Bad, permitiendo la supervivencia celular. Por otra
parte, la activacion de este eje puede causar los efectos inhibitorios de Akt en apoptosis y mTOR
en autofagia y permitir la supervivencia de células cancerosas.

Las proteinas de la familia Bcl-2 también participan en ambos procesos. En condiciones normales,
Beclin-1 estd unido y es inhibido por Bcl-2 o Bcl-X,, mediante la unién de los dominios BH3 en
Beclin-1 y el dominio de unién de Bcl-2/Bcl-X,. Bajo ciertos estimulos, sélo proteinas BH3 como
Bad pueden antagonizar competitivamente la interaccion entre Beclin-1 y Bcl-2/Bcl-X, por lo que
estas proteinas BH3 podrian inducir diferencialmente autofagia y apoptosis al actuar en
compartimentos subcelulares distintos. Si actian en la membrana de la mitocondria, estas
proteinas BH3 pudieran desencadenar apoptosis al disminuir la actividad permeabilizante de la
mitocondria causado por Bax y Bak, mientras que en reticulo endopldsmico, estas proteinas
promueven la formacién de autofagosomas mediante la liberacién de Beclin-1 de sus inhibidores.

Ademas de las vias clave antes mencionadas, se ha observado la vinculacidn entre autofagia y
apoptosis en diversas vias de sefializacién. El estrés del reticulo endoplasmico se ha considerado
como un mediador importante entre ambos tipos de muerte celular y sus vias de sefializacion
mediante PERK, IRE1 y ATF6 pueden desencadenar sefiales pro-apoptdticas via la activacidon de
moléculas como CHOP, JNK o algunas proteinas de la familia Bcl-2. Este estrés también puede
promover la formacién del autofagosoma con la conversién de LC3 mediante la via PERK-elF2a o
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IRE1-JNK. En un estudio se reportd que la muerte autofagica requiere los genes atg7 y Beclin-1, asi
como la inhibicién de caspasa-8. También se ha reportado que la escision de Beclin-1 mediado por
caspasas inhibe su actividad pro-autofagica. Sin embargo, el fragmento terminal de Beclin-1
resultante adquiere una nueva funcién y puede amplificar la apoptosis mediada por mitocondrias
al inducir la liberacidn de factores pro-apoptoticos (Liu et. al., 2011).

Stress\cell death stimuli: TNF, TRAIL, Oxidative stress, Nutrient deprivation
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Figura 4. Representacion de las interconexiones moleculares entre autofagia y apoptosis.Beclin-1 es un
punto crucial de interconexidn. La escision dependiente de caspasas de Beclin-1 reprime la activacidon de
autofagia y promueve apoptosis via el fragmento Becl1-C. Bcl2/Bcl-XL actian como factores anti-autofagicos
y anti-apoptdticos por interacciones especificas inhibitorias. cFLIP reprime la via de receptor de muerte y
contrarresta la elongacion del autofagosoma (Amelio et. al., 2011).

2.6 Uso de autofagia como nueva terapia anti-cdncer

Debido a su papel en la muerte de células cancerosas, se ha empezado a disefiar farmacos para
inducir autofagia y eliminar las células cancerosas. Entre los blancos mas estudiados se encuentran
la via Akt-mTOR, al observarse que las proteinas Akt, PTEN y mTOR asi como unos de los blancos
de mTOR estan sobreexpresados o mutados en diferentes tipos de cancer. Algunos inhibidores de
MTOR se han desarrollado como tratamiento contra el cancer. Entre estos se encuentran
everolimus y temsirolimus, utilizados contra cancer renal y linfoma de células de manto. El
everolimus induce autofagia in vivo, con reduccion de masa tumoral en leucemia y tumores
pancreaticos. Su utilizaciéon en conjunto con etopdsido, cisplatino o doxorrubicina han producido
efectos cooperativos antitumorales por activaciéon de p53, lo que transactiva genes cuyos
productos activan autofagia como AMPL, ULKs, DAPK2 y TSC2 (Notte et. al, 2011).
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El premexetred y los inhibidores multicinasa como sorafenib actian sinérgicamente promoviendo
autofagia que lleva a la activacion de la via intrinseca de apoptosis. Obatoclax, un inhibidor de Bcl-
2, promueve tanto apoptosis como autofagia en cancer de pulmdén no microcitico y en leucemia
linfoblastica aguda (Amelio et. al., 2011). Otros farmacos inductores de autofagia también ya se
han utilizado en terapia. La rapamicina y sus analogos RAD0O01, CCI-779 y AP23573, asi como
imatinib han mostrado actividad antitumoral en diferentes tipos de cancer. Por otra parte, debido
a su papel dual, inhibidores de autofagia pudieran utilizarse para evitar su implicacion para la
supervivencia de células tumorales. Entre los blancos propuestos se encuentran Atg3, Atg6, Atgl0
y Atgl2. En experimentos donde se ha realizado silenciamiento de estos genes, importantes en la
formacidn del autofagosoma, se ha observado una sensibilizacion de las células cancerosas.

Cabe destacar que farmacos utilizados en la medicina china tradicional se han estudiado por su
papel tanto en apoptosis como en autofagia. Las lectinas de muérdago se han utilizado como
terapia alternativa. La lectina de Phaseolus coccineus se ha reportado que induce autofagia y
apoptosis mediante el bloqueo de las vias de sefalizacién de Ras-Raf y PI3K/Akt y se ha sugerido
que puede inducir ambos procesos mediante la via ROS-p38-p53. La Concanavalina A se ha
vinculado a propiedades inductoras de autofagia en vias mitocondriales mediadas por BNIP3 en
células de hepatoma humano. La oridonina es un principio activo diterpenoide aislado de una
hierba tradicional china y presenta propiedades antitumorales al tener de blanco el complejo
CDKs-ciclinas, induciendo apoptosis mediante el incremento de expresién de Fas/Fas-L y la
induccion de autofagia al suprimir la via Ras/P12K/Akt, promover p38 y JNK (Liu et. al., 2011).

3. Ester Fenetilico de Acido Caféico (CAPE)
3.1 Propdleo

El propdleo es una resina recolectada por Apis mellifera de los brotes de arboles que después
utilizan para recubrir partes, asi como sellar grietas en los panales. El propdleo se ha utilizado en
remedios caseros desde el afio 300 A.C. En los ultimos afios, se han descubierto una gran cantidad
de propiedades bioldgicas del propdleo. Entre éstas figuran actividad citotdxica, antiherpes,
antimicrobial, secuestrador de radicales libres, y actividad anti-VIH. Debido a estas propiedades, el
uso del propdleo se ha extendido a alimentos y bebidas con el fin de prevenir enfermedades y
mejorar la salud.

El propdleo es una mezcla compleja, contiene aproximadamente 50% de resina y balsamo, 30% de
cera, 10% de aceites esenciales y aromdticos, 5% de polen y 5% de impurezas. Su composicion es
variable, dependiendo de las especies de plantas creciendo cerca de los panales, la estacion del
tiempo, iluminacién, altitud y disponibilidad de alimentos. Sin embargo, las principales clases de
compuestos que se encuentran en el propdleo son compuestos flavonoides, fendlicos vy
aromaticos (Toreti et. al, 2013).
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3.2 CAPE

El éster fenetilico del acido caféico o CAPE es un compuesto natural que se encuentra en el
propdleo. Es un polvo color blanco, es soluble en etanol, DMSO y acetato de etilo (50mg/mL). Su
formula molecular es Cy;H;604 con un peso molecular de 284.31g/mol. Posee propiedades
antitumorales, antiinflamatorias, antineopldsicas y antioxidantes (Dominguez, 2008; Ozturk et. al,
2012).

HO
OH

Figura 5. Estructura molecular de CAPE (Dominguez, 2008).

CAPE es un inhibidor especifico de NF-kB, suprime la via lipoxigenasa del metabolismo del acido
araquiddnico en procesos inflamatorios a concentraciones de UM y a concentracién de 10uM
bloquea la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive oxygen species) en
neutrdfilos humanos y el sistema xantina/xantina oxidasa. CAPE inhibe a la xantina oxidasa al
unirse a su region molibdoproteina del sitio activo. La inhibicién de la xantina oxidasa, que
metaboliza bases puricas y pirimidicas, detiene la ruta de rescate de nucledtidos, por lo tanto
presenta actividad anticancerigena en todos los tipos celulares (Ozturk et. al., 2012).

En un ensayo de peroxidacion lipidica de membranas de eritrocitos, DNA plasmido pBR322 y dafio
proteico inducido por el iniciador hidroclorhidro 2,2’-azabis(2-amidinopropano) y H,0,, se observd
la formacion de hidroperdxidos y ruptura de DNA mediante las técnicas de electroforesis alcalina
celular y electroforesis de SDS-PAGE. Los resultados obtenidos indicaron que CAPE y sus ésteres de
acido polifendlico relacionados tenian efectos remarcables en la peroxidacion lipidica de
membrana de eritrocitos, ruptura de cadena de DNA celular y fragmentacién de proteinas (Wang®
et. al., 2008).

CAPE vy otros ésteres de acido caféico inhiben lesiones preneopldsicas de colon inducidas por
azoximetano y las actividades enzimaticas de ornitina decarboxilasa, tirosin cinasa y lipoxigenasa
asociadas con cancer de colon.

Se ha sugerido que CAPE induce apoptosis. CAPE suprime la transformacién celular inducida por
12-O-tetradecanilforbol-13-acetato e indujo apoptosis en células epidermales JB6 C1 41 de ratdn;
en tratamiento de lineas celulares tumorales mutantes de p53, NCI-H358 y SK-OV-3 y deficientes
en p53 (p53(-/-)) y células Cl 4] CAPE indujo la escisién de la caspasa-3 asi como fragmentacion de
DNA. Se cree que p53 estd involucrado en fases tempranas de la induccion de apoptosis por CAPE,
ya que la escision de caspasa-3 sélo se observé en células expresando p53 silvestre (p53(+/+)) y en
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células C1 41. Asimismo, CAPE pudiera inducir apoptosis mediante vias dependientes e
independientes de p53.

En otro estudio para comprender el mecanismo de citotoxicidad diferencial inducido por CAPE, se
utilizaron fibroblastos de embrion de rata clonados (cloned rat embryo fibroblasts, CREF) no
tumorigénicos y células CREF transformadas con adenovirus (Wt3A). Mediante estudios de
degradacion de DNA de longitud nucleosomal, marcaje in-situ de extremos 3'OH y citometria de
flujo buscando poblaciones hipodiploides celulares, se encontré que la muerte celular inducida por
CAPE en las células Wt3A transformadas fue por apoptosis y que este efecto se debe a la
regulaciéon del estado redox a nivel de GSH de las células. Otro estudio demuestra que en células
CREF transformadas por oncogenes, revertidas por oncogenes y células CREF transformadas
resistentes a CAPE se encontrd una relacidn directa entre los efectos citotdxicos de CAPE vy la
induccion de fragmentacién de DNA y apoptosis, asi como un patrdn de citotoxicidad inducida por
CAPE que se asemeja a apoptosis en la expresiéon del fenotipo de las células transformadas.

Otra caracteristica importante que se ha observado es que CAPE pudiera tener la particularidad de
tener como blanco especifico células transformadas progresadas y suprimir su crecimiento y
toxicidad, lo que permitiria identificar vias bioquimicas importantes para mediar la transformacién
celular y la progresion de un estado transformado (Ozturk et. al., 2012).

Un producto CAPE dimerizado biomiméticamente, el lignan benzol[k,1]xanteno, mostré efectos
inhibitorios relacionados con dosis en un ensayo de angiogénesis midiendo el crecimiento de
vasos sanguineos. Este lignano inhibié ademas la secrecién del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) en cultivo celular de ovario (Basini et. al.,
2012). En otro ensayo de formacidn in vitro, se utilizd VEGF para inducir proliferacion y migracién
de células endoteliales de vasos de corddn umbilical y fibroblastos asi como un tratamiento con
CAPE. CAPE suprimié la induccién de formacion y proliferacion ocasionada por VEGF (lzuta et. al,
2009).

En estudios para determinar el efecto de CAPE en metaloproteinasas de matriz (MMPs, Matrix
Metalloproteinases), se observd que hubo disminucion en los niveles de MMP y de mRNA
inhibidor de MMP-2 en células humanas de fibrosarcoma HT1080 tratadas con CAPE medidas por
RT-PCR. En analisis de zimografia de gelatina se mostrd regulacidon negativa de la expresion de
MMP-2 y MMP-9 en células HT1080 tratadas con CAPE, asi como inhibicién de la actividad de
MMP-2 e invasién, motilidad, migracién celular y formaciéon de colonias de células tumorales.
Asimismo, ensayos de citotoxicidad en cultivo celular de adenocarinomas de colon tratados con
CAPE mostré un decremento dependiente de dosis en la viabilidad celular, en la invasién celular
en un 47.8% y de la expresion de MMP-2 y MMP-9.

En modelos de induccién a fenotipo invasivo de células de adenocarcinoma de pulmdén A549
inducidos mediante el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B, Transforming growth
factor beta), CAPE suprimio la motilidad celular potenciada por TGF-B y la activacion inducida por
TGF-B de Akt, asi como de LY294002. LY294002 es un inhibidor especifico de la via PI3K/Akt. Estos
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descubrimientos sugieren que CAPE puede ser utilizado como agente quimioprotector asi como
agente terapéutico anti-metastasico (Ozturk et. al., 2012).

Se cree que CAPE inhibe el crecimiento de células tumorales mediante vias de estrés oxidativo
conectadas a vias independientes a p53 y que inhiben procesos oxidativos mediante el
decremento de generacién intracelular de H,0, asi como disminucidn del nivel de GSH en células
A549 de cancer de pulmdn. El agotamiento de reservas de GSH (glutation reducido) puede hacer a
las células mas susceptibles a apoptosis inducida por estrés oxidativo (Chen et. al., 2004).

En el caso de cdncer de préstata, se ha observado que CAPE inhibe la activacion de NF-kB en
células PC-3 (Prostatic Cancer-3, cancer de prostata) al bloquear la habilidad de paclitaxel y del
factor de necrosis tumoral a (TNF-a, Tumor necrosis factor alpha) para activar a NF-kB. Este efecto
se ha asociado con la reduccién en los niveles celulares de los inhibidores de proteinas apoptdticas
clAP-1, clAP-1y XIAP, que son una familia de homdlogos estructurales de inhibidores de caspasas.

En estudios sobre el efecto de CAPE en células de melanoma, se sugirio que CAPE suprime la
ruptura de la cadena de DNA inducida por especies reactivas de oxigeno (ROS). En un estudio con
células de melanoma SK-MEL-28 se encontré que la IC(50) de CAPE era de 15uM. En esta misma
linea se encontré que CAPE causa selectivamente incremento en la formacion de ROS vy el
agotamiento de GSH que expresaban tirosinasas normales.

En células SK-MEL-28, asi como B16-F0, B16F10, SK-MEL-5 y MeWo, asi como en ensayos in vivo de
modelos de tumores B16-FO en ratones C57BL/6, CAPE a 10mg/kg/dia llevaba a disminucion de
GSH celular, aumento de 10-25 veces en la formacion de ROS en células B16-FO, un aumento de
apoptosis de 5-7 veces en células B15F0 e inhibicién del crecimiento del tamafo del tumor.

Por otra parte, las tirosinasas, altamente presentes en células de melanoma, activan CAPE a una
O-quinona que reacciona con GSH para formar un conjugado CAPE-SH y este papel se cree que es
importante para la toxicidad celular inducida. Como un inhibidor de glutatidon S-transferasa (GST,
Glutathione S-transferase) en presencia de tirosinasa, el tratamiento de CAPE mostré un
porcentaje de inhibicién de GST de 70-84%, mientras que el conjugado CAPE-SG y la quinona de
CAPE mostraron una inhibicién del 85% de GST por mecanismos reversibles e irreversibles. Analisis
de docking computacional sugieren que CAPE se une al sitio activo catalitico de GST. Esto indica
que las quinonas formadas por CAPE asi como los conjugados con GSH pueden tener un papel
importante en la inhibicidn selectiva de GST en células SK-MEL-28 (Ozturk et. al., 2012).

Boudreau y cols. refirieron que el CAPE inhibe la produccidon de leucotrienos en macréfagos
peritoneales de ratdn, basados en sus caracteristicas anti-oxidantes y anti-inflamatorias. Estas
actividades son de importancia ya que se ha demostrado un papel potencial de la 5-lipoxigenasa
(5-LO) y su sobreexpresion en cancer de prdstata, asi como la importancia de regulacién de 5-LO
en el desarrollo de leucemia de células madre. En sus experimentos encontraron que el CAPE era
mas potente que el zileuton, farmaco por excelencia para la inhibicidn de la actividad de 5-LO y la
biosintesis de leucotrienos en leucocitos humanos polimorfonucleares estimulados, aunque
presentaban igual actividad en sangre total. También se encontrd que el grupo éster fenetilico de
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CAPE era esencial para la inhibicidn efectiva y que el grupo fenetil es necesario para la inhibicién
tanto de la biosintesis de leucotrienos como de la actividad de 5-LO. También se observéd
inhibicion de la conversion de acido araquiddnico a leucotrienos, asi como la inhibicidn del 55% de
acido araquiddnico liberado a concentraciéon de 1uM, sugiriendo que CAPE bloquea la biosintesis
de leucotrienos mediante la inhibicién de la activacion de la fosfolipasa A2 grupo IVA (Cpla2a) asi
como de 5-LO. Esta inhibicion se da por un mecanismo no competitivo (Ozturk et. al., 2012;
Boudreau et. al., 2012).

Omene y cols. realizaron experimentos utilizando células basales de cancer de mama (bCSC, breast
cancer stem cells) aisladas de la linea celular MDA-231. Se replicé el proceso de auto-renovacion,
una caracteristica de las CSC responsable de regenerar masas tumorales y de la recurrencia del
cancer. Este proceso consisti6 en sembrado en ausencia de suero y crecimiento como
mamoesferas (MMS) que cuando se disociaron en células, formaron otra vez MMS. Después se
expusieron las MMS a CAPE para ver el efecto de éste en el proceso de auto-renovacion a dosis de
0-40uM. Esta renovacion en ausencia de suero fue inhibida en una manera dependiente de dosis,
con la dosis mas alta de CAPE alcanzando una inhibicién del 97%. Este efecto también se observo a
concentraciones de 40uM en agar suave, donde se presentd inhibicidon de formacién de colonias
progenitoras a las cuatro semanas de estar en agar suave, que es un indicativo de potencial
maligno, y de crecimiento clonal. Esto indica el potencial como agente terapéutico, al poder inhibir
caracteristicas asociadas con un potencial maligno inherente de las células (Omene et. al., 2012).

En estudios de células endoteliales de venas de cordén umbilical humano (HUVEC, Human
umbilical vein endotelial cells) se mostrd efecto citoprotector de CAPE contra lesiones oxidativas
inducidas por menadiona, una quinona simple en una forma dependiente de dosis. Se encontrd
que CAPE indujo la expresion de HO-1 (Heme oxygenase-1, hemo oxigenasa 1), incremento
observado mediante RT-PCR y Western Blot. Este efecto de induccién de HO-1 se habia observado
en astrocitos, pero confirmado en HUVEC con los resultados obtenidos de este experimento. La
via de sefializacién involucrada en la induccién de HO-1 por compuestos polifendlicos electrofilicos
se ha atribuido a la activacién del factor 2 relacionado a NF-E2 (Nrf2). Se sugiere que los
antioxidantes polifendlicos interaccionan con los grupos tiol de Keapl, que libera a Nrf2 del
complejo Nrf2/Keap1. Este es translocado al nicleo, donde forma heterodimeros con Maf, se une
al elemento de respuesta antioxidante ARE y acelera la transcripcién de HO-1. En el experimento
no se observd induccion de genes de fase Il excepto HO-1, lo que indica que esta regulacion
positiva de HO-1 es suficiente para proveer proteccidn frente al estrés oxidativo, pero pudieran
encontrarse otros genes expresados que ejercieran efectos protectores. Sin embargo, lo obtenido
de este ensayo recalca la importancia de inducciéon de HO-1 por actividades transcripcionales, lo
que indica que el efecto citoprotector de CAPE no sélo estd limitado a su actividad antioxidante
vinculada con su estructura. En otro ensayo de antioxidantes, CAPE y el acido caféico redujeron el
nivel basal intracelular de especies reactivas de oxigeno en dos horas (Wangb et. al., 2008).
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3.3 CAPA

Debido a la facil hidrélisis de CAPE en plasma por actividad estearasa en células y sangre, se han
sintetizado nuevos compuestos derivados amidicos de CAPE (CAPA, Caffeic acid phenethyl amide),
ya que las amidas han sido asociadas con energias hidroliticas mayores de activacion comparado
con los ésteres, lo que evita su degradacién por hidrélisis.

Los primeros experimentos sobre la actividad citoprotectora de los compuestos CAPA in vitro
surgieron en 2010. En este contexto, se encontré que parte del grupo hidroxilo en el catecol de
CAPA posiblemente contribuia a la actividad antioxidante del compuesto. Los CAPA también han
sido de interés en un esfuerzo por reducir la citotoxicidad de CAPE. Las concentraciones téxicas de
CAPE se han reportado a 40uM y 60uM. En un ensayo con analogos CAPE y analogos CAPA
sintetizados por el grupo del Dr. Yang se encontrd variabilidad en citotoxicidad de CAPA, con los
analogos 4b, 4d, 4e y 4f (Figura 6) no mostrando citotoxicidad a ninguna concentracidon hasta
60uM vy la amida 4c siendo citotdxica en las concentraciones utilizadas en la experimentacion,
aunque con una toxicidad menos aparente a las 5 horas de incubacién. De estos compuestos, los
compuestos amida 4b y 4c presentaron actividad citoprotectora significativa, e orto-fluorofenol
4e presentd citoproteccion intermedia y los andlogos monometilados y dimetilados 4d y 4f no
fueron citoprotectores (Yang et. al., 2010).

1. TEDMSCI, imidazole, DMAP (cat)

DMF, i, 1 h
2. 2, CSQCOg
dicxane/CHCI, 680 °C, 18 h o ,\/@
. 3 TBAF | H
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Ra Fo Fa Ra
R s
3a-f da-f
Compuesto R, R3 R4 Rs Rendimiento (%)
a (CAPA) H H H OH 14
b F H H OH 7
C H OH H 15
d H OMe H 22
e H H H 8
f F H Me OMe 63

Figura 6. Sintesis de CAPA y andlogos fluorados (Yang et. al., 2010).

Los resultados obtenidos de este experimento sugirieron al igual que otros estudios que el grupo
catecol y sus propiedades antioxidantes y de secuestradores de radicales estan relacionadas con
proteccion contra H,0, en compuestos CAPE. Sin embargo, se observd un comportamiento
diferente en los compuestos CAPA. El compuesto 4c con funcionalidad catecol no fue citoprotector,
mientras el compuesto 4e éster mostro citoproteccién pese a la falta de grupos hidroxilo fendlico
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libres. En los compuestos CAPA y CAPE se observd aumento en el porcentaje de citoproteccion
desde 1 a 20uM, y después se observé un declive a 40uM. En el caso de CAPE, esto se debe a la
citotoxicidad previamente mencionada. Sin embargo, en CAPA aun cuando no hay citotoxicidad a
40uM, se presentd este fendmeno. Esto indica que los compuestos CAPA no presentan una
diferencia significativa en actividad citoprotectora en condiciones experimentales 2mM de H,0, en
concentraciones de 5 y 20uM pero que son menos citotdxicos que CAPE. Asimismo, se observé
qgue CAPA es estable en condiciones acidas de 0.1M HCl pH ~ 1, pero se hidroliza en pH de 10
(Yang et. al., 2010).

Boudreau realizd sintesis de andlogos amida, debido a la poca estabilidad de CAPE en el plasma. El
compuesto 9 amida comparado con el CAPE presentd una menor potencia en la inhibicidn de la
actividad 5-LO en ensayos de ruptura celular, pero una efectividad moderadamente superior en la
inhibicidon de leucotrienos en linfocitos PMNL estimulados y en sangre completa. La potencia del
compuesto 9 de inhibicién comparado con CAPE se sugiere que se debe a la presencia de la unién
amida. Sin embargo, el compuesto 9 presenta actividad inhibitoria en la conversién de acido
araquiddnico a leucotrienos (Boudreau et. al, 2012).
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Figura 7. Sintesis de CAPE y andlogos (Boudreau et. al., 2012).

3.4 CAPE y CAPA en México

En los estudios de CAPE en un modelo de hepatocito resistente del Dr. Saul Villa expuesto a DEN
(Dietilnitrosamina) y CAPE, se encontré que CAPE redujo la induccion de focos de hepatocitos
alterados de GGT' (y-Glutamil transpeptidasa-positiva) en un 59%, lo que previno dafio
caracteristico del tratamiento con DEN. CAPE modificé la actividad enzimdtica asociada con
CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1/2 t CYP2E1l en una forma dependiente del tiempo. Los metabolitos
producidos en la bioactivacién de DEN inducen mutaciones en el DNA e incrementan el estrés
oxidativo que desencadena multiples vias de sefializacién que culminan en la produccién de
células iniciadas. Esto requiere de la activacion de DEN en a-hidroxinitrosaminas que se
descomponen en etil-diazohidréxidos y pares separados de nitrégeno. Estos forman diazoalcanos
o carcobationes y la alquilacién de nucledfilos, todos especies muy reactivas que inducen cancer.

La reduccién de CAPE de los focos de hepatocitos afectados GGT indica que se estd interfiriendo
con la actividad iniciadora de DEN. Al ser DEN necesario junto con 2-AAF (2-acetil aminofluorina)
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para la induccién de céncer, la falta de DEN resulta en una reduccién drastica de GGT'. Mediante
deteccién del dafio tisular causado por el carcinégeno a las 24 se confirmd que CAPE interfirié con
la iniciacidon celular, protegid el tejido de necrosis mediante un posible bloqueo de actividad de
DEN en la etapa de iniciacion.

Durante el experimento se observé actividad enzimatica disminuida asociada con CYPA1A1/2 y
CYP2B1/2 a las 12 horas de administracion. Esto sugiere que CAPE puede modular la actividad de
las isoformas CYP involucradas en la biotransformacién de DEN. Sin embargo, se requieren de mas
experimentos para caracterizar las isoformas de CYP involucradas en la bioactivaciéon, ya que la
especificidad de sustratos para los CYPs puede sobrelaparse y mas de uno pudiera estar
involucrado en el metabolismo de DEN, ademas de los antes mencionados (Beltran et. al., 2008).

Paniagua estudié el efecto genotdxico de un derivado amida del CAPE sintetizado por el
Laboratorio de Quimica Medicinal de la FESC dirigido por el Dr. Enrique Ramén Angeles Anguiano.
Este compuesto fue el N[2-clorbencil]lcinamida (NAO1) y se analiz6 mediante electroforesis
unicelular en gel (SCGE) en cultivo de linfocitos humanos. Se evaluaron concentraciones entre 10y
100pg/mL a 4 y 6 horas encontrando que el NAO1 presenta actividad genotdxica en el cultivo, pero
menor a la genotoxicidad inducida por el compuesto MMS (Metilmetanosulfonato) utilizado como
control positivo en el estudio. También se observéd un ligero aumento en la citotoxicidad
comparado con un control, pero que no rebaso el 5% (Paniagua, 2010).

0 |

Figura 8. Estructura del derivado NAO1 (Paniagua, 2010).

El disefio y la sintesis de otros analogos amida de CAPE fueron realizados por el Dr. Angeles vy su
grupo de colaboradores del mencionado laboratorio y constituyeron asi la linea LQM 700
conformada por 30 compuestos derivados que se evaluaron biolégicamente de inicio mediante las
técnicas de MTT y CV a concentraciéon de 100uM en lineas MDA-MB 231, Hela y PC-3. De aqui
fueron elegidos los tres compuestos con mayor actividad citotdxica para subsecuentes estudios,
estos fueron el LOM 731, LQM 738 y LQM 755 (Ruiz, 2012).
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Figura 9. Estructura del LQM 731.

A partir de estos experimentos, se han realizado pruebas in vivo con los LQM 731, 738 y 755 en
ratones. Herndndez en 2013 evalud el efecto antigenotéxico del LQM731 en ratones Balb C a dosis
de 20mg/Kg y 40mg/Kg retando frente a un mutageno, la Mitomicina C, en dosis de 2mg/Kg
mediante la técnica de SCGE. Se encontrd que a las 3 horas posteriores a la administracion, las
dosis disminuyen el dano al DNA causado por MMC en células de higado en un 91.7% con la dosis
de 20mg/Kg y en un 89.7% con dosis de 40mg/Kg. En células de rifidn, la dosis de 20mg/Kg redujo
el dafio en un 90.2% y en 88.1% con la dosis de 40mg/Kg. A las 18 horas, se observé un minimo
dafio causado, aunque la dosis de 40mg/Kg se reporté como téxica (Hernandez, 2013).

VO

Figura 10. Estructura del LQM 738.

Cruz en 2014 evalud el LOM 738 en ratones machos CD1 mediante SCGE a dosis de 20mg/Kg y
40mg/Kg , frente a MMC 2mg/Kg en células de rifidn e higado. A las 3 horas de la administracidn,
la dosis de 20mg/Kg se reportd que no causa dafio al DNA en los tejidos estudiados. Sin embargo,
la dosis de 40mg/Kg presentd ligera genotoxicidad en rifidn. En su evaluacion antigenotdxica, la
dosis de 20mg/Kg de LQM 738 redujo el dafio en un 88.42% en células de higado y en un 57.6% en
células renales, mientras que la dosis de 40mg/Kg se reporté como no efectiva para reducir el
dafio ocasionado por MMC (Cruz, 2014).
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Figura 11. Estructura del LQM 755.

Aguilar evalué el efecto antigenotéxico LQM755 por SCGE en ratones macho CD1 a dosis de
20mg/Kg y 40mg/Kg frente a dosis de 2mg/Kg de MMC a 3 y 18 horas. Para el reto a las 3 hrs, se
reportd que la dosis de 20mg/Kg disminuyé el dafio al DNA en un 60% en células de higado y en un
65% en células de rifidn. La dosis de 40mg/Kg disminuyd el dafio en un 73% en células de higado y
en un 56% en células de rifidn. A las 18 hrs, se observé que en ambas dosis se aumenté el dafio
ocasionado por el LQM 755 (Aguilar, 2014). En resumen de estos estudios, parece muy alentador
el efecto de reduccién de dano al material genético por estos compuestos CAPA.

4. Lectinas

Las lectinas de plantas son una clase de proteinas de unién a carbohidratos distribuidas en una
variedad de especies de plantas. Reconocen especificamente y se unen a varias estructuras de
azucares, desencadenando diversos procesos celulares. De acuerdo a su estructura, se pueden
dividir en “merolectinas”, “hololectinas”, “quimerolectinas” y “superlectinas” (Lui et. al., 2010). Las
lectinas se han también clasificado de acuerdo a sus especificidades para unién de carbohidratos,

como:

Homdlogos de aglutinina Agaricus bisporus
Amarantinas

Homdlogos de chitinasa Clase V con actividad de lectina
Familia Cianovirinas

Familia EEA (Aglutinina de Euonymus europaeus)
Familia GNA (Aglutinina de Galanthus nivalis)

Proteinas con dominios heveina

Jacalinas

Lo N kR WDNRE

Proteinas con dominios de lectinas de leguminosas

10. Dominios LysM

11. Familia Nictaba (antes conocida como lectinas Cucurbitaceae phloem)
12. Familia Ricina (Fu et. al., 2011; Wu et. al, 2013)

La primer lectina de planta fue la Ricina, descubierta en 1888 en extractos de semillas de Ricinus
communis. En 1963 se observo que las lectina de plantas tenian la caracteristica de distinguir entre
células normales y cancerosas al haber alteraciones en la superficie de éstas ultimas. Los
glicoconjugados de las superficies celulares participan en las interacciones célula-célula, entre las
cuales destacan el reconocimiento, la comunicacion y adhesion. Durante la diferenciacién celular y
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transformacion maligna, la biosintesis de las cadenas de oligosacaridos de glicoproteinas se ve
alteraday es en estas alteraciones que radica su deteccidn (Castillo et. al., 2005).

En las ultimas dos décadas, las lectinas se han utilizado como herramientas de reconocimiento
para diferenciar tumores malignos de benignos y el grado de glicosilacion asociado con metastasis,
debido a sus propiedades de unidn especificas a carbohidratos. Por otra parte, diversas lectinas,
como las obtenidas de muérdago, han sido adoptadas para terapia alternativa de cancer y se han
utilizado en Europa como adyuvantes en quimioterapia y radioterapia para reducir los efectos
secundarios ocasionados por estos tratamientos. Recientes estudios han demostrado también que
las lectinas presentan actividad anti-tumoral en diferentes células cancerosas (Liu et. al., 2011). A
continuacién se mencionaran las lectinas mas estudiadas asi como los mecanismos por los cuales
estan implicadas en la muerte de células cancerosas.

4.1 Proteinas inactivantes de ribosoma tipo Il.

Se sabe que los RIPsll ejercen actividad antitumoral en células cancerosas en diferentes maneras al
tener de blanco estadios distintivos de las vias apoptéticas. Entre ellos se encuentran la
sefializacion caspasa-8/FLICE independiente de receptor de muerte y vias independientes de p53,
asi como vias mitocondriales y de receptor de muerte y generacién de ROS por activacion de
caspasas y activacion de la via SEK/INK.

En ensayos clinicos se observé que las células tumorales tratadas con RIPsll mostraron niveles de
mitosis reducidos, asi como apoptosis y necrosis, asi como prolongacién de supervivencia en
ratones tratados (Liu® et. al,. 2010).

4.1.2. Lectinas de muérdago (Viscum album)

Las lectinas de muérdago son un tipo de proteinas inactivantes de ribosoma tipo Il (RIPsll) que se
aislaron por primera vez en muérdago europeo (Fu et. al., 2011). Consisten en una cadena A que
comprende de tres dominios individuales distintivos y una cadena B que contiene dos dominios
con configuraciéon similar. Se cree que la cadena B pudiera tener un papel importante en
determinar la citotoxicidad selectiva para células tumorales mediante reconocimiento e
internalizacion via receptores putativo (Liu® et. al., 2010). La cadena A, por otra parte, presenta
aparentemente actividad citotdxica al inhibir la sintesis proteica intracelularmente al interactuar
con el ribosoma 28S mediante actividad de N-glicosidasa. Por lo tanto la actividad citotdxica de
estas lectinas requiere de ambas cadenas (Fu et. al.,, 2011). Las ML se han clasificado en tres
principales tipos: ML-l, ML-1l y ML-1ll, aunque las diferencias entre cada una no se han estudiado a
profundidad (Yau et. al., 2015). La lectina mas estudiada es ML-I.

Las proteinas ML-I ejercen efectos citotdxicos en células tumorales y desencadenan una via
apoptética independiente de receptor de muerte pero mediada por mitocondria. ML-l induce
apoptosis al activar la caspasa-8 via la via extrinseca apoptosis en células T de Leucemia Jurkat y
cooperan con TNF-a mediante regulacién negativa de Bcl-2. También puede romper MMP vy
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activar caspasa-3, induciendo apoptosis mediante la via dependiente de Apaf-1 en células de
adenocarcinoma humanas con p53 mutado (Liu® et. al., 2010; Jiang et. al., 2015).

ML-1l posee funciones anticancerigenas al activar cinasas reguladas por sefiales extracelulares y
p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase, protein cinasa activada por mitogeno) (Liu et. al,
2010). También se ha observado que activa vias de sefializacién involucradas en SAPK/JNK y p38 o
que inhibe la via ERK 1/2 en células humanas de leucemia monoblastica (Jiang et. al., 2015).

Entre las lectinas tipo ML-1l se encuentran las de muérdago coreano (Viscum album L. coloratum).
Estas lectinas mostraron mayor citotoxicidad que las de muérdago europeo, mediante un
mecanismo de apoptosis mediado por endonucleasas dependientes de Ca**/Mg** (Pryme et. al.,
2006). La lectina purificada se conoce como VAC (Viscum album var coloratum agglutinin,
Aglutinina de Viscum album) (Yau et. al., 2015). VAC es una lectina especifica de galactosa y N-
acetil-D-galactosamina y hasta ahora la Unica ML indicada en inducir autofagia en células
cancerosas. VAC se ha reportado que incrementa la expresion de mTORC1 fosforilado, PI3KCIII,
Beclin-1, Atgl2 y LC3 activo, lo que senala que puede inducir la expresion de factores de
supervivencia (Liu et. al., 2013). También se ha observado que induce apoptosis mediante
regulacién negativa de Bcl-2 y regulacidon positiva de caspasa-3, asi como de regulacién de
telomerasa en células de hepatocarcinoma (Pryme et. al.,, 2006). Estudios con extractos han
mostrado que el extracto de viscotoxina auxilia en la citotoxicidad mediada por células NK y
linfocitos T citotéxicos para el incremento de lisis de las células blanco. Pueden inducir
desestabilizacidon de la membrana celular (Tabiasco et. al., 2002).

Por otra parte, las lectinas de muérdago chino 1 (CM-1) han sido reportadas en tener actividad
anti-neoplasica en cancer de colon mediante la regulacidon negativa de la expresién miR-135a&b y
aumentando la expresién de APC (Adenomatous polyposis coli), su gen blanco. Esto resulta en la
disminucién de la actividad “rio abajo” de la via Wnt (Fu et. al., 2011). La sefializacién Wnt controla
los niveles de B-catenina, afectando la expresion de genes. Esta interferencia se ha correlacionado
con el 90% de los casos de cancer de colon (Yau et. al., 2015).

4.2 Lectinas RAB y ricina

La lectina RAB (Rice bran agglutinin, Aglutinina de salvado de arroz) contribuye a la condensacion
de cromatina, fragmentaciéon nuclear, liberacion de DNA y externalizacion de fosfatidilserina
membranal en células U937 de leucemia monobldstica humana. Se ha observado
experimentalmente que la ricina induce muerte celular mediante vias apoptdticas en células de
linfoma de Hodgkin L540 mediante la regulacién positiva de caspasa 8 y rio abajo de caspasas 3/7,
asi como ejercen efectos sinérgicos con otros agentes antitumorales (Liu® et. al., 2010).

4.3 Lectinas GNA

Las lectinas de ajo, aisladas de Allium sativum (Allium sativum-L) poseen efectos citotdxicos. Esta
lectina inhibe la sintesis de DNA en células HL60 y U937 e induce apoptosis en las ultimas a
concentraciones menores a 100ug/mL. También se observa que es altamente resistente a
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digestion in vitro con proteasas como pepsina, quimotripsina o tripsina, lo que indica que pudiera
resistir protedlisis en el intestino, aunque aln no se sabe si es absorbida por las células epiteliales
intestinales (Karasaki et. al., 2001).

La lectina Polygonatum cyrtonema (PCL) es una lectina de manosa/4cido sidlico aislada de los
rizomas de Polygonatum cyrtonema Hua, una planta utilizada frecuentemente en la medicina
China tradicional. Se sintetiza como un polipéptido de 160 aminodcidos con una sefial de
secuencia N-terminal de 28 residuos y un polipéptido de ruptura en el C-terminal de 22. Una vez
realizadas las rupturas, se obtiene un polipéptido maduro de 110 aminodcidos. Para conformar la
estructura secundaria, se generan B-hoja plegadas conectadas por giros y vueltas (Liu et. al., 2013).

Las subunidades de PCL se unen a manosa. Estas subunidades tienen un sitio de unién a azucar,
denominado SBS | y contienen un motivo de unidn a manosa conservado QXDXNXVXT
caracteristico de las lectinas tipo GNA Las subunidades tienen ademas otros sitios de unién, SBS Il
y SBS lIl. Estos tienen el motivo de unidn a manosa con algunos residuos modificados lo que les
permite unir a otros azucares como el acido sidlico (Wang et. al., 2011).

PCL se ha reportado tener actividad tumoral en células cancerosas pero con baja citotoxicidad en
células normales. Se ha observado que PCL induce apoptosis mediante vias dependientes de
caspasas en células L929, la via de ROS Mitocondrial-p38-p53 en células A375 y mediante el
bloqueo de las vias Ras-Raf y PI3K-AKT en células L929. PCL también regula Bax, BCL-XL y BCL-2,
que se observa en apoptosis en células A375. La interaccidon de PCL en las vias ROS-p38-p53, asi
como Ras-Raf y P2IK-AKT también se han observado que conllevan a muerte celular por autofagia,
por lo que PCL puede inducir muerte celular de los dos tipos y que tanto el proceso apoptdtico
como autofagico pueden estar vinculados en la interaccion de PCL. (Liu et. al., 2009; Liu® et. al.,
2010; Zhang et. al., 2010). En células A375 PCL induce autofagia mediado por mitocondria, con
cambios estructurales autofagicos, cambios en la proporcion de LC3-1l/LC3-l y el incremento de
Beclinl. (Zhang et. al., 2010).

Otra lectina tipo GNA es POL (Polygonatum odoratum Lectin), de union especifica a manosa. POL
ha sido referida por Liu y colaboradores en 2009 en inducir apotoisis mediante via dependiente de
caspasas en células L929. Este proceso de apoptosis se inici6 mediante la via de receptor de
muerte al incrementar los niveles de FasL y FADD resultando en la activacion de caspasa 8. Por
otra parte, POL indujo al colapso de MMP, a la liberacion de citocromo c y las activaciones de las
caspasas 9 y 3 (Fu et. al.,, 2011). POL también se reporté como inhibitoria de células A549 de
cancer de pulmén mediante la supresidon de la via AKT-NF-kb asi como induccién de autofagia en
estas células por el bloqueo de la via AKT-mTORC. En células MCF-7 de cancer de mama, POL
indujo tanto apoptosis como autofagia mediante la via de sefializacidon Ras-Raf-MEK-ERK (Fu et. al.,
2011; Yau et. al., 2015).

4.4 Lectinas de leguminosas

Las lectinas de leguminosas son las mas estudiadas por la base molecular de sus interacciones
proteina-carbohidrato y en afios recientes, el mayor interés de esta familia yace en su aplicacion
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como agente anti-tumoral al unirse especificamente a glicoconjugados en la superficie de células
cancerosas (Liu et. al., 2011).

La concanavalina (ConA) es una lectina obtenida de Canavalia ensiformis, el frijol de machete, con
especificidad en unién manosa/glucosa y dependiente de Ca*’/Mn?*" (Li et. al., 2011). Es la primera
lectina de leguminosas reportada en ser purificada y cristalizada (Liu et. al., 2013). El mondmero
de ConA contiene 237 aminoacidos que forman dos B-hoja plegadas antiparalelas, empalmadas de
tal forma que una B-hoja plegada “frontal” curveada consistiendo en siete hebras se alinea con
una B-hoja plegada “trasera” plana de seis hebras. Estas dos hojas estan conectadas por otra B-
hoja plegada de 5 hebras “techo” desde el frente hasta la trasera. Dos mondmeros ConA forman
un dimero al acomodarse de forma adyacente, antiparalela y espalda con espalda. También se
pueden acomodar dos dimeros para formar un tetramero, aunque la ConA natural es un dimero (Li
et. al., 2011).

Se ha encontrado que ConA puede llevar al colapso potencial de la transmembrana mitocondrial, a
la liberacion de citocromo c y activacién de caspasas, desencadenando un proceso de apoptosis
mediado por mitocondria en células de melanoma A375 humanas y en células HepG2 de
carcinoma hepatocelular humano, asi como en células PU5-1.8 de macrdfagos murinos y en
células A375 de melanoma humano. (Liu et. al., 2013; Liu et. al., 2011). ConA se une directamente
a la regién extracelular de SHPS-2. SHPS-2 es una glicoproteina transmembranal multifuncional y
su interaccion con ConA lleva a la activacion de AKT y secrecién de MMP-9, metalopeptidasa-9 de
matriz. También induce apoptosis al modificar la proporcidn de Bax/Bcl-2, inhibiendo la expresion
de AKT y activando la via de sefnalizacion FoxOl1a-BIM en células de cancer de ovario SKOV3 (Jliang
et. al.,, 2015). Asimismo, se ha reportado que ConA regula positivamente a COX-2 y regula
negativamente la expresiéon de AKT via IKK/NK-kB en células de glioblastoma U87 (Liu et. al., 2013).

En células deficientes en p53, ConA induce la expresidn y activaciéon de p73 y con ello apoptosis
mediada por esta proteina y siguiendo la via de sefializacion FoxOl1a-BIM ya mencionada (Li et. al.,
2011).

Estudios recientes también han mostrado el papel de ConA en muerte celular por autofagia. En
células HepG2 se observé que ConA es internalizada como resultado de una unién con un residuo
de manosa en glicoproteinas de membrana. Esta internalizacién se da mediante endocitosis
mediada por clatrinas. ConA se acumula rapidamente en la mitocondria, incrementando el cambio
de potencial de membrana, lo que desencadena el proceso de autofagia (Chang et. al., 2007). Esto
conlleva a la formacién de LC3-Il, vesiculas de doble membrana, induccidon de BNIP3 y organelos
vesiculares acidicos. La sefial de AKT también es alterada al regular negativamente la AKT
fosforilada (Liu et. al., 2011).

ConA puede también activar el sistema inmune como un mitégeno de células T y estimular la
produccién de citosinas dentro de la masa tumoral, asi como el reclutamiento de linfocitos (Chang
et. al.,, 2007; Liu et. al., 2011). Después de la destruccidon de células cancerosas mediante ConA,
antigenos de células de hepatoma son procesadas y presentadas a linfocitos T CD4 y CDS,
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estableciendo asi inmunidad especifica, lo que conlleva a resistencia del mismo tumor genotipico
(Li et. al., 2011).

La lectina S. flavescens (SFL, S.flavescens lectin) puede inducir muerte celular de tumores
mediante una via apoptética dependiente de caspasas, posiblemente mediante la via de receptor
de muerte. La lectina obtenida de Phaseolus coccineus L (Phaseolus multiflorus willd) induce
apoptosis dependiente de caspasas en fibrosarcoma murino. Esta lectina tiene especificidad con el
acido sialico (Liu et. al., 2010).

4.1 Lectinas de Vicia faba

En 1999 se realizaron estudios con las lectinas de Vicia faba, VFA, en la proliferacidon celular,
adhesidn celular, incorporacion de aminodcidos y en la diferenciacién de tres lineas celulares
derivadas de adenocarcinoma colorrectal LS174T, SW1222 y HT29. Se observd agregacion a
10ug/mL y la diferenciacién morfoldgica relacionada con la adhesién de la molécula epCAM se
incrementd. La proliferacion de las células estudiadas fue alterada en una forma dosis-
dependiente y reversible y la incorporacién de aminoacidos se incrementé (Castillo et. al., 2005).

Macias obtuvo el extracto proteico de Vicia faba (EpVf) y realizd ensayos genotdxicos y
antigenotdxicos para evaluar el efecto de éste en el DNA mediante la técnica de Intercambio de
Cromatidas Hermanas (ICH), obteniendo ademas el indice mitético (IM) y el indice de Replicacidn
(IR). Reportd un IM de 0.50, lo que indica que no posee la capacidad de inducir a los linfocitos a la
concentracién de 1mg/mL pero si a la concentracion del extracto de 6mg/mL con un IM de 20.0.
En el ensayo antigenotodxico utilizando MMC como mutdgeno, encontrando que el EpVF mostraba
diferencias significativas frente al control positivo, y que éste es capaz de contrarrestar el efecto
producido por la MMC y permitiendo que las células entraran en mitosis. El IR obtenido no varié
en concentraciones ni en tratamientos, mientras que el promedio de ICH de 5.84 indica que no
induce la formacidon de intercambios de cromatides hermanas y por tanto, no posee efectos
genotodxicos en linfocitos y que es capaz de revertir el daifio ocasionado por MMC. Finalmente, en
el extracto se aislaron e identificaron 12 proteinas por electroforesis SDS-PAGE de las cuales se
encontrd a la lectina VFA en el EpVF y se cree que ésta ejercio el efecto antigenotdxico en el
estudio (Macias, 2009).

4.2 Lectinas de Pisum sativum

En 1974 se aislaron proteinas del chicharo verde Pisum sativum, encontrando que la lectina del
chicharo es una molécula tetramérica de dos subunidades a y dos subunidades (. Posee
propiedades similares a Con A, como aglutinacidon de linfocitos y eritrocitos y propiedades
mitogénicas (Trowbridge, 1974).

Kabir y colaboradores evaluaron el efecto de las lectinas de chicharo en células EAC (Ehrlich ascites
carcinoma) mediante la prueba de MTT. La lectina mostré un efecto inhibitorio de 11.7-84% en un
rango de concentraciones de 8 a 120ug/mL. En ratones adultos suizos albinos, la lectina de
chicharo mostré un porcentaje de inhibicidn de las células EAC in vivo de 63 y 44% a dosis de
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2.8mg/kg/dia y 1.4mg/kg/dia, respectivamente durante cinco dias consecutivos. Al ser inyectada
en ratones con células EAC durante 10 dias, se observd un aumento significativo de la
hemoglobina y conteo de gldbulos rojos (RBC) con disminucidn de los niveles de gldbulos blancos
(WBC) que tendian a valores normales. Mediante microscopia éptica y de fluorescencia, se
determinaron cambios morfoldgicos caracteristicos de apoptosis en las células EAC tratadas
provenientes de ratones. Se observd que la inhibicidon del crecimiento celular de la lectina se
redujo considerablemente en presencia de inhibidores de caspasas. Por otra parte, el tratamiento
por la lectina de chicharo indujo un arresto en la fase G,/M de las células EAC y evaluacion de la
expresiéon por RT-PCR de los genes Bcl-2, Bcl-X y Bax mostrd un aumento intensivo de la expresion
de Bax y una casi nula expresién de Bcl-2 y Bcl-X en las células tratadas con las lectinas durante
cinco dias consecutivos (Kabir et. al., 2013).

Arreguin realizé una serie de pruebas en linfocitos humanos para determinar las caracteristicas del
extracto proteico de Pisum sativum (EpPs). Reporté que este extracto no posee capacidad
mitogénica, comparado con la Fitohemaglutinina (PHA), pero que puede potencializar el efecto de
esta lectina. Mediante la técnica de Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH), se realizé un
ensayo de genotoxicidad y antigenotoxicidad del extracto a diferentes concentraciones de EpPs,
utilizando MMC como mutageno. En el ensayo genotdxico se obtuvieron IMs de 24 a 28.5 en
concentraciones de 1, 2 y 3mg/mL, lo que indica que el EpPs no interfiere en la divisidn celular.
Respecto al IR, se reportd una disminucidn con respecto al control en las concentraciones de 1y
6mg/mL y 4 intercambios por metafase, lo que indica que el EpPs no genera dafio al DNA. En el
ensayo antigenotdxico, se observd que presentaron un aumento de 20-32 en el IM en
comparacién al control positivo y con un IR similar al ensayo genotdxico. En lo que respecta a la
frecuencia de ICHs, se encontré que hay una relacién entre la concentracion del EpPs y su
capacidad para contrarrestar el dafo ocasionado por MMC, con la concentracion de 3mg/mL
generando una frecuencia de 23.84 (Arreguin, 2012).

5. Ensayo de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular se utilizan para estudiar un conjunto de compuestos para
determinar si las moléculas de prueba tienen efectos en la proliferacion celular o para mostrar
efectos citotdxicos directos que lleven a muerte celular. En ellos, es importante calcular la
cantidad de células viables remanentes al final del experimento. Existe una variedad de métodos
utilizados para estimar el nimero de células eucariotas viables.

Entre ellos se encuentran ensayos de reduccion de compuestos o actividad de proteasas. Estos
ensayos, de forma general, miden un aspecto del metabolismo o actividad enzimatica como un
marcador de células viables. Requieren de la incubacién de un reactivo con una poblacién de
células viables para convertir un sustrato en un producto de color o fluorescente que puede ser
detectado en un lector de placa. Bajo condiciones de cultivo estandar, la incubacion del sustrato
con células viables resultara en la generacién de una seial proporcional al nimero de células
viables presentes. Cuando las células mueren, pierden rapidamente la capacidad de convertir el
sustrato a un producto. Esta diferencia es la base de los ensayos de viabilidad celular.
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5.1 Ensayo de reduccion de tetrazolio

Existe una variedad de compuestos tetrazolio que se han utilizado para detectar células viables.
Entre los mas comunes se encuentran: MTT, MTS, XTT y WST-1. Estos se clasifican en dos
categorias:

Los cargados positivamente, que penetran con facilidad las células eucariotas viables, y los
cargados negativamente, que no penetran las células con facilidad. Estos compuestos necesitan de
un aceptor de electrones intermediario que pueda transferir electrones del citoplasma o
membrana plasmatica para facilitar la reduccidn del tetrazolio en el compuesto colorido.

5.2 Ensayo de MTT

El ensayo de reduccion de tetrazolio MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) fue el primer ensayo de viabilidad celular homogéneo desarrollado para una
placa de 96 pozos. Este ensayo permitia el cribado farmacoldgico de alto rendimiento (HTS, High
Throughput Screening). El sustrato de MTT se prepara en una solucidn fisioldgica balanceada, se
afiade a las células en cultivo en concentraciones de 0.2-0.5mg/mL y se incuba de 1 a 4 horas La
cantidad de formazan, directamente proporcional al nimero de células viables, se mide al
registrar los cambios a una absorbancia de 570nm utilizando un espectrofotémetro lector de
placas.

Las células viables con un metabolismo activo convierten el MTT en un producto formazdn de
color morado, con una absorbancia maxima cerca de los 570nm. Cuando las células mueren,
pierden la habilidad de convertir el MTT en formazan, por lo que la formaciéon de color sirve como
una forma de marcar Unicamente las células viables. El mecanismo celular de la reduccién del MTT
en formazan aun no se ha descubierto del todo, pero se cree que involucra una reaccién con
NADH o moléculas reductoras similares que transfieren electrones al MTT.

El producto formazan se acumula como un precipitado insoluble dentro de las células, asi como
también se encuentra depositado cerca de la superficie celular y del medio de cultivo. Debe ser
solubilizado antes de medir absorbancias. Entre los métodos de solubilizacién se encuentran el uso
de: isopropanol acidificado, DMSO (dimetilsulféxido), dimetilformamida, SDS y combinaciones de
detergentes y solventes organicos (Riss et. al., 2004).
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I1l. Justificacion

El cancer es un tema de alta importancia debido a que afecta tanto a los paises de primer mundo,
como a aquellos en vias de desarrollo. Es una enfermedad que no distingue entre edades, razas ni
estratos sociales. Como se ha mencionado, la incidencia de casos es muy alta, en nuestro pais
ocupa la tercera posicidon en causa de muerte y cada afo se diagnostican mas casos. Es una
enfermedad producto del aumento de la esperanza de vida asi como la culminacién de otros
factores, como malos habitos alimenticios, exposicidn a sustancias cancerigenas, el componente
genético del individuo, entre otros.

Uno de los principales problemas radica en los tratamientos, cuya alta toxicidad impide un efecto
eficaz y selectivo, donde Unicamente las células tumorales sean las afectadas. Por otra parte, aln
si un grupo de individuos presenta el mismo tipo de cancer, no necesariamente reaccionaran
favorablemente a un tratamiento. La prognosis varia de individuo a individuo y hasta la fecha el
concepto de farmacos individualizados y preparados en base al componente genético de cada
persona no se ha vuelto una realidad. Por lo tanto, la investigacidn se ha enfocado en dos ramas:
el descubrimiento de moléculas quimioprotectoras, es decir, capaces de evitar la transformacion
de las células, y el desarrollo de farmacos que tengan como blanco Unica y exclusivamente las
células cancerosas en base a las caracteristicas Unicas de ellas en comparacidn con células
normales. Es decir, se ha enfocado en prevencién temprana del cdncer y en tratamientos
selectivos.

Entre estos farmacos se encuentran dos tipos diferentes: los derivados del Ester Fenetilico del
Acido Caféico (CAPE) y las lectinas. El CAPE ha presentado una alternativa prometedora como
guimioprotector, sin embargo, su complejidad al extraerse ha generado el desarrollo de varias
moléculas. Entre ellas se encuentra la linea LQM 700 sintetizada por el Laboratorio de Quimica
Medicinal de la FES Cuautitlan. Estos compuestos, derivados amidas, en lugar de ésteres han sido
evaluados en modelos de ratén y han mostrado efectos antigenotdxicos pero se debe evaluar su
efecto citotdxico.

Por otra parte, las lectinas han sido ampliamente estudiadas por su selectividad y diversos efectos
apoptéticos. Las lectinas obtenidas del muérdago se estan utilizando como adyuvantes en la
guimioterapia. El Lyzthel es un farmaco de lectinas de haba y chicharo obtenidas de especies que
se dan en nuestro pais, y se espera que este farmaco tenga propiedades citotdxicas en células
tumorales.

Por estas razones, en este trabajo experimental se evaluaron los efectos citotéxicos de los
compuestos LQM 731 y 738, asi como el farmaco Lyzthel con lectinas de haba y chicharo en la
linea celular de cancer cervicouterino HelLa mediante la prueba de MTT.
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IV. Objetivos

Objetivo General

1.- Evaluar el efecto citotdxico de los compuestos CAPA LQM 731, LQM 738 y del farmaco
experimental Lyzthel mediante la prueba de reduccién del tetrazolio MTT en la linea celular Hela,
para caracterizar in vitro su potencial quimioprotector.

Objetivos Particulares

1.- Estudiar la accidn citotdxica de los compuestos CAPA LQM 731 y LQM 738 disueltos en DMSO,
comparando su accién en funcién de sus caracteristicas estructurales.

2.- Estudiar la accidn citotdxica del farmaco experimental Lyzthel .

3.- Determinar estadisticamente la Clsy de cada uno de los compuestos.
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V. Metodologia

Procedencia de las células Hela

Las células Hela utilizadas en todos los experimentos realizados fueron adquiridas en In Vitro S.A.
de C.V. quien testifica la autenticidad de la colonia celular.

Experimentos con Células Hela

Se incubaron células Hela con medio DMEM, con 10% Suero Fetal Bovino HyClone y 0.5mL/100mL
de antibidtico Estreptomicina/Penicilina a 37°C en atmodsfera humidificada con 5% CO,. Se
realizaron pases cada tercer dia con 80% de confluencia.

Preparacion de reactivos

Se prepararon soluciones stock de 1mg/mL de los LQM 731 y 738, diluidos en 100% DMSO grado
Biologia Molecular. A partir del stock, se prepard una solucién de LOQM 731 de 200ug/mL, diluido
en 50% DMSO y 50% Medio de cultivo. En el caso del LQM 738, se prepard una solucién 200
pug/mL en 100% DMSO.

Prueba de MTT

Para realizar las pruebas de MTT, previo a la preparacién de la placa, se tripsinizaron (0.5X) cajas
Petri con 80% de confluencia y se resuspendieron en 3mL de medio DMEM. La suspension se pasé
a tubos Eppendorf de 1.5mL estériles y se tomaron 10ul por duplicado para contabilizar en placas
de lectura para contador celular. A partir de la concentracién celular de la suspension, se tomaron
los microlitros equivalentes a 10000 células que se agregaron por pozo en placas ELISA de 96, y
cada pozo se aforé con medio a un volumen de 200uL

Pasadas 24 horas de incubacidn, se retiraron los medios y se colocaron: 200 ul de medio para los
controles negativos, el equivalente a X% de H,0, para los controles positivos, aforando a 200ul con
medio. Para las pruebas de los LOM 731 y 738, se tomaron microlitros de soluciones de 200ug/mL
de compuesto aforando a 200ul con medio de tal forma que se trabajaron concentraciones de 2.5
pg/mL hasta 20ug/mL por compuesto.

En el caso del compuesto Lyzthel, se realizaron dos determinaciones. En la primera, se aumenté de
1pl en 1l el compuesto sin diluir, aforando a 200ul con medio. En la segunda, se aumenté de 5l
en 5ul la cantidad de compuesto sin diluir, iniciando de 5ul hasta los 50ul, aforando a 200l con
medio. Las placas se incubaron por 24 horas.

Pasado el tiempo de incubacion, se agregd por pozo 20ul de reactivo MTT 5mg/mL en PBS. Se
agitaron las placas y se incubaron en oscuridad a 37°C durante 3 horas. Una vez transcurrido este
tiempo, se retird el medio y se agregaron 100ul de DMSO 100% Grado Biologia Molecular por pozo.
Se agité la placa y se leyd en EPOC Marca BIOTECK a 570nm.
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Andlisis de resultados

Las pruebas se realizaron por triplicado. A partir de los valores de las lecturas del
espectrofotdmetro se calculd el porcentaje de viabilidad celular. Se considerd el promedio de las
mediciones de las células sin tratamiento como el 100% de viabilidad por estudio. Después, se
convirtieron los resultados de absorbancia en porcentaje de viabilidad siguiendo la férmula:

% de viabilidad = Absorbancia de células tratadas 100
0 Ge vabtidad = Absorbancia del promedio de controles

Una vez obtenidos los datos en porcentaje de viabilidad, se promediaron entre repeticiones.

Se disefid la curva dosis respuesta considerando el rango de concentracién utilizada y el
porcentaje de viabilidad obtenido. Con los resultados obtenidos, se calculd el ICs,. Mediante el
programa GraphPad Prism 5, se realizd una regresion no lineal del logaritmo de la concentracién y
el porcentaje de viabilidad obtenido para cada compuesto y condicion para obtener la
Concentracion Inhibitoria 50 (Clsg).
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VI. Resultados y Discusion

Los compuestos CAPA elaborados por el grupo de investigacion del Dr. Enrique Angeles Anguiano
han mostrado ser una alternativa prometedora como quimioprotector en los ensayos in vivo en
modelos de ratdn. Los trabajos de Hernandez, Cruz y Aguilar en 2013 y 2014 han demostrado que
los LQM 731, 738 y 755 tienen capacidad antigenotdxica, lo que los hace atractivos como
compuestos de prevencién de cancer. Otra caracteristica de los compuestos CAPA disefiados por
el Dr. Yang es su capacidad citoprotectora y toxicidad menor que la de compuestos CAPE. Algunos
de los andlogos fluorados de CAPA mostraron gran capacidad citoprotectora y baja o nula
citotoxicidad (Yang et. al., 2010).

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la capacidad citotdxica de los compuestos LQM en
lineas celulares Hela. Los compuestos LQM son insolubles en agua, caracteristica fisicoquimica
importante que ha limitado su implementacion en cultivo celular. De los tres compuestos el LOM
731 es el mas soluble en agua mientras que el LQM 755 es el menos soluble, necesitando aceite de
maiz como solvente (Aguilar, 2014). Estos compuestos son altamente solubles en DMSO y etanol,
asi como cloroformo y éter etilico, que por sus caracteristicas imposibilita su implementacién en
cultivo celular. En pruebas preliminares cuyos resultados no se reportan en este trabajo, se
encontré que estos compuestos tienen mayor estabilidad al estar solubilizados en DMSO. El uso
de etanol implica que pasado un periodo de tiempo, los compuestos LOM 731 y 738 tienden a
precipitarse en forma de cristales largos. Esta precipitacidon afecta no sélo en la concentracion
efectiva en los pozos de placa ELISA, sino que también implica un posible dafio mecéanico de los
cristales en la linea celular, generando citotoxicidad que no se debe al efecto propiamente quimico
del compuesto. A lo largo del desarrollo experimental, se buscé la metodologia experimental mas
adecuada para realizar la determinacién de la citotoxicidad, debido a las caracteristicas
particulares de los compuestos LQM. Se realizaron pruebas con nanoparticulas, asi como la
utilizacion de diferentes concentraciones de trabajo. Por las caracteristicas de solubilidad, se
utilizaron Unicamente los LQM 731y 738 y se utiliz6 DMSO como solvente.

Sin embargo, el empleo de DMSO como solvente no garantizd que los compuestos no se
precipitaran en los pozos durante la experimentacién. Previo a la evaluaciéon con MTT, se realizd
un ensayo a diferentes concentraciones de LQM para determinar la concentracion maxima en que
el compuesto se podia encontrar sin precipitarse en el medio, determinandose asi la
concentracidon de 20mg/pl. El compuesto 731 se trabajé en dos formas, la primera en su disoluciéon
en 100% de DMSO y en otro ensayo disolviéndose en 50% de DMSO y 50% del medio de cultivo
utilizado. El compuesto 738 por su solubilidad Unicamente se trabajo partiendo de una solucién de
100% de DMSO, ya que concentraciones menores de éste generaban cristales.

En la Tabla 1 se observan los resultados de la prueba de MTT del LQM 731 disuelto en 100% de
DMSO.
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Tabla 1. Resultados de la prueba de viabilidad celular con MTT del LQM 731 disuelto en 100% DMSO.

Tratamiento % de viabilidad | STD |Error estandar

Sin tratamiento 100.00 8.077 3.298
H,0, (Ctrl positivo) 19.115 0.722 0.295
DMSO 27.389 14.808 6.045
LQM731 2.5 ug/mL 47.071 18.815 7.681
LQM731 5 ug/mL 33.532 16.133 6.586
LQM731 7.5 ug/mL 21.633 8.733 3.565
LQM731 10 ug/mL 19.126 5.311 2.168
LQM731 12.5 ug/mL 20.131 7.764 3.170
LQM731 15 ug/mL 19.375 7.964 3.251
LQM731 17.5 ug/mL 19.867 6.463 2.639
LQM731 20 ug/mL 17.713 6.531 2.666

La figura 12 muestra la gréfica de estos resultados, reportandose en porcentaje de viabilidad
celular con respecto al control negativo.

Efecto citotoxico del LQM 731 (100% DMSO)
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Figura 12. Resultados del efecto citotoxico del LQM 731 disuelto en 100% de DMSO en células HelLa
mediante la prueba de MTT.

*Diferencias consideradas significativas respecto al control negativo (ANOVA, p<0.05)

**Diferencias consideradas significativas respecto al control positivo (ANOVA, p<0.05)
***Diferencias consideradas significativas respecto al control de vehiculo DMSO (ANOVA, p<0.05)
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En esta grafica se observa una tendencia sigmoide y donde las ocho concentraciones estudiadas
de 2.5 a 20mg/ul, las cuales se incrementaron de 2.5 en 2.5 mg/ul, presentan una diferencia
significativa de efecto citotdxico respecto a las células Hela sin tratamiento con viabilidades
celulares menores al 50% y la mayoria oscilando entre el 19 y 20% de viabilidad celular. Por otra
parte, se observa que Unicamente la concentracion de 2.5mg/ul presenta diferencias significativas
respecto al control positivo asi como al control de vehiculo de DMSO. Esto indica que el dafio
citotoxico ocasionado a partir de la concentracion de 5mg/ul y en concentraciones ascendentes es
muy semejante al dafio generado tanto por el DMSO como el H,0,. De tal forma, se presume que
en este ensayo no se puede determinar el efecto del dafio generado propiamente por el
compuesto 731 y el efecto generado por el mismo vehiculo. Estos resultados preliminares
condujeron a repetir la prueba disminuyendo la cantidad de DMSO.

En la figura 13 se representan de forma gréfica los resultados reportados en la tabla 2 refiriendo el
porcentaje de viabilidad celular de las células Hela frente al LQM 731 disuelto en 50% de DMSO.

Tabla 2. Resultados de la prueba de viabilidad celular con MTT del LQM 731 disuelto en 50% DMSO.

Tratamiento % de viabilidad | STD |Error estandar

Sin tratamiento 100.000 7.555 4.362
H,0, (Ctrl positivo) 17.013 1.661 0.959
DMSO 21.806 6.524 4.613
LQM731 2.5 ug/mL 69.565 7.814 5.525
LQM731 5 ug/mL 59.431 3.801 2.688
LQM731 7.5 ug/mL 55.620 0.888 0.628
LQM731 10 ug/mL 51.919 0.193 0.136
LQM731 12.5 ug/mL 33.742 5.972 4.223
LQM731 15 ug/mL 33.175 15.313 10.828
LQM731 17.5 ug/mL 23.938 6.553 4.634
LQM731 20 ug/mL 22.549 5.592 3.954

En la grafica 13 se continda observando una tendencia sigmoide; sin embargo, ésta no es tan
marcada como la presente en la figura 12. En la grafica 13 se puede observar que Unicamente 4
concentraciones evaluadas, desde 12.5 hasta 20ug/mL presentan una disminucidn de viabilidad
celular con diferencia significativa con respecto al control negativo, lo que sefiala estas
concentraciones como citotdxicas a las células Hela. Asimismo, al no presentar diferencia con
respecto al control positivo, se puede comparar el dafio ocasionado por estas concentraciones
como similar al ocasionado por H,0,. Esto nos indica que a partir de la concentracion de
12.5ug/mL hay un efecto citotéxico considerable similar al que se genera con el control positivo
con viabilidades celulares de 46.519% hasta de 25.241%.
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Efecto citotéxico del LQM 731 (50% DMSO)
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Figura 13. Resultados del efecto citotoxico del LQM 731 disuelto en 50% de DMSO en células HelLa
mediante la prueba de MTT.

*Diferencias consideradas significativas respecto al control negativo (ANOVA, p<0.05)
**Diferencias consideradas significativas respecto al control positivo (ANOVA, p<0.05)

Se puede destacar la diferencia considerable en citotoxicidad a diferentes concentraciones de
DMSO, ya que en concentraciones altas de éste, el efecto citotdxico se puede observar incluso en
concentraciones de 5, 7.5 y 10mg/ul que resultan ser comparativamente no tan citotdxicas cuando
se encuentran disueltas en 50% de DMSO. Por lo tanto, se pudiera sugerir que la citotoxicidad
observada en concentraciones con 100% de DMSO se debe en parte al vehiculo.

Con respecto a los resultados del LOM 738, éstos se pueden observar en la Tabla 3 y la Figura 14.
Similar a los resultados obtenidos para el LQM 731 a 100% de DMSO, el compuesto 738 presenta
citotoxicidad respecto al control negativo en todas las concentraciones analizadas. A partir de la
concentracion de 15mg/ul se observa la mayor citotoxicidad, con viabilidad del 21.647% vy las
concentraciones de 17.5 y 20mg/ul presentan porcentajes similares. De todas estas
concentraciones, sélo una es menos toxica que la observada con el control positivo, siendo la
concentracién de 2.5mg/ul. Por otra parte, no se observan diferencias significativas entre el LQM
738 y el control de DMSO lo que dificulta la determinacién del dafio generado por el compuesto y
aquél causado por el vehiculo. A diferencia del LQM 731, una solucién de LQM 738 disuelta en
50% de medio y 50% de DMSO es inestable y el compuesto no se puede disolver debido a su
mayor hidrofobicidad con respecto al LQM 731. Por esta caracteristica, no fue posible trabajar en
otras condiciones para discernir entre los efectos del LOQM 738 y aquellos del DMSO.
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Tabla 3. Resultados de la prueba de viabilidad celular con MTT del LQM 738 disuelto en 100% DMSO.

Tratamiento % de viabilidad | STD |Error estandar

Sin tratamiento 100| 6.709 2.739
H,0, (Ctrl positivo) 21.928| 1.700 0.694
DMSO 28.922 | 8.141 3.324
LQM738 2.5 ug/mL 51.231|29.846 12.185
LQM738 5 ug/mL 40.969 | 18.339 7.487
LQM738 7.5 ug/mL 30.045| 15.230 6.218
LQM738 10 ug/mL 28.895 | 13.260 5.414
LQM738 12.5 ug/mL 29.258 | 16.763 6.844
LQM738 15 ug/mL 21.647 | 8.159 3.331
LQM738 17.5 ug/mL 22.173| 8.330 3.401
LQM738 20 ug/mL 24.77411.106 4.534

Efecto citotéxico del LQM 738 (100% DMSO)
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Figura 14. Resultados del efecto citotoxico del LQM 738 disuelto en 100% de DMSO en células HelLa
mediante la prueba de MTT.

*Diferencias consideradas significativas respecto al control negativo (ANOVA, p<0.05)
**Diferencias consideradas significativas respecto al control positivo (ANOVA, p<0.05)

Para el analisis del farmaco experimental Lyzthel, que contiene lectinas de chicharo y haba, se
realizd una prueba preliminar para determinar el rango a utilizar en el experimento. En la tabla 4y
figura 15 se reportan estos resultados.
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Tabla 4. Resultados de la prueba preliminar de viabilidad celular con MTT del farmaco Lyzthel.

Tratamiento % de viabilidad | STD |Error estandar
Sin tratamiento 100.000 8.936 5.159
H,0, (Ctrl positivo) 33.841 2.319 1.339

0.033 pg/mL Lyzthel 112.895 18.787 10.847
0.067 pg/mL Lyzthel 111.096 19.642 11.340

0.100 pg/mL Lyzthel 95.382 2.087 1.205
0.133 pg/mL Lyzthel 90.499 8.999 5.195
0.167 pg/mL Lyzthel 85.978 9.052 5.226
0.200 pg/mL Lyzthel 89.751 3.189 1.841
0.233 pg/mL Lyzthel 78.979 4.748 2.741

0.266 ug/mL Lyzthel 86.426 15.487 8.942
0.300 ug/mL Lyzthel|  110.711  |13.450 7.765
0.333 ug/mL Lyzthel|  107.835  |15.220 8.788

0.366 ug/mL Lyzthel 89.396 8.588 4.958
0.400 pg/mL Lyzthel 88.771 11.287 6.517
0.433 ug/mL Lyzthel 87.270 3.493 2.017
0.466 pug/mL Lyzthel 90.368 5.753 3.322
0.500 ug/mL Lyzthel 85.520 9.242 5.336

0.533 pg/mL Lyzthel 78.199 18.756|  10.829

Efecto citotoxico del farmaco Lyzthel
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Figura 15. Resultados preliminares del efecto citotdxico del fdrmaco Lyzthel en células HeLa mediante la
prueba de MTT.

*Diferencias consideradas significativas respecto al control positivo (ANOVA, p<0.05)
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En las primeras concentraciones evaluadas, en un rango de 0.033 a 0.533pug/mL, no existe

diferencia significativa entre las células sin tratamiento y las células tratadas con Lyzthel. Debido a

esto, se amplid el rango utilizado desde 0.167 a 2.664ug/mL de Lyzthel como se observa en la

tabla 5y figura 16.

Tabla 5. Resultados de la prueba de viabilidad celular con MTT del farmaco Lyzthel.

Tratamiento % de viabilidad | STD |Error estandar

Sin tratamiento 100.000 5.165 2.109
H,0, (Ctrl positivo) 33.528 3.173 1.295
0.167 pg/mL Lyzthel 96.553 14.120 8.152
0.333 pg/mL Lyzthel 79.369 14.841 8.569
0.500 pg/mL Lyzthel 76.061 10.317 5.956
0.666 pg/mL Lyzthel 70.243 9.332 5.388
0.833 pg/mL Lyzthel 57.002 9.909 5.721
0.999 pg/mL Lyzthel 53.596 5.029 2.903
1.166 pg/mL Lyzthel 51.006 7.466 4.310
1.332 pg/mL Lyzthel 57.243 11.130 6.426
1.499 pg/mL Lyzthel 63.647 15.000 8.660
1.665 pg/mL Lyzthel 53.373 10.382 5.994
1.832 pg/mL Lyzthel 47.969 3.506 2.024
1.998 pug/mL Lyzthel 44.433 6.157 3.555
2.165 pg/mL Lyzthel 35.774 5.294 3.056
2.331 pg/mL Lyzthel 34.720 5.789 3.342
2.498 pg/mL Lyzthel 33.018 7.108 4.104
2.664 pg/mL Lyzthel 38.163 9.419 5.438

En esta segunda prueba se observa que a partir de la concentracidn de 0.500ug/mL hasta la mas

alta de 2.664ug/mL se observan diferencias significativas entre las células sin tratamiento.

Asimismo, se observa que el dafio ocasionado por Lyzthel a partir de las concentraciones de

1.832ug/mL no presenta diferencia estadisticamente significativa con respecto al control positivo,

lo que nos indica dafios considerables a estas concentraciones, que se ven reflejados en

porcentajes de viabilidad que oscilan entre 40 y 30% de viabilidad celular.
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Figura 16. Resultados del efecto citotdxico del farmaco Lyzthel en células HeLa mediante la prueba de
MTT.

*Diferencias consideradas significativas respecto al control negativo (ANOVA, p<0.05)
**Diferencias consideradas significativas respecto al control positivo (ANOVA, p<0.05)

Con los resultados obtenidos, se realizo el calculo de la Clsq de los compuestos evaluados, como se
reporta en la tabla 6.

Tabla 6. Cls, de los compuestos estudiados.

Compuesto Clso R?

LQM 731 100% DMSO 0.7523ug/mL 0.9149
LQM 731 50% DMSO 7.504ug/mL 0.9062
LQM 738 0.2058ug/mL 0.7062
Lyzthel 1.549pg/mL 0.7412

Respecto a lo obtenido por regresidn no lineal de los datos para el LQM 731, se observé que el 731
con 100% de DMSO presentd una Clsg de0.7523ug/mL. Como se puede observar en la figura 12, la
concentracion mas baja, de 2.5ug/mL, presenta en un inicio una viabilidad inferior al 50%. Es por
lo tanto razonable considerar que la Cls, se encuentre fuera del rango de concentraciones
estudiado, lo que concuerda con el dato obtenido por regresién no lineal y cuya R? de 0.9149
respalda que el modelo se ajusta a este comportamiento. Debido a que no se estudiaron
concentraciones entre 0 y 2.5ug/mL, no es posible dilucidar cobmo es el comportamiento de la
grafica, por lo que se tendrian que evaluar concentraciones inferiores para determinarlo. Por otra
parte, el comportamiento se modificé al evaluar el LOM 731 a 50% de DMSO. Como se puede
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corroborar en la figura 13, se amplio el rango con viabilidades superiores al 50% y de acuerdo a los
calculos para obtener la Clso, se observa que ésta es de 7.504, aproximadamente 10 veces mayor
al producido por el LQM 731 al 100%. La R?> comprueba que estos datos se ajustan al modelo, por
lo que se puede asumir que esta diferencia en dafo citotdxico estd dada por la diferencia en
concentracién del solvente DMSO, donde a mayor concentracién de DMSO, mayor efecto
citotoxico.

En el caso del compuesto 738, sélo se hizo una evaluacidn. La Cls, calculada para estos resultados,
en la tabla 3 es de 0.2058pg/mL, con una R* menor que pudiera indicar un problema durante la
realizacion del experimento. Sin embargo, al igual que lo observado en el caso de la figura 12 y los
resultados del 731 a 100% de DMSO, se observa un comportamiento del efecto citotéxico superior
al 50% en la concentracion mas baja evaluada. Esto indica que entre el rango de 0 y 2.5ug/mL se
encuentra la Clsy para el 738, que coincide con el resultado obtenido mediante regresién no lineal.

Una de las grandes dificultades en este experimento fue la solubilidad de los LQM700’s. Al ser muy
insoluble en agua, fue necesario trabajar con concentraciones altas de DMSO, en un rango de
0.64M y 1.4M.

En un estudio trabajando con lineas celulares Hela se reporta que en los controles de células Hela
se observd una viabilidad del 73.13% utilizando una concentracién de DMSO de 1.4uM a las 24
horas de exposicion (Simsek et. al., 2015). Por lo tanto, era de esperarse que concentraciones
mayores generaran un daiio mayor a las células.

Durante el desarrollo experimental, se utilizaron nanoparticulas para disolver el compuesto 731.
Los sistemas de distribucién de farmacos a nanoescala han mostrado la habilidad para encapsular
una variedad de agentes terapéuticos como moléculas pequefias hidrofilicas y/o hidrofébicas,
farmacos basados en péptidos y acidos nucleicos. Al encapsular las moléculas en un transportador,
se mejora la solubilidad y estabilidad de los farmacos (Dinarvand et. al., 2011). Las nanoparticulas
sintetizadas fueron de PLGA. Estas han sido estudiadas por su alta biocompatibilidad,
biodegradabilidad y fuerza mecanica. Son faciles de acoplar a mecanismos de distribucién para el
transporte de diversos agentes activos como vacunas, péptidos, proteinas y micromoléculas
(Dinarvand et. al., 2011).

Sin embargo, por falta de un método de cuantificacidon de los LQM, no se pudo continuar con este
procedimiento. Al verse una interferencia del DMSO en las pruebas de citotoxicidad de los
compuestos, este trabajo resalta la necesidad de buscar otras alternativas para mejorar la
solubilidad de los LOQM. Entre ellas se podria volver a trabajar con nanoparticulas y enfocarse en la
implementacién de una técnica de cuantificacién de los compuestos. De esta forma, se podrian
realizar estudios de citotoxicidad en células Hela y otras lineas celulares y asi evaluar propiamente
el efecto citotdxico de los compuestos.

En el caso de las lectinas de chicharo y haba, en la tabla 6 se refiere la Clsq de Lyzthel obtenida de
los resultados del segundo ensayo de citotoxicidad, reportandose de 1.549ug/mL con una R® de
0.7412, la cual nos indica de posibles cuestiones a nivel experimental que sin embargo, indican
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que se sigue el comportamiento de una grafica sigmoidea. Kabir reportd que rangos de
concentraciones de 8 a 120ug/mL de lectina de chicharo mostraban efectos inhibitorios de 11.7-
84% en células EAC (Kabir et. al., 2013). Estudios citotoxicos de lectinas de haba no han sido
reportados. Sin embargo, se observa una diferencia entre la ICsq de Lyzthel vy los rangos
reportados por Kabir, necesitdndose una menor concentracidon de farmaco Lyzthel para causar
dano citotdxico. Esto se pudiera deber a diversos factores: el primero, que Lyzthel estd compuesto
tanto por lectinas de chicharo como de haba mientras que Kabir y colaboradores en 2013
evaluaron Unicamente lectinas de chicharo. También se debe mencionar que las lineas celulares
son distintas. Como se ha descrito en los diversos estudios citotoxicos de lectinas en diferentes
lineas celulares, existe la posibilidad que las lectinas de chicharo y haba sean mds citotdxicas en
células Hela que en células EAC. Al no tenerse estudios comparativos de los efectos de las lectinas
aisladas y administradas en conjunto, no se puede determinar a qué grado cada tipo de lectina
influyd en la citotoxicidad en células Hela.

Es importante sefialar que en la actualidad los estudios de las lectinas de chicharo y haba son
limitados. Arreguin (2012) y Macias (2009) realizaron estudios de genotoxicidad vy
antigenotoxicidad de extractos proteicos mas no de las lectinas aisladas. Por otra parte, los
estudios de citotoxicidad de estas lectinas frente a lineas celulares son menores, en especial
comparado a la investigacion de las lectinas de muérdago, que son de las mas estudiadas y
utilizadas, inclusive como adyuvantes en quimioterapia y radioterapia (Liu et. al., 2011). Sin
embargo, de los resultados obtenidos, se observa que la administracidon conjunta de estas lectinas
y sus nulas caracteristicas citotdxicas en linfocitos como lo reportado por Arreguin y Macias
muestran que las lectinas de chicharo y haba son alternativas prometedoras a continuar
estudiando. Para ello es necesario que se realicen estudios de citotoxicidad por separado para
determinar qué tan citotdxica es cada tipo de lectina en células Hela y si existiera un sinergismo al
administrarse juntas.
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VII. Conclusiones

Se evalud el efecto citotdxico de los compuestos LQM 731 y 738 mediante la prueba de MTT en la
linea celular Hela de cancer cérvico-uterino encontrandose que la citotoxicidad presentada por
estos compuestos pudiera ser tanto del LQM como del vehiculo en el que se disuelve. Se
determind la Clsy aproximada para el LQM 731 a 100% y 50%, siendo éstas de 0.7523pug/mL y de
7.504ug/mL, respectivamente. La Clsy para el LOQM 738 es de 0.2058ug/mL.

Se evalud el efecto citotdxico del farmaco Lyzthel mediante la prueba de MTT en la linea celular
Hela de cancer cérvico-uterino econtrando que el rango de concentraciones 0.500-2.664ug/mL
presenta citotoxicidad estadisticamente significativa frente a células sin tratamiento. La Clsy de
Lyzthel en células Hela es de 1.549ug/mL.
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VIII. Perspectivas a futuro

8.1 Mejorar la solubilidad de los compuestos LQM731 y 738 para facilitar tanto su administracion
como su evaluacién en cultivos celulares.

8.2 Continuar con el desarrollo de un método de cuantificacion y elaboracidon de nanoparticulas
para los compuestos LQM731, 738 y potencialmente 755 para aumentar la solubilidad de éstos.

8.3 Evaluar los LOM 731 y 738 con estas mejoras en solubilidad para determinar su citotoxicidad.
8.4 Realizar estudios antigenotdxicos y genotdxicos en cultivo celular de los LQM 731y 738.

8.5 Continuar los estudios citotoxicos de Lyzthel en nuevas lineas celulares malignas asi como en
linfocitos.

8.6 Realizar estudios de Lyzthel de citotoxicidad y genotoxicidad in vivo.

8.7 Evaluar el potencial sinérgico de las lectinas de chicharo y haba en modelos in vivo e in vitro.
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