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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo, el cancer de
mama el mas comun entre las mujeres, representando aproximadamente el 25% de
los canceres femeninos; el cancer de prostata ocupa el segundo lugar de incidencia
de cancer en hombres a nivel mundial, en México se encuentra posicionado como
primero, representando el 21% de los casos de cancer en varones; el cancer de
pulmén ocupa el primer lugar de incidencia de cancer para hombres a nivel mundial

y el segundo lugar en México.

En la actualidad las terapias empleadas con mayor frecuencia para combatir esta
enfermedad son la quimioterapia y la radioterapia, sin embargo, ambas resultan ser
ineficientes en etapas avanzadas de la enfermedad, ademas de generar una serie
de efectos secundarios, que merman la calidad de vida del paciente. Por lo que es
importante la busqueda de compuestos con potencial antitumoral, que los efectos
secundarios sean minimos o nulos. En ese sentido, en el presente trabajo se evaluo
la actividad antiproliferativa, necroética y apoptética del Hidroxitirosol (HT) y de un
derivado sintético, el AZ-269, modificado mediante la adicion de residuos de
aminoacidos, sobre lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231), préstata

(PC-3) y pulmon (SK-LU-1) asi como en linfocitos humanos de sangre periférica.

Los resultados muestran que el compuesto HT inhibe la proliferacion celular en un
50% a concentraciones de 97.95uM para MDA-MB-231, 181.62uM para PC-3 y
183.57uM para SK-LU-1y el AZ-269 con una Clso de 462.33uM para MDA-MB-231,
195.90 uM para PC-3y 123.68uM para SK-LU-1. La actividad necrotica del HT solo
fue evidente para la linea SK-LU-1; para el compuesto AZ-269, se observé una
induccion de necrosis en las tres lineas celulares. La evaluacion de la morfologia y
compactacion de cromatina mediante microscopia indica que ambos compuestos
inducen una muerte por apoptosis. La deteccion de la caspasa-3 activa para el
compuesto HT fue de 5.32% para MDA-MB-231, de 3.85% para PC-3 y 12.09%
para SK-LU-1, en comparacion, el porcentaje generado por el compuesto AZ-269
fue de 1.27%, 0.00% y 10.67% respectivamente. El potencial proliferativo de



linfocitos humanos tratados con las Clso obtenidas para HT se encontré que permite
un porcentaje de proliferacion entre 57.74% y 77.33%, en comparacion con el AZ-
269, el cual solo permitié un 8.09%, como porcentaje maximo de proliferacion y un

minimo de 4.22%. Sin embargo, no inducen muerte por necrosis en éstos.

Se concluye que el compuesto HT posee mejor actividad antiproliferativa en lineas
celulares de cancer de mama y prOstata, sin inducir muerte por necrosis en
comparacion con el AZ-269. Sin embargo, este Ultimo posee mejor actividad
antiproliferativa en la linea de cancer pulmonar, ademas de inducir una muerte por
necrosis menor en comparacion con el HT. Los compuestos HT y AZ-269 generan
una morfologia apoptotica acomparada de la compactacion de cromatina en las tres
lineas celulares, mostrando un incremento en la deteccion de la caspasa-3-activa
solo en la linea celular SK-LU-1. El compuesto HT afecta en menor medida el
potencial proliferativo de linfocitos humanos, en comparacion con el AZ-269, ambos

sin inducir una muerte por necrosis.



INTRODUCCION

La célula
La célula es la unidad basica de la vida, de forma convencional se denomina como

la unidad estructural y funcional de todos los seres vivos, es decir, todos los
organismos o bien es una Unica célula o estan formados por células (Wayne et al.,
2007). A pesar de la gran diversidad de organismos y la basta complejidad de los
procesos bioquimicos que realizan, todas se caracterizan por su capacidad de
crecer y reproducirse, asi como por su habilidad para responder a estimulos y
adaptarse a cambios en el medio ambiente (Alberts et al., 2008). En organismos
pluricelulares las células mantienen una estrecha relacion entre si, poseen una
estructura jerarquizada y trabajan en conjunto para mantener un estado de
homeostasis (Anthony & Thibodeau, 1991), parte importante de esta homeostasis
se logra mediante el mantenimiento del nimero celular en el organismo e implica

su regulacion a través del ciclo celular.

Ciclo celular
El ciclo celular es un proceso altamente ordenado que culmina en la duplicacion y

transmision de la informacién genética desde una generacion celular a la siguiente,
para lo cual el ADN debe ser replicado con precision y las copias cromosémicas
idénticas son distribuidas a dos células hijas. El ciclo celular se puede dividir en dos
grandes etapas, la interface y la fase de division (Figura 1). La interface se puede
dividir a su vez en fases discretas: la fase G1, donde la célula esta sujeta a estimulos
por mitdgenos extracelulares y factores de crecimiento; en respuesta a estos
estimulos, la célula aumenta de tamafio y presenta una alta tasa de sintesis de
proteinas requeridas para la progresion en el ciclo, posteriormente se lleva a cabo
la sintesis del ADN en la fase S, como resultado cada cromosoma se duplica
guedando conformado por dos croméatides idénticas, en la fase G2 continua la
sintesis de proteinas requeridas para la divisién, acompafiada de un aumento en el

tamafio celular. La fase de division celular o fase M se caracteriza por la generacion



del huso mitético, la segregacién de las cromatidas hermanas y la divisiéon nuclear
y citocinesis (Alberts et al., 2008).

La regulacion del ciclo celular debe asegurar que los acontecimientos de cada fase
se completen antes de pasar a la siguiente, de tal forma que los puntos de control
del ciclo celular sirven para monitorear que los procesos metabdlicos a través del
éste se desarrollen adecuadamente; al final de G1 se verifica que existan las
condiciones necesarias para la duplicacion del ADN, en el punto de control en la
interfaz G2/M se previene la progresion y propagacion de ADN mutado o células
dafadas, finalmente en la fase M asegura la correcta alineacion de los cromosomas
en el uso mitotico (Lodish et al, 2005).
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo celular. Tomado y modificado de Alberts
et al., 2008.

Muerte celular
Dentro de los organismos pluricelulares las células que no son necesarias, ya sea

por causas lesivas, infeccion por algin microorganismo o virus, por acciéon de
agentes quimicos toxicos, por la falta de nutrientes o por que forman parte de
estructuras transitorias durante la formacion del organismo adulto, son eliminadas.
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Dicha eliminacion ocurre por un proceso que involucra muerte celular y es
fundamental en la homeostasis de cualquier organismo (Jiménez & Merchant,
2003).

Basandose en diferencias distintivas de la morfologia, cambios quimicos y
moleculares de las células en proceso de muerte; se describiran dos tipos de muerte

celular: necrosis y apoptosis (Figura 2) (Bolsover, 2007).
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Figura 2. Tipos de muerte celular: Necrosis y Apoptosis. Tomado y modificado de:
Kumar et al., 2009.



Necrosis

La necrosis (del griego nekrés “muerte”) es la muerte patolégica de las células o
tejidos del organismo. Se origina por una lesion aguda, irreversible, derivada de una
situacion no fisiolégica o condicion patoldgica. Esta se produce debido a agentes
nocivos y condiciones o circunstancias determinadas, como un aporte insuficiente
de sangre al tejido (isquemia), la falta de oxigeno (hipoxia), un traumatismo, la

exposicion a radiacion ionizante o sustancias quimicas (Lizarbe, 2007).

La necrosis es una forma de muerte celular que resulta de un proceso pasivo y
accidental, consecuencia de la destruccion progresiva en su estructura con
alteracién de la funcién normal causada por un dafio irreversible. En la necrosis se
observan numerosas células adyacentes sometidas a este proceso, cubriendo una

extension variable, generando un dafio colateral al tejido (Sanchez & Trejo, 2006).

Esta forma de muerte celular se califica como un proceso violento, la membrana
plasmatica se ve comprometida por cambios estructurales que afectan los poros y
canales de membrana, alterando su permeabilidad, caracterizada morfolégicamente
por un aumento en el volumen celular, hinchazén de organulos, la cromatina sufre
una dispersion irregular, cromatolisis (disolucion de los cromosomas), cariolisis
(disolucion de la cromatina), cariorrexis (fragmentacion del nucleo), la perdida de la
viabilidad se asocia con la ruptura de la membrana plasmatica, su consecuente lisis
celular y liberacién al exterior del contenido intracelular; dafiando el tejido adyacente
y provocando reacciones inflamatorias (Sanchez, 2001; Karp, 2006; (Lizarbe, 2007).

Apoptosis

En diferentes procesos como la embriogénesis, morfogénesis y en el mantenimiento
de la homeostasis tisular, la eliminacion de células que por diferentes razones ya
nos son requeridas por el organismo son eliminadas mediante una muerte celular
programada genéticamente denominada apoptosis. Esta muerte natural de las
células esta disefiada de tal forma que el contenido intracelular no se vierta al

exterior, como ocurre en la muerte accidental de algunas células ante condiciones



nocivas extremas, causando inflamacion y dafo al tejido adyacente (Jiménez &
Merchant, 2003).

La apoptosis es considerada un proceso activo dependiente de energia, el cual
puede iniciarse por una gran variedad de estimulos intracelulares o extracelulares,
participando las células en su propia muerte de una forma organizada y eficiente
(Alberts et al., 2008).

Dentro de las moléculas responsables de iniciar la apoptosis y de dirigir los
componentes intracelulares destacan un grupo de proteasas denominadas
caspasas, las cuales reciben este nombre debido a que contienen una cisteina en
su sitio activo, e hidrolizan proteinas en sitios que contiene residuos de aspartato
seguidos de cuatro aminoacidos que son especificos para cada caspasa (Sanchez,
2001).

Todas las caspasas comparten similitudes en su secuencia de aminoacidos,
estructura y especificidad por el sustrato; son producidas como precursores
inactivos llamados procaspasas (zimdgenos inactivos que contienen tres dominios:
el prodominio N-terminal y las subunidades enzimaticas grande y pequefa) que son
posteriormente hidrolizados para generar enzimas activas, frecuentemente por
otras caspasas en una cascada proteolitica; una vez que se activan, las caspasas
fragmentan otras proteinas dentro de las células, lo que produce la muerte eficiente

y precisa de la célula en la que se activan (Bolsover, 2007).

Se han identificado once caspasas en la especie humana, de las cuales algunas se
han implicado en el control de la inflamacién y otras tienen un papel importante en
desencadenar y ejecutar la apoptosis (alrededor de 7). Las caspasas se activan por
una doble protedlisis: la primera divide la cadena en dos subunidades, una grande
(=20 kDa) y una pequefia (=10 kDa) (las cuales se reconocen y asocian entre si
formando un monomero), y en el segundo corte se elimina el prodominio N-terminal;
en comparacion, la caspasa 9 es la excepcion, ya que parece activarse por cambio
conformacional. La caspasa activa se genera a partir de la interaccién entre las

subunidades pequefias de dos mondmeros de caspasa formando asi un dimero,
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conteniendo por tanto dos sitios activos de catalisis (véase Figura 3) (Shi, 2002;
Riedl S & Shi, 2004).

28 175 277
— () Caspasa3
23 198 303
~ al) Caspasa-7
23 ]7911194 293
— Jesal) Caspasa-6
216 374385 472
( (1 (L () Caspasas—
219 45 52] B
( (5 3 (e Caspasa-10
31?1331 4]16
( (X (o) Caspasa-o
152 316331 435
( (X ) Caspasa-2
NH, COOH

e 0

Caspasa G0 oED
activa

Figura 3. Representacion de la conformacién de caspasas implicadas en el proceso
apoptético. Tomado y modificado de: Taylor et al., 2008.

Dentro del grupo de caspasas apoptoéticas podemos distinguir dos tipos de caspasa:

e Caspasas iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10), poseen un prodominio grande
denominado CARD (Caspase Activation Recruitment Domain), o prodominios
DED (Death Efector Domain) como las caspasas 8 y 10, el cual les permite
interaccionar con proteinas adaptadoras lo cual causa generalmente su
activacion por autoprotedlisis.

e Caspasas ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7), poseen un prodominio pequefio y son

los principales sustratos de las caspasas iniciadoras, una vez activadas regulan
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la traslacion de la fosfatidilserina en la superficie celular (funcionando como
marcaje para células fagociticas), ocasionan la ruptura controlada de proteinas
y estructuras celulares, desmontan ordenadamente la célula, dando lugar al
fenotipo apoptotico; especificamente la caspasa 3 rompe a la proteina inhibidora
de CAD (DNasa Activada por Caspasas) con lo que CAD realiza la degradacion
oligonucleosomal del ADN (fragmentos de =180 pares de bases) tipica de la
apoptosis (Earnshaw et al.,1999; Villamor, 2004).

Uno de los primeros cambios morfolégicos que presentan las células que inician
este proceso, consiste en la condensacion del citoplasma, acompafiada de cambios
en la estructura del nucleo, la cromatina se condensa y forma camulos densos, esto
es seguido de modificaciones en la estructura de la envoltura nuclear y termina con
la fragmentacién del nucleo en estructuras membranosas con cantidades variables
de cromatina (Kroemer et al., 2009). De igual manera, la membrana plasmatica se
fragmenta formando racimos de vesiculas de tamafio variable que almacenan el
contenido intracelular, estas vesiculas se denominan cuerpos apoptoéticos, los

cuales son posteriormente fagocitados por células vecinas (Adams et al., 2007).

Una de las caracteristicas mas relevantes es que el contenido intracelular no es

liberado al espacio intersticial (Jiménez & Merchant, 2003).

El programa de apoptosis se desarrolla en varias etapas. En la primera, etapa
iniciadora, la célula reacciona ante un estimulo determinado o ante su ausencia
(sefales de desarrollo, estrés celular, alteracion del ciclo celular, etc.) decidiendo
iniciar el proceso de apoptosis. En la etapa de ejecucion, la célula sufre un conjunto
de alteraciones moleculares que desencadenan la muerte celular, culminando con
una fase de limpieza o eliminacion de los cuerpos apoptaticos (Taylor et al., 2008;
Youle & Strasser, 2008).

Las rutas a través de las que se regula la apoptosis, asi como las moléculas

implicadas, se muestran en la Figura 4 y se describen a continuacion.



Via Extrinseca

La via extrinseca, también llamada via de los receptores de muerte 0 apoptosis
mediada por receptores, es inducida tras la unién de una proteina extracelular a su
receptor, receptores pertenecientes a la superfamilia del receptor del TNF (Tumor
Necrosis Factor) (Receptores que también participan en el control de otros procesos
como la respuesta inmune e inflamatoria, la homeostasis 6sea y el desarrollo y
diferenciacion de estructuras epiteliales), cuyos miembros tienen en comdn un
dominio extracelular rico en cisteina, un dominio transmembrana y en el dominio
intracelular, denominado dominio de muerte DD (Death Domain), posee una
secuencia proteica necesaria para acoplar el receptor con la maquinaria apoptoética

y generar la transmision de la sefial de muerte (Villamor, 2004; Lizarbe, 2007).

La sefial se inicia tras la unién de los correspondientes ligandos (proteinas como
FasL, TNF, etc.) a sus respectivos receptores de muerte (Fas, TNFR1, TRAILR1,
etc.) (Danial & Korsmeyer, 2004). La union del ligando provoca la homotrimerizacion
del receptor y, de este modo, el receptor de muerte es capaz de reclutar proteinas
adaptadoras hacia la membrana celular. Este proceso implica la interacciéon
homofilica entre los dominios de muerte DD de los receptores con los de las
moléculas adaptadoras como la proteina FADD (Fas Associated Death Domain).
Las moléculas adaptadoras poseen los dominios efectores de muerte DED capaces
de interaccionar con algunos miembros de la familia de las caspasas provocando
su activacion. Asi, se forma un complejo de sefializacion de muerte DISC (Death-
Inducing Signaling Complex) que contiene a la proteina FADD y las caspasas 8 o
10. La caspasa-8 se activa, dirigiendo de esta forma la ejecucion de la apoptosis ya
que, a su vez, activa a las caspasas ejecutoras, como son la caspasa 3 y caspasa
7 (Muzio et al.,1996; Medema et al., 1997; Taylor et al., 2008).

La activaciéon de las caspasas 8 y 10 puede ser regulada por la proteina FLIP (Flice-
like Inhibitory Protein), ésta contiene un dominio DED, lo que le permite unirse al
prodominio de la procaspasa-8 bloqueando la interaccion de dicha caspasa con los
complejos receptor-proteina adaptadora e interfiriendo en el proceso apoptético
(Lizarbe, 2007).
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Via Intrinseca

También denominada via mitocondrial, es la mas conservada evolutivamente,
donde desempefia un papel clave la mitocondria, es estrictamente controlada o
regulada por miembros de la familia Bcl-2. Distintos agentes fisicos o quimicos que
causan dafio celular como farmacos quimioterapéuticos, radiaciones ionizantes,
neurotoxinas, estrés térmico u oxidativo, funcionan como estimulos apoptéticos, que

dan inicio a la cascada de sefializaciéon (Bras et al., 2005).

El organulo mediador central de la via es la mitocondria (la cual también puede ser
mediador de la necrosis y autofagia), donde la permeabilidad de la membrana
mitocondrial est4 controlada por un poro complejo conocido como el megacanal
mitocondrial o el poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, que mantiene la
homeostasis de la matriz mitocondrial. La apertura de este canal conduce a un
incremento en la permeabilidad de la membrana interna permitiendo la entrada o
salida de diferentes moléculas (Orrenius, 2007; Lizarbe, 2007). Los componentes

minimos para la conformacién del poro son:

e VDAC (Voltage-Dependent Anion Chanel), proteina de la membrana externa
mitocondrial.

¢ Ciclofilina D, proteina que alberga en la matriz mitocondrial.

e ANT (Adenine Nucleotide Tanslocator), proteina de la membrana interna

mitocondrial.

Algunos miembros de la familia Bcl-2 regulan la actividad de canal de las proteinas
ANT y VDAC, como son las proteinas proapoptoticas multidominio, Bax y Bak, los
cuales pueden actuar interaccionando con componentes del megacanal
mitocondrial o bien pueden formar un canal oligomérico que conduce a un dafio
mitocondrial (Sharpe et al., 2004; Gogvadze et al., 2006; Orrenius, 2007), en este
altimo modelo, los miembros proapoptoéticos de la familia Bcl-2 que presentan un
solo dominio BH3 juegan un papel clave, ya que se ha demostrado que Bid, en
forma activa (tBid) se une rapidamente a la membrana, e interactia con Bax, lo que

desencadena la insercion de Bax en la membranay la oligomerizacion, que culmina
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en permeabilizacion de la membrana (Lovell et al., 2008), independientemente de
la naturaleza de la permeabilidad, una serie de proteinas son liberadas de las
mitocondrias durante la apoptosis, que son esenciales para la correcta ejecucion de

dicho proceso (Wang & Youle, 2009), algunas son:

e Citocromo c

e El factor inductor de apoptosis (AlIF)

e Endonucleasa G (Endo G)

e Smac/DIABLO (Smac: Second mitochondria-derived activator of caspases;
DIABLO: Direct IAP Binding Protein with low isoelectric point)

e Omi/HtrA2 (Oocyte Maturation Inhibitor/High temperatura requirement protein

A2), una serin-proteasa.

La liberacion del citocromo ¢ es un evento critico ya que éste interacciona con la
proteina citosdlica Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) actuando como
molécula adaptadora junto con dATP formando un complejo heptamérico que
recluta a través de sus dominios CARD a la caspasa-9, causando un cambio
conformacional lo que provoca su activacion (apoptosoma), y marca el inicio de una
serie de reacciones proteoliticas conocidas como “cascada de las caspasas’,
rompiendo el prodominio de caspasas efectoras, como las caspasas 3, 6 y 7,
activandolas (Riedl & Salvesen, 2007; Youle & Strasser 2008).

Otras proteinas mitocondriales como Smac/Diablo y Omi/HtrA2 interaccionan con
unas proteinas citosolicas llamadas IAP (Inhibitors of Apoptosis) que son inhibidores
endogenos de las caspasas, los cuales se ha demostrado pueden inhibir a caspasa
3, 7y 9 en su forma activa. Estas dos proteinas detienen la accion inhibidora de las
IAP sobre las caspasas, permitiendo su activacion y actividad (Villamor, 2004;
Lizarbe, 2007).

Otra de las proteinas que se libera de la mitocondria es el Factor Inductor de
Apoptosis (AIF), una oxidorreductasa de la membrana mitocondrial interna, la cual

requiere un procesamiento proteolitico para producir una proteina AlF soluble; una
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vez en el citoplasma se transloca al nucleo donde induce la condensacion periférica
de la cromatina y la hidrolisis del ADN en fragmentos, el mecanismo de accion de
AIF es aun desconocido (ya que no tiene ninguna propiedad intrinseca de
endonucleasa), aunque se sabe que su accién es independiente de caspasas y que
podria colaborar con la Endonucleasa G, la cual parece ser liberada de las
mitocondrias para facilitar la degradacién de la cromatina nuclear (Wang & Youle,
2009)

La via extrinseca queda interrelacionada con la intrinseca a través de la proteolisis
de la proteina Bid por la caspasa-8. La forma activa de Bid (tBid) conecta entonces
con la via mitocondrial que produce la liberacion de citocromo c y la activacion de

caspasas ejecutoras (Villamor, 2004), véase Figura 4.

La desregulacién de la apoptosis desempefia un papel importante en el desarrollo
de una variedad de patologias humanas, incluyendo enfermedades autoinmunes,

trastornos neurodegenerativos y cancer (Testa & Riccioni, 2007).

Cancer

Cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo, es un proceso de crecimiento y
diseminacién incontrolados de células anormales, puede aparecer practicamente en

cualquier lugar del cuerpo (OMS, 2014).

El proceso carcinogénico se puede definir como la serie de estadios a nivel celular
a partir de los cuales se desarrollara una transformacioén cancerosa en un tejido. El
primer evento desencadenante es la iniciacién, causada por algin agente fisico,
quimico o bioldgico (radiacion ionizante, luz UV, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, aflotoxinas, etc.) que altere a la célula a nivel de genoma, es necesaria
gue esta modificacion altere alguno de los procesos fundamentales de la célula, por
ejemplo, los genes relacionados con el ciclo celular o muerte celular programada, el

dafio en estos genes provocaria una desregulacion en la proliferacion, la cual
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promoveria la progresion del ciclo celular cuando deberia ser detenido (Alberts et
al., 2008).

La promocién es el segundo evento dentro del proceso carcinogénico, esta dada
por algun compuesto o molécula (hormonas o farmacos) que desencadene una
compleja e intrincada ruta intracelular que conlleven al aumento en la proliferacion
celular, en esta etapa no se generan alteraciones estructurales directas al genoma
y es reversible tanto a nivel de expresion genética como a nivel celular, sin embargo,
la acumulacion de mutaciones puede permitir a las células escapar de los controles
0 restricciones que existen dentro del cuerpo; las células cuyos genes promotores
del crecimiento y division han mutado (oncogenes), asi como aquellos genes de
inhibicion de crecimiento y division también han mutado (genes supresores de

tumor) son aquellas que pueden generar un tumor (Pitot et al., 1981).

La progresion en la carcinogénesis es el paso para que una célula en estado de
promocién sea capaz de convertirse en una potencialmente maligna, las
caracteristicas morfoldgicas y biol6gicas de esta etapa se consideran irreversibles
y es caracterizada por una inestabilidad cariotipica, el cambio cariotipico viene con
un aumento en el indice de crecimiento, invasién y metastasis, asi como una serie

de alteraciones bioquimicas y la morfologicas (Pitot et al., 1981).

De forma convencional se han empleado sinonimias para el término cancer, como
son: tumores malignos o neoplasias malignas. El término neoplasia se puede definir
como: “crecimiento tisular relativamente autébnomo”. Dentro de esta definicion, el
concepto autonomia relativa considera que el cancer no esta sujeto a las reglas y
regulaciones que gobiernan a las células individuales y las interacciones celulares
del organismo, el término crecimiento indica la velocidad de las divisiones celulares,
puede ser extremadamente lenta, propia de tejidos normales, o extremadamente
rapida similar al crecimiento del tejido embrionario y el uso del término tejido, indica
que, segun los conocimientos actuales, un cancer o neoplasia es propio Unicamente

de organismos pluricelulares (Pitot, 1981).
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De forma practica se han clasificado las neoplasias en benignas y malignas, las

caracteristicas de cada una de ellas son las siguientes:

Benigno Maligno
e Encapsulado ¢ No encapsulado
¢ No invasivo e Invasivo
e Muy diferenciado e Poco diferenciado
e Mitosis poco frecuentes ¢ Mitosis relativamente
e Crecimiento lento frecuentes
¢ Anaplasia escasa o nula e Crecimiento rapido
e Sin metastasis e Anaplasia de grado variado

e Con metastasis

La diferencia mas importante clinicamente entre ambos grupos es la capacidad de
producir metéstasis. La metastasis se puede definir como un crecimiento secundario
de una neoplasia originada a partir del tumor primario en una localizacién distante

de la neoplasia original (Wayne et al., 2007).

Una estrategia para agrupar a los pacientes segun el pronéstico es el
establecimiento de sistemas de estadificacion, el American Joint Committee on
Cancer (AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC) crearon el sistema
TNM, el cual es actualmente el de mayor uso. La letra T se refiere al tamafio o
extension del tumor principal; la letra N se refiere a la extension de cancer que se
ha diseminado a los ganglios linfaticos cercanos y la letra M describe si el cancer
se ha diseminado desde el tumor primario a otras partes del cuerpo. Sin embargo,
las combinaciones TNM se agrupan en cinco estadios. El estadio 0, donde hay
células anormales presentes, pero no se han diseminado al tejido cercano; en los
estadios I, Il y Ill, conforme el estadio aumenta, mayor es el tumor y mas se ha
extendido en los tejidos cercanos y el estadio IV, el cancer se ha diseminado a

partes distantes del cuerpo.
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Segun la OMS, el cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo; en 2012 hubo unos 14 millones de nuevos casosy 8.2
millones de muertes relacionadas con el cancer. En este mismo afio, los canceres

diagnosticados con mas frecuencia fueron:

Para el hombre Para la mujer
e Pulmén e Mama
e Prostata e Colony recto
e Colony recto e Pulmén
e Estomago e Cuello uterino
e Higado e Estdmago

Cancer de mama

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres en todo el mundo, ocupando
el primer lugar en incidencia, representando aproximadamente 25% de todos los
canceres femeninos, ambos valores se conservan para México (GLOBOCAN,
2012). Existe un incremento global de aproximadamente 1.5% anual, sin embargo,
en los paises de economia emergente este incremento es alrededor de 5%. El grupo
de edad mas afectado se encuentra entre los 40 y los 59 afios de edad (Arce et al.,
2011)

Las tasas de supervivencia del cancer mamario varian mucho en todo el mundo,
desde el 80% o mas en América del Norte, Suecia y Japon, pasando por un 60%
aproximadamente en los paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40%
en los paises de ingresos bajos (Coleman et al., 2008).

Segun el National Cancer Institute (NCI) en el 2016, la edad avanzada es el factor
de riesgo mas importante para el cancer de mama (tener 40 afios 0 mas), sin

embargo, los principales factores de riesgo son:

+ Antecedentes familiares.

e Susceptibilidad significativa a un factor hereditario.
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o Mutaciones de la linea germinal en los genes BRCA1 y BRCAZ2 y otros
genes que predisponen al cAncer de mama.
e Ingesta de alcohol.
o Densidad del tejido mamario (mamografico).
o Estrogeno (enddgeno):
o Antecedentes menstruales (menarquia prematura 0 menopausia
tardia).
o Nuliparidad.
o Edad avanzada en el momento del primer parto.
e Antecedentes de tratamiento hormonal.
o Terapia de remplazo hormonal (TRH) combinada de estrégeno mas
progesterona.
e Obesidad.
« Antecedentes personales de cancer de mama.
e Antecedentes personales de formas proliferativas de enfermedad mamaria
benigna.

« Exposicion de la mama o el térax a la radiacion.

Algunas mutaciones, sobre todo en los genes BRCA1, BRCA2 y p53, se asocian a
un riesgo muy elevado de ese tipo de cancer. Sin embargo, esas mutaciones son
raras y explican solo una pequefia parte de la carga total de cancer mamario. El
riesgo estimado de desarrollar cAncer de mama en las mujeres con mutaciones en
BRCAL1 y BRCA2 oscila entre 40 y 85 % (OMS, 2016).

De acuerdo con la AJCC el cancer de mama se clasifica en funcion a la ubicacion

del tumor:

e Ductal
o Intraductal (in situ)
o Invasivo con componentes predominantes
o Invasivo
o Comedodn

o Inflamatorio
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o Medular con infiltrado linfocitico
o Mucinoso (coloide)
o Papilar
o Cirroso
o Tubular
e Lobulillar
o Invasivo con componente predominante in situ
o Invasivo
e Pezdn
o Enfermedad de Paget
o Enfermedad de Paget con carcinoma intraductal
o Enfermedad de Paget con carcinoma ductal invasivo
o Oftros
o Carcinoma indiferenciado

o Metaplasico

El cancer de mama ductal invasivo es el tipo histol6gico mas frecuente y representa
70 a 80 % de todos los casos (NCI, 2016a).

El carcinoma de mama triple negativo se caracteriza por la ausencia de receptores
de estrogeno y progesterona, asi como la falta de sobreexpresion del factor de
crecimiento epidérmico humano 2. Tipicamente se asocia a mal prondstico, dada la
agresividad de los fenotipos tumorales y la respuesta parcial a la quimioterapia, sin
gue actualmente se disponga de dianas terapéuticas claramente establecidas. El
porcentaje de estos tumores respecto al total de canceres es variable en la
bibliografia, segun los diferentes criterios de clasificacion, y varia entre el 6 y el 28%

de todos los tumores de la mama (Podo et al., 2010).

El AJCC designo una clasificacion general de 5 estadios: O, | (A, B), 1l (A, B), Il (A,
B,C)yIV.
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Cdncer de prostata

El cancer de préstata ocupa el segundo lugar de incidencia de cancer en hombres
a nivel mundial, sin embargo, en México se encuentra posicionado como primer
lugar, representando el 21% de los casos por cancer en varones, los datos indican
una tasa de mortalidad de 11 defunciones por cada 100,000 hombres (GLOBOCAN,
2012).

Se han reportado muy pocos factores de riesgo (IMSS, 2015a), los cuales son:

e Tener 50 afnos o mas.

o Antecedentes de cancer de prostata en familiares cercanos

El cancer de prostata se puede curar cuando esta localizado y, con frecuencia,
responde al tratamiento cuando estd diseminado. Muchos pacientes,
especificamente aquellos con tumores localizados, pueden morir por otras
enfermedades sin haber sufrido siquiera de una discapacidad producida por el
cancer. La tasa de crecimiento tumoral oscila entre muy lento a moderadamente
rapido y, algunos pacientes pueden tener una supervivencia prolongada incluso
después de que el cancer haya hecho metastasis hasta sitios distantes, como los
huesos, sin embargo, si esto sucede, los tratamientos actuales no seran eficientes
(NCI, 2016b).

El AJCC designé un sistema de clasificacion con 4 estadios: I, Il (A, B), llI, IV.

Méas de 95 % de los canceres de préstata primarios son adenocarcinomas. Los
adenocarcinomas de préstata son, con frecuencia, multifocales y heterogéneos en
sus modelos de diferenciacion. La neoplasia intraepitelial prostatica ([NIP] de
células epiteliales atipicas no invasivas dentro de acinos de apariencia benigna) a
menudo se presenta relacionada con un adenocarcinoma de préstata. Las NIP se
subdividen en grado bajo y grado alto. La forma de grado alto puede ser precursora

de un adenocarcinoma (Nelson, 2003).
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Cdncer de pulmodn

El cancer de pulmon ocupa el primer lugar de incidencia de cancer para hombres a
nivel mundial y segundo lugar en México, representando alrededor del 8% de los
casos de cancer en varones, ocupando el segundo lugar en tasa de defuncién con
9 por cada 100,000 hombres, solo superado por el cdncer de préstata (GLOBOCAN,
2012).

Segun una recopilacién proporcionada por el NCI, los principales factores de riesgo

son:

e Antecedentes o consumo actual de tabaco.
e [EXposicion pasiva a las sustancias causantes de cancer del humo ambiental
de tabaco.
e EXxposicion ocupacional al amianto, arsénico, cromo, berilio, niquel u otras
sustancias.
e EXxposicion a cualquiera de las siguientes fuentes de radiacion:
o Radioterapia dirigida a la mama o el torax.
o Exposicién al radén en el hogar o en el lugar de trabajo.
o Pruebas médicas con imagenes, como las exploraciones por
tomografia computarizada (TC).
e Residencia en un area con contaminacion ambiental.
e Antecedentes familiares de cancer de pulmoén.

e Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana.

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo del cancer de pulmén es fumarr,
para los fumadores, el riesgo en promedio es 10 veces mas alto de por vida que
para los no fumadores (definidos como personas que fumaron <100 cigarrillos
durante toda su vida), este aumenta con la cantidad de cigarrillos, la duracién y la
edad en gque se inicio el habito. El abandono del habito de fumar resulta en una
disminucion de lesiones precancerosas y una reduccion del riesgo de presentar
cancer de pulmon, sin embargo, siguen teniendo un riesgo elevado de cancer de

pulmoén durante afios después de dejar de fumar (Wingo et al., 1999; NCI, 2016c).
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Datos disponibles por el IMSS y el NCI, existen 2 tipos principales de cancer de

pulmon:

e Céancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP): es el tipo mas comun
de cancer pulmonar, generalmente crece y se desarrolla mas lentamente que
el de células pequefas. Los tipos mas comunes son:

o Carcinoma de células escamosas.
o Adenocarcinoma.

o Carcinoma de células grandes.

EI CPCNP surge de las células epiteliales pulmonares del bronquio central al alveolo
terminal. El tipo histolégico de CPCNP se correlaciona con el sitio de origen, por lo
general, el carcinoma de células escamosas se inicia cerca de un bronquio central,
en comparacion con el adenocarcinoma y el carcinoma bronquioalveolar
habitualmente se originan en el tejido periférico del pulmoén; aunque el CPCNP se
relaciona con fumar, los adenocarcinomas se pueden presentar en pacientes que
nunca han fumado, de forma general el CPCNP es relativamente insensible a la

guimioterapia y la radioterapia en comparacién con el CPCP (NCI, 2016c).

e Cancer de pulmdn microcitico o carcinoma microcitico de pulmon: es el cancer
generado por células pequefnias (CPCP). Constituye aproximadamente 15%
de los carcinomas broncogénicos, este se divide en dos grupos: (NCI, 2016c)

o Carcinoma de células pequenfas.
o Carcinoma de células pequefias combinado (es decir, CPCP

combinado con componentes neoplasicos escamosos o glandulares)

Las caracteristicas morfolégicas de las células de CPCP son: escaso citoplasma,
cromatina granular fina, nucléolos ausentes o inconspicuos, moldeado nuclear

frecuente, asi como recuento mitético alto (Brambilla et al., 2001).
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Cifras proporcionadas por el GLOBOCAN para el afio 2012 para los datos de incidencia y mortalidad por afio, tanto para
el mundo como para México son las siguientes:

MUNDO MEXICO
Incidencia Mortalidad Incidencia Mortalidad
Cancer
Casos (%)  ASR (W)| Casos (%)  ASR (W)| Casos (%)  ASR (W)| Casos (%)  ASR (W)

Préstata (1,094,916 14.8 30.7 | 307,481 6.6 7.8 14,016 21.4 27.3 6,367 16.5 11.3
Pulmén [1,241,601 16.8 34.2 1,098,702 23.6 30 5,471 8.3 10.5 4,945 12.8 9.5
Mama |1,671,149 25.1 43.1 (521,907 14.7 12.9 20,444 24.8 354 5,680 14.2 9.7
Pulmén | 583,100 8.8 13.6 | 491,223 13.8 11.1 2,968 3.6 4.9 2,663 6.6 4.3
Mama |[1,671,149 11.9 43.1 | 521,907 6.4 12.9 20,444 13.8 354 5,680 7.2 9.7
Préstata (1,094,916 7.8 30.7 | 307,481 3.7 7.8 14,016 9.5 27.3 6,367 8.1 11.3
Pulmén (1,824,701 13 23.1 |1,589,925 194 19.7 8,439 5.7 7.5 7,608 9.7 6.7

ASR (Tasa estandarizada por edad) es una medida resumen de la tasa que una poblacion tendria si tuviera una estructura de edad estandar. El ASR es una media
ponderada de las tasas especificas por edad; los pesos se toman de distribucion de la poblacion de la poblacion estandar. La poblacién de referencia mas frecuente
es la poblacién estandar mundial (W). Esta es representada por cada 100,000.

Hombres

Mujeres

Ambos sexos
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Tratamientos contra el cancer

El tratamiento depende del tipo de cancer y del grado de avance en el que se ha
diagnosticado. De manera general se utilizan tres tratamientos: cirugia, radioterapia
y quimioterapia. Algunas personas solo reciben un tipo de tratamiento. Sin embargo,

la mayoria de las personas son tratadas con una combinacién de tratamientos.

Cirugia

La cirugia fue el primer tipo de tratamiento para combatir el cancer y hasta la fecha
es la opcion mas utilizada, es empleada para tumores soélidos que estan contenidos
en un sitio, funcionando como un tratamiento local. Algunas veces la cirugia sera el
Unico tratamiento empleado para eliminar el cancer, aunque con mas frecuencia se
emplearan en conjunto otros tratamientos como son la quimioterapia y radioterapia
(NCI, 2015).

Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento del cancer que usa altas dosis de radiacion para
destruir células cancerosas y reducir tumores. En dosis altas, la radiacion destruye
células cancerosas o hace lento su crecimiento. La radioterapia no destruye de
inmediato las células cancerosas. Se llevan dias o0 semanas de tratamiento antes
de que las células cancerosas empiecen a morir. Luego, las células cancerosas
siguen muriéndose semanas 0 meses después de terminar la radioterapia (NCI,
2015).

Quimioterapia

La quimioterapia es un tipo de tratamiento contra el cancer que usa farmacos para
detener o hacer mas lento el crecimiento de las células cancerosas, las cuales
crecen y se dividen con rapidez. La quimioterapia no solo destruye las células
cancerosas que crecen con rapidez, sino también destruye o hace lento el
crecimiento de células sanas que crecen y se dividen con rapidez como la médula

0sea, mucosa gastrointestinal y los foliculos pilosos (NCI, 2015).
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Los tratamientos convencionales como la quimioterapia y radioterapia resultan ser
eficientes cuando la enfermedad se encuentra en estadios iniciales, sin embargo,
esta cualidad decae en estadios avanzados; ademas de generar una serie de
efectos secundarios, debido a que afectan de forma general a todas las células con
altos indices de division, incluyendo aquellas células sanas. Los efectos
secundarios varian de una persona a otra, los efectos secundarios mas comunes

causados por el tratamiento del cancer segun el NCI son:

* Anemia * Problemas de memoria o de

= Caida del pelo (alopecia) concentracion

= Cambios en la piel y en las * Problemas enlabocayenla
ufias garganta (disgeusia,

= Diarrea o estrefiimiento xerostomia, disfagia)

= Edema * Problemas sexuales y de

» |nfeccion y neutropenia fecundidad (disminucion del

» Linfedema deseo sexual, infecundidad)

= Nauseas y vomitos » Sangrado y moretones

* Problemas de los nervios (trombocitopenia)

(neuropatia periférica)

Productos de origen natural

En las ultimas décadas, la industria farmacéutica se ha centrado principalmente en
el repertorio de compuestos sintéticos como fuente de descubrimiento de farmacos.
Sin embargo, al mismo tiempo, ha habido una tendencia a la disminucion en el
namero de nuevos medicamentos que llegan al mercado, enfocando el interés
cientifico a la tarea de descubrir farmacos a partir de fuentes naturales (Atanasov et
al., 2015).

Newman y Cragg en el 2016 han demostrado que los productos naturales
desempeiian un papel fundamental en el descubrimiento de compuestos

potenciales para desarrollo de farmacos utiles en el tratamiento de enfermedades
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humanas, la contribucién de los productos naturales en la expansién del arsenal

terapéutico ha sido continua como se puede apreciar en las Figuras 5y 6.
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2014. Tomado de: Newman & Cragg, 2016.

El empleo de productos naturales y/o sus estructuras novedosas, con la finalidad de
descubrir y desarrollar un farmaco, sigue siendo una préactica habitual.
Especificamente en el area del cancer, tomando como intervalo de tiempo la década
de 1940 hasta finales de 2014, aproximadamente el 50% de los compuestos
aprobados, son en realidad de origen bioldgico, productos naturales o derivados
directos de los mismos (Newman & Cragg, 2016).
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Figura 6. Todos los farmacos empleados como tratamiento contra el cancer desde
1940-2014 segun su origen; n = 246. Tomado y modificado de: Newman & Cragg, 2016.
"B": Bioldgica, por lo general un gran tamafio (> 50 residuos) péptido o proteina, ya sea
aislado de un organismo o producidos por medios biotecnolégicos en un huésped
sustitutivo. "N": Producto natural, inalterado en estructura, aunque podria ser semi o
totalmente sintética. "NB": Producto natural "medicamento botanico". "ND": Derivado de
un producto natural y es por lo general una modificacién semisintético. "S": Totalmente
sintéticas, a menudo se encuentran por azar de deteccién o modificacion de un agente
existente "S*": Fabricado por sintesis total, pero el farmacéforo es o era de un producto
natural "V": Vacuna. /NM Imita un producto natural (inhibidores competitivos directos
del sustrato natural).

Compuestos fendlicos

Dentro de los compuestos de origen natural, los compuestos fenélicos son un amplio
grupo de moléculas que se encuentran en diferentes alimentos de consumo habitual
como son: frutas y verduras, ademas de encontrarse en: el vino, té, cacao y aceite
de oliva extra virgen, los cuales exhiben una fuerte actividad antioxidante al eliminar

diferentes especies reactivas de oxigeno (ERO) (Fernandez-Bolafios et al., 2012).
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De todas las fuentes ricas en antioxidantes mencionadas anteriormente, destaca el
aceite de oliva, un producto de la extraccion mecanica del fruto de Olea europaea
(Familia Oleaceae), esta compuesto de una fraccion saponificable que constituye
aproximadamente el 90-99% y de una fraccién no saponificable (0,4 -5%) (Tripoli et
al, 2005), esta ultima fraccion consiste principalmente de hidrocarburos (escualeno,
caroteno, luteina), compuestos terpénicos, esteroles, compuestos fendlicos, y
alcoholes alifaticos, entre otros. Los compuestos fendlicos del aceite de oliva
incluyen cuatro grupos diferentes: fenoles simples (hidroxitirosol y tirosol),
polifenoles (flavonoides), secoiridoides (oleuropeina), y lignanos (Vilaplana-Pérez
et al., 2014).

Uno de los miembros mas eficaces en términos de captacion de radicales libres es
el hidroxitirosol, también llamado 2-(3,4-dihidroxifenil)-etanol, un fenol simple
(conformado como metabolito de la oleuropeina) que se puede encontrar en las

hojas y frutos de la planta de olivo (Fernandez-Bolafios et al., 2008).

Se han llevado a cabo numerosos estudios entre la relacion en el consumo del
aceite de oliva y la prevenciéon del cancer (Pérez-Jiménez et al., 2005). En ese
sentido, se ha encontrado que los compuestos antioxidantes suministrados en la
dieta pueden reducir al minimo el dafio en el ADN, la peroxidacion de lipidos y la
cantidad de ERO generada (Omar, 2010).

Se ha descrito que el HT puede ejercer un amplio espectro de propiedades
bioldgicas debido a su fuerte actividad antioxidante, un efecto proapoptético y la
modulacién en la expresion de los genes implicados en la proliferacién de células
tumorales de promielocitos (células HL60) (Della Ragione et al., 2002; Fabiani et al.,
2006, 2008, 2009, 2011). Por otra parte, se ha demostrado que inhibe la
proliferacion de células de cancer de mama MDA (Rosignoli et al., 2016), MCF-7
(Han et al., 2009; Sirianni et al., 2010; Bulotta et al., 2011; Bouallagui et al., 2011,
Rosignoli et al., 2016), SK-BR-3 (Elamin et al., 2013), células de carcinoma de colon
humano HT29 (Guichard et al., 2006), Caco- 2(Corona et al., 2009), SW480 y
HCT116 (Rosignoli et al., 2016), células de carcinoma hepatico humano (Zhao et
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al., 2014) y células humanas de cancer de préstata LNCap y PC-3 (Rosignoli et al.,
2016).

Este tipo de resultados explica, en parte, por qué en los ultimos afios la comunidad
cientifica ha dedicado mas atencion a los compuestos fendlicos, evaluando
propiedades biolégicas observadas experimentalmente y recomendando su
inclusion de forma abundante en la dieta. También se ha justificado su presencia en
numerosos remedios de la medicina tradicional asociados a la disminucion del

riesgo de presentar determinadas enfermedades cronicas como el cancer.

Aminoacidos

Por otro lado, los aminoacidos se han empleado en procesos de sintesis de
compuestos novedosos con potencial uso en diversas areas, esto con el objetivo de
sacar provecho a la importancia bioldgica que presentan; ya que son requeridos en
todos los sistemas biolégicos (componentes necesarios para la sintesis de
proteinas), ademas la existencia de mecanismos de transporte especificos en las
células podria facilitar su absorcion, como es el uso de aminoacidos sintéticos que
contienen silicio para la generacion de péptidos que mejoran la resistencia a la
degradacion y modulan de sus propiedades fisicas y bioquimicas (Rémond et al.,
2016).

Otro ejemplo es la sintesis de Tiosemicarbazonas a partir de aminoacidos (leucina,
metionina, fenilglicina, y triptéfano), compuestos que han demostrado poseer una
actividad antiviral capaz de interferir con la maquinaria de replicacion del virus del
dengue (Padmanabhan et al.,, 2016), de igual manera en la busqueda de
tratamientos para otras infecciones, se han generado nucleétidos sintéticos,
mediante la incorporacion de acido aspartico, acido glutamico, histidina o prolina en
el grupo fosfato, los cuales son capaces de interaccionar con la retrotranscriptasa
(RT) del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), pudiendo ser empleados para la
inhibicion directa de la RT de VIH u otra polimerasa viral (Adelfinskaya & Herdewijn,
2007; Adelfinskaya et al., 2007).
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De igual manera en el estudio de los péptidos antimicrobianos, los cuales participan
como parte del sistema inmune innato y poseen un amplio espectro de objetivos,
incluyendo virus, bacterias, hongos y parasitos, ademas de exhibir propiedades
anticancerigenas, han sido modificados mediante la adicion de residuos de
diferentes aminoacidos, con la idea de aumentar dichas propiedades (Bahar & Ren,
2013; Hicks, 2016).

También se ha reportado la sintesis y caracterizacion de compuestos de
Tributilestafio a partir de bases de Schiff derivadas de aminoacidos los cuales
presentan un gran potencial en campos como la medicina y la biologia (Lima et al.,
2015). En un trabajo similar se han empleado aminoacidos como son L-alanina, L-
valina, L-isoleucina, L-metionina, L-fenilalanina y L-triptéfano para la generacion de
derivados de Tributilestafio los cuales presentan efectos antiproliferativos en lineas
celulares de cancer cervicouterino y una baja actividad necrética (Camacho-
Camacho et al., 2016).

Dentro de los 20 aminoacidos requeridos en la maquinaria celular, la cisteina (Cys)
es un amino&cido no esencial dentro de los mamiferos, del cual su precursor es el
3-fosfoglicerato. Es uno de los dos aminoacidos que conforma parte de la biomasa
de seres vivos que contiene azufre, el otro aminoacido es la metionina, el cual aporta
el azufre para su sintesis. La cisteina es el Unico aminoacido en poseer un grupo
tiol (SH), el cual suele formar un puente disulfuro con otra cisteina mediante una
oxidacién de los grupos tiol formando un compuesto dimérico denominado cistina;
el puente disulfuro cobra mucha importancia en las proteinas, ya que brinda

estabilidad a la estructura o plegamiento (Voet & Voet, 2004; Mller- Esterl, 2008).

Y se ha demostrado que los cambios estructurales de diversas moléculas pueden
mejorar sus propiedades quimicas como la solubilidad en agua e incluso facilita su
disposicion por las células mejorando en muchos casos de forma notable su
actividad bioldgica (Fernandez- Herrera et al., 2010; Fernandez- Herrera et al.,
2011).
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Péptidos fendlicos

En ese sentido se realiz6 la sintesis de péptidos fendlicos adicionando a la
estructura del HT, esteres de aminoacidos: L-glicina, L-fenilalanina, L-valina, L-
serina, L-triptéfano y L-cisteina. La sintesis se realizé por el grupo de trabajo del Dr.
Oscar Lopez de la Universidad de Sevilla, Espafia, con el propdsito de evaluar si

estas nuevas moléculas presentan actividad bioldgica en células tumorales.

Datos anteriores obtenidos por nuestro grupo de trabajo (Rangel, 2015)
demostraron que de todos los péptidos sintetizados, aquellos derivados de la L-
cisteina poseian la mejor actividad antiproliferativa en las lineas celulares de cancer
cervicouterino (CaCu) HelLa, CaSki y ViBo, sin induccion de muerte por necrosis
mediante la deteccion de actividad de LDH en los sobrenadantes de los cultivos
tratados. Uno de los péptidos formados con L-cisteina fue el AZ-269 (Figura 7), el
cual mostro una actividad antiproliferativa a las 24 horas a concentraciones de 250-
290uM y una induccién de muerte por necrosis inferior al 10%, por lo cual, el AZ-
269 uno de los mejores candidatos para continuar su evaluacion en otros tipos de

cancer y en modelos in vivo.

MeOL
HO | | HN \r(\©: >
OH
2-(3,4-dihidroxifenil)-etanol Disulfuro de bis (2-[2’-(3”.4”-metilendioxifenil)
(HT) acetamido] 2-metoxicarbonil) etilo (AZ-269)

Figura 7. Estructuras de HT y AZ-269.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha reportado que algunos componentes del aceite de oliva pueden presentar
actividad antiproliferativa en varios tipos de cancer, dicha actividad ha sido atribuida
a componentes fendlicos, del que destaca el hidroxitirosol; de igual manera se han
empleado diversos aminoacidos para la sintesis de compuestos novedosos, con la
intencion de aprovechar sus propiedades fisicoquimicas y biologicas. Por tal motivo
a partir de la adicion de residuos de cisteina al HT se realiz6 la sintesis del AZ-269
que mostré poseer actividad antiproliferativa no necrética en lineas celulares de
CaCu y se espera mantengan estas cualidades en las lineas celulares MDA-MB-
231, PC-3 y SK-LU-1, ademas de inducir una muerte por apoptosis y mostrar

actividad selectiva.

JUSTIFICACION

En la actualidad el cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, referente a lo anterior, el cancer de mama es el de
mayor incidencia en mujeres tanto a nivel mundial como en México; el cancer de
préstata es el segundo mas comun a nivel mundial y el de mayor incidencia para
hombres en México; el cancer de pulmdn el cual ocupa el primer lugar de incidencia

de cancer para hombres a nivel mundial y segundo lugar en México.

Desafortunadamente los tratamientos convencionales empleados para combatir el
cancer, como son, la quimioterapia y la radioterapia resultan ser ineficientes en
etapas avanzadas de la enfermedad ademas de exhibir poca selectividad entre
células cancerosas y células sanas deteriorando notablemente la calidad de vida
del paciente, por lo que es pertinente la busqueda de tratamientos alternativos para

asi ser empleados como agentes terapéuticos eficientes.

HIPOTESIS

Se sabe gue algunos compuestos fendlicos provenientes del aceite de oliva exhiben
actividad antiproliferativa y citotéxica en algunos tipos de cancer, del mismo modo

se ha reportado que la adicién de residuos de aminoacido a diferentes moléculas
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puede mejorar su actividad antitumoral, por lo que se espera que el péptido fendlico
AZ-269 ejerza una actividad antiproliferativa no necrética y apoptética en lineas
celulares de cancer de mama (MDA-MB-231), prostata (PC-3) y pulmon (SK-LU-1)

en comparacion con el Hidroxitirosol (HT).

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antiproliferativa, necrética y apoptotica del hidroxitirosol y su
derivado el AZ-269 en cultivos de las lineas tumorales MDA-MB-231, PC-3 y SK-
LU-1 provenientes de cancer de mama, prostata y pulmén respectivamente, asi

como en cultivos de células linfociticas humanas.

Objetivos Particulares
e Realizar cultivos de las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1

provenientes de cancer de mama, préstata y pulmon respectivamente.

e Determinar si los compuestos HT y AZ-269 presentan actividad
antiproliferativa en las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1
expresada como la concentracion requerida del compuesto para inducir un
decremento del 50 % en el numero celular (Clso), mediante la técnica de
cristal violeta.

e Determinar la muerte por necrosis inducida por los compuestos HT y AZ-269
mediante la deteccion de la actividad enzimética de la Lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes provenientes de cultivos de
células MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1.

e Determinar la actividad apoptética de los compuestos HT y AZ-269 en las
lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1 mediante la observacion de
la compactacion de la cromatina por la técnica de DAPI y por
inmunodeteccion y cuantificacion de la caspasa-3 activa por cartometria de

flujo.
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Determinar la actividad antiproliferativa del HT y el AZ-269 en linfocitos
humanos obtenidos de sangre periférica mediante la incorporacion de
carboxifluoresceina (CFSE)y su evaluacion por citometria de flujo.

Determinar la muerte por necrosis inducida por los compuestos HT y AZ-269
mediante la deteccion de la actividad enzimatica de la Lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos

humanos.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Todas las lineas trabajadas fueron provistas por la American Type Culture Collection
(ATCC, USA).

La linea celular MDA-MB-231, la cual es un adenocarcinoma metastasico
(efusidn pleural), clasificado como un cancer de mama triple negativo (similar
a células de mesénquima), fue cultivada en medio D-MEM (Sigma, USA) de
alta glucosa suplementado con L-glutamina, rojo de fenol y suero fetal bovino
(SFB) (Gibco, USA) al 5%.

La linea celular PC-3, originaria de un adenocarcinoma metastasico (hueso),
fue cultivada en medio RPMI-1640 (Microlab, MEX) suplementado con L-
glutamina, rojo fenol y SFB al 10%.

La linea celular SK-LU-1, la cual fue aislada de un adenocarcinoma de
pulmén se cultivdo en RPMI-1640 suplementado con L-glutamina, rojo fenol y

suero de ternera neonata (STN) (Biowest, USA) al 5%.

El suero en todos los casos fue previamente desactivado a 56°C durante 30

minutos. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nuaire, USA) a una

temperatura de 37°C, al 5% de CO2 en una atmosfera himeda a saturacion.
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Determinacion de Clsg

Para establecer la Clso (concentracion en la cual se disminuye en un 50% el nimero
celular) de las lineas celulares, se sembraron 5,000 células/pozo en placas de 96
pozos (Corning, USA) en 100uL de medio de cultivo correspondiente, y se dejaron
en incubacion durante 24 horas. Posteriormente se retird el medio de cultivo y se
adicionaron concentraciones decrecientes de los compuestos HT y AZ-269. Para el
control testigo solo se realiz6 el cambio de medio de cultivo, el control para el
solvente o vehiculo contemplé la méxima cantidad de metanol (Me-OH) empleada
para diluir los compuestos. Pasadas las 24 horas, el nimero celular fue evaluado
por el método de incorporacion de cristal violeta descrito por Kueng y colaboradores
en 1989.

Técnica de incorporacion de cristal violeta

Las células sembradas y tratadas en las condiciones anteriormente descritas se
fijaron durante 15 minutos con glutaraldehido al 1.1% (Sigma, USA) en agua
destilada; posteriormente se realizaron lavados y se dejaron secar al aire. Se
afiadieron 50uL/pozo del colorante cristal violeta (Sigma, USA) al 0.1% en solucién
amortiguadora de acido formico pH 6.0 y se mantuvieron 20 minutos en agitacion
constante. Después de la tincién, las cajas de cultivo fueron lavadas con agua de
tal manera que el colorante no asimilado fue retirado de los pozos y nuevamente se
dej6 secar al aire. Posteriormente, el colorante incorporado en los nucleos celulares
fue solubilizado mediante la adicién de 50uL de acido acético (J.T. Baker, MEX) al
10% y se dej6 en agitacion durante 20 minutos. Finalmente, se toma lectura de cada
pozo en un lector de placas (ChroMate Awareness Technology Inc, USA) a 590nm.
Cada uno de los tratamientos se realizé por sextuplicado. Los resultados fueron
analizados por regresion lineal para la obtencién de la concentracion que abate el

50% de la poblacion celular (Clso).
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Evaluacidn de la induccion de muerte por necrosis mediante la actividad de
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

Un ensayo de evaluacion de muerte celular versétil que se puede utilizar in vitro e
in vivo es la medicion de la liberacién de la LDH (una proteina citoplasmatica); la
pérdida de integridad de la membrana plasmatica conduce a su liberacién
manteniéndose como una proteina enzimaticamente activa en el sobrenadante. La
liberacion in vitro de LDH de las células proporciona una medida exacta de la

integridad de la membrana celular (Vanden Berghe et al., 2013).

Las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1 se sembraron en placas de 96
pozos, en las condiciones anteriormente descritas, y se incubaron por 24 horas.

Posteriormente se retir6 el medio de cultivo y se realizaron los tratamientos:

e Control negativo a LDH (medio de cultivo)

e Control positivo a LDH (medio de cultivo)

e Vehiculo (concentracion de Me-OH indicada para cada compuesto)
e Clso obtenidas para HT y AZ-269

A las 23 horas de tratamiento, al control positivo se le realiz6 un cambio de medio
de cultivo por medio fresco al 1% de tritdbn X-100 y se incub6 hasta completar las 24

horas de tratamiento.

Una vez terminado el tiempo se centrifugd la placa a 1500rpm por 15 minutos y se
transfirieron 60uL/pozo, del sobrenadante de cada una de las condiciones a una
placa de 96 pozos, para su evaluacion. La actividad de LDH se determiné con el kit
“Cyto Tox 96” (Promega, USA), del cual se emplearon 60uL/pozo de la mezcla de
reaccion, dejando incubar a temperatura ambiente en oscuridad por 20 minutos.
Finalmente se midi6 la absorbancia en un lector de placas (ChroMate Awareness
Tecnology Inc, USA) a una longitud de onda de 490nm. Los datos se analizaron
haciendo una comparacion relativa al control positivo tratado con tritdbn X-100. Todas

las condiciones se realizaron por triplicado.
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Evaluacién de muerte por apoptosis mediante compactacion de cromatina
por tincién con DAPI

La condensacion y la fragmentacion de los nucleos que se produce durante la
apoptosis se detectan facilmente bajo el microscopio usando un protocolo de tincién
de forma rapida y facil. Se puede emplear tintes fluorescentes tales como Hoechst,
yoduro de propidio y DAPI, entre otros (Henry et al., 2013).

Se cultivaron 70,000 células/mL de cada linea celular sobre portaobjetos para
cultivo con pocillo de 6mm (Kimex, MEX), 30uL por pozo y se incubaron por 24
horas. Pasado el tiempo, se retir6 el medio de cultivo y se realizaron los

tratamientos:

e Control negativo (medio de cultivo)

e Control positivo (1ug/mL de colchicina)

e Vehiculo (concentracion de Me-OH empleada para disolver las Clso)
e Clso correspondiente de HT y AZ-269.

Los cultivos anteriormente descritos se dejaron en condiciones de incubacion por
24 horas. Concluido el tiempo, se retir6 el medio de cultivo, se adicioné
paraformaldehido al 2% y se dejé actuar por 30 minutos, una vez transcurrido el
tiempo se realizaron lavados con PBS filtrado. Posteriormente se permearon las
células con tritén al 0.2% en PBS frio por 5 minutos a 4°C, se realizaron dos lavados
con PBS filtrado frio y se agrego el fluorocromo DAPI (Sigma, USA) 0.1ug/mL en
PBS, se incubo por 1 minuto a 4°C, se realizaron lavados con PBS filtrado frio y
finalmente las preparaciones fueron montadas con la adicion de medio de montaje
para fluorescencia “Vectashield” (Vector Laboratories, USA). Las preparaciones
fueron evaluadas en un microscopio de epifluorescencia Eclipse E600 (Nikon, USA)

equipado con una camara de alta resolucion DXM1200F.
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Evaluacion de muerte por apoptosis mediante inmunodeteccién de la
caspasa-3 activa

Un importante evento bioquimico durante la apoptosis es el aumento de las
caspasas ejecutoras (caspasa 3, 6 y 7) que participan en la escision de sustratos,
los cuales median algunas de las caracteristicas morfolégicas de apoptosis; estas
proteinas pueden ser detectadas y cuantificados por diferentes métodos, por

ejemplo, la citometria de flujo (Henry et al., 2013).

Se sembraron 3.5X10* células/pozo en placas de 24 pozos (Corning, USA), en un
volumen de 500uL de medio de cultivo especifico para cada linea celular y se
incubaron por 24 horas. Pasado el tiempo, se retir6 el medio de cultivo y se

realizaron los tratamientos:

e Control negativo (medio de cultivo),
e Control positivo (1pg/mL de colchicina),
e Vehiculo (concentracion de Me-OH empleada para disolver las Clso) y

e Clso correspondiente para HT y AZ-269

Los cultivos anteriormente descritos se dejaron en incubacion 24 horas. Cumplido
el tiempo, las células fueron cosechadas con ayuda de verseno y fijadas con
Metanol al 50% en PBS por 1 hora, al término del tiempo se realizaron lavados con
PBS (se adicion6 1mL de PBS, se centrifugd a 1500rpm y desecho el
sobrenadante). Posteriormente fueron adicionados 50uL del anticuerpo primario
(Biocare Medical, USA), anticaspasa-3 activa, anticuerpo producido en conejo,
1:250 en PBS durante 12 horas a 4°C, al término del tiempo, las muestras fueron
lavadas con PBS. A continuacion, se aplicaron 50uL del anticuerpo secundario
acoplado al fluorocromo FIT-C (Invitrogen, USA), IgG anticonejo 1:500 en PBS,
manteniendo las muestras en oscuridad durante 3 horas a una temperatura de 37°C.
Finalmente se lavaron las muestras 2 veces con PBS y fueron analizadas en el
citbmetro de flujo FACSAria Il. Los datos se analizaron utilizando el programa

Flowing Software version 2.5.1.
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Efecto del HT y AZ-269 sobre la proliferacién de linfocitos de sangre
periférica

El desarrollo de la carboxifluoresceina (CFSE) se ha empleado para realizar un
seguimiento de la division de diferentes tipos celulares, logrando incorporar estos

datos a analisis cuantitativos (Hasbold et al., 1999).

Con ayuda de tubos vacutainer con EDTA (BD, USA), se obtuvieron 20mL de sangre
periférica de un voluntario aparentemente sano, en un tubo coénico de vidrio (Pirex,
USA) se colocaron 5mL de Histopaque (Sigma, USA) y 5mL de sangre (se
emplearon cuatro tubos para contener el volumen total de sangre) y se centrifugaron
(centrifuga; Dinac, USA), inicialmente a una velocidad de 300rpm y se aumento
gradualmente la velocidad (300rpm cada 2 minutos) hasta llegar a 1500rpm
después de lo cual se dejo centrifugando por 25 minutos mas. Con ayuda de la
pipeta de 1000uL se retir6 el plasma y se colectdé el anillo de leucocitos,
posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a tubos
limpios y se resuspendié con 10mL de PBS (por tubo), se centrifugd a 1500rpm
durante 5 minutos, se retir6 el sobrenadante y se resuspendié en 1mL de RPMI-

1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).

El total de células quedd contenido en un tubo con un volumen total de 4mL. Se
sembraron las células en una caja de Petri de 100mm (Pirex, USA), en un volumen
total de 10mL de RPMI-1640 suplementado con 20% de SFB, y se incubaron
durante 30 minutos en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo, se cosecharon
todas las células que permanecen en suspension, en un tubo de vidrio de fondo
conico. Se centrifugo la suspension celular a 1500rpm durante 5 minutos, se retird
el sobrenadante y se resuspendid nuevamente el boton celular en 5mL de RPMI-
1640 sin suero.

Para el marcaje de las células linfociticas se empled carboxifluoresceina (CFSE)

(Sigma, USA) los linfocitos se resuspendieron en PBS con 10uL de CFSE (2uM de
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solucion) y se incubaron por 15 minutos protegidos de la luz a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron con PBS al 5% de SFB, se centrifugaron a
1500rpm (dos veces) y se resuspendieron en 5mL de RPMI-1640 al 20% de SFB.
Para activarlos con fitohemaglutinina (FHG) (Microlab, USA), los linfocitos se
transfirieron a tubos cénicos de plastico de 1.6mL a una densidad de 1x10°
células/mL de RPMI-1640 al 20% de SFB y 1 pg/mL de fitohemaglutinina.

Las condiciones sometidas para el tratamiento fueron las siguientes:

e Control negativo (medio de cultivo)

e Control positivo (medio de cultivo y FHG)

e Control para el vehiculo (concentracion de Me-OH indicada para cada
compuesto)

e Clso obtenidas del HT y AZ-269 para cada linea celular

Las células contenidas en cada tubo conico fueron sembradas en una paca de 96
pozos (Corning, USA) a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen

de 200uL y se incubaron en condiciones de cultivo por 72 horas.

Para la evaluacion, se cosecharon los linfocitos, se centrifugd la muestra a 1500rpm
por 5 minutos, retiro el sobrenadante y se resuspendio el boton celular con 1mL de
verseno frio dejandolo actuar por 5 minutos a temperatura ambiente; pasado el
tiempo se centrifugd a 1500rpm por 5 minutos, se retir6 el verseno. Finalmente, se
resuspendié en 500uL de PBS y 500 pL de paraformaldehido al 2 %. Las células
fueron evaluadas por citometria de flujo en un citdmetro de flujo FACSAria Il y los
datos se analizaron utilizando el programa Flowing Software versién 2.5.1. El
analisis se realiz6 mediante la comparacién de las condiciones con respecto al

control positivo para proliferacion.
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Evaluacidn de la induccion de muerte por necrosis mediante la actividad de
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en linfocitos de sangre periférica

Para la evaluacion de la LDH en linfocitos de sangre periférica, del ensayo

anteriormente descrito, se sometieron las siguientes condiciones:

e Control negativo a LDH (con medio de cultivo y FHG)

e Control positivo a LDH (con medio de cultivo y FHG)

e Control para el vehiculo (concentracion de Me-OH indicada para cada
compuesto)

e Clso obtenidas del HT y AZ-269 para cada linea celular

Las células contenidas en cada tubo conico fueron sembradas en una paca de 96
pozos (Corning, USA) a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen

de 200puL y se incubaron en condiciones de cultivo por 72 horas.

Para la evaluacion, a las 71 horas de tratamiento al control positivo se le agregaron
2uL/pozo de triton X-100 y se homogenizaron pipeteando suavemente el medio de
cultivo e incubo hasta cumplir las 72 horas. Trascurrido el tiempo se centrifugo la
placa a 1500rpm por 5 minutos y se transfirieron 60uL/pozo, del sobrenadante de
cada una de las condiciones a una placa de 96 pozos, para su evaluacion. La
actividad de LDH se determiné con el kit “Cyto Tox 96” (Promega, USA), del cual se
emplearon 60pL/pozo de la mezcla de reaccién, dejando incubar a temperatura
ambiente en oscuridad por 20 minutos. Finalmente se midi6 la absorbancia en un
lector de placas (ChroMate Awareness Tecnhology Inc, USA) a una longitud de onda
de 490nm. Los datos se analizaron haciendo una comparacién relativa al control

positivo tratado con tritdn X-100. Todas las condiciones se realizaron por triplicado.

Andlisis estadistico

A los resultados obtenidos se les realizdé un analisis de varianza (ANDEVA) para
comparacion entre medias, seguida de la prueba de Tukey para determinar la

diferencia entre pares de medias con un nivel de significancia del 0.05.
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RESULTADOS

Actividad antiproliferativa en células tumorales

Para la determinacion de la actividad antiproliferativa del HT y su derivado sintético
AZ-269, cultivos de células tumorales de mama, préstata y pulmon (MDA-MB-231,
PC-3y SK-LU-1) fueron tratados con diferentes concentraciones de los compuestos.
La concentracion requerida para abatir en un 50% el nimero celular (Clso) fue

tomada como pardmetro de actividad antiproliferativa (Figura 8, Tabla 1).

HT

100 T
80 -

70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10

O T T T

0 100 200 300 i 400 500 600
Concentracion (uM)

100 * AZ-269

90 - —=— MDA-MB-231
80 —o—PC-3

— . SK-LU-1

60 - T
50 -
40 '\
30 -
20 -
10 -
0 : : : : : :

0 100 200 300 400 500 600
Concentacion (uM)

Figura 8. Actividad antiproliferativa del compuesto HT y AZ-269 en cultivos de lineas
celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1.
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Los resultados obtenidos establecen que ambos compuestos fendlicos afectan la
capacidad de proliferacion de los cultivos celulares de una forma dependiente de la
dosis, es decir, conforme aumenta la concentracion del compuesto el nimero celular
decrece. Posteriormente se procedid a calcular la dosis requerida de ambos
compuestos para inhibir en un 50% la proliferacion en las diferentes lineas celulares
(Cls0), mediante la linearizacion de los datos obtenidos y su célculo de acuerdo con
la ecuacion de la recta, los cuales fueron corroborados de forma puntual (Tabla 1).

Se obtuvieron los siguientes datos:

Clso (UM)

Linea celular
MDA-MB-231 PC-3 SK-LU-1
Compuesto

07,95 16162 18357

AZ-269 462.33 195.90 123.68

Tabla 1. Cl 50 determinadas para cada uno de los compuestos en las lineas celulares
MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1.

Se observa que las lineas celulares de mama y préstata resultan ser mas sensibles
al compuesto HT, de las cuales, MDA-MB-231 es la linea celular que presenta una
Clso menor (97.95uM), seguida de PC-3 (181.62uM) y finalmente SK-LU-1
(183.57uM), en comparacion con el derivado sintético AZ-269 en el que SK-LU-1
fue la linea celular con una Clso menor (123.68uM), seguido de PC-3 (195.90uM) y
finalmente MDA-MB-231 (462.33uM).

Los resultados obtenidos, indican que las células MDA-MB-231 son 4.7 veces mas
sensibles al HT en comparacién con el AZ-269, mientras que las células SK-LU-1
son 1.5 mas sensibles al AZ-269 en comparacion con el HT. Sin embargo, las

células PC-3 mostraron una sensibilidad similar para ambos compuestos.
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Induccién de muerte por necrosis en células tumorales

Para determinar si el abatimiento celular obtenido con las Clso para ambos
compuestos (HT y AZ-269) era mediante la induccion de muerte por necrosis en las
lineas celulares de mama, prostata y pulmon (MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1
respectivamente), se evalud la actividad de la enzima Lactato deshidrogenasa

liberada al medio de cultivo y se empleé como pardmetro de muerte por necrosis.

HT
100 - I
3
=80 -
[
T
B
:360 ] B MDA-MB-231
8 mPC-3
<40 -
o * SK-LU-1
xX
20 - —
0 - y T = : = = T : I :
Tritdn X-100 Control Me-OH Cl 50
Condiciones
AZ-269
100
T
o
_ISO -
()]
T
B
:550 1 B MDA-MB-231
€ mPC-3
<40 -
g SK-LU-1
X * *
20 -+ * I
0 A T T T T T 1 - T T
Triton X-100 Control Me-OH Cl 50
Condiciones

Figura 9. Evaluacion de la muerte necrética inducida por los compuestos HT y AZ-269
en cultivos de lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1. ANDEVA seguida de
una prueba de Tukey: (*p<0.05 vs. Control)

44



% de actividad de LDH

Linea celular
MDA-MB-231 PC-3 SK-LU-1
Compuesto (Ch

0.29+0.75 2.08 £0.83 23.40 £ 2.39

AZ-269 6.88 +1.42 17.59 +2.04 16.05+1.74

Tabla 2. Porcentaje de actividad de la LDH con respecto a las Clsp obtenidas para HT y
AZ-269 en las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1.

Como se puede apreciar en la Figura 9 y Tabla 2, el compuesto HT induce la
liberacion de LDH en las tres lineas celulares con valores netos de actividad
enziméatica de 0.29% para MDA-MB-231, 2.08% para PC-3 y 23.40% para SK-LU-
1; existiendo solo diferencias significativas en SK-LU-1 del porcentaje de actividad
enzimatica resultante para la Clso comparado con el Control, indicando que las
células de pulmén SK-LU-1 son mas sensibles al efecto inductor de muerte

necrotica generada por el HT.

En comparacion, el compuesto AZ-269 induce una libracién de LDH en las tres
lineas celulares con valores netos de actividad enziméatica de 6.88% para MDA-MB-
231,17.59% para PC-3y 16.05% para SK-LU-1; existiendo diferencias significativas
para las tres lineas del porcentaje de actividad enzimatica resultante para la Clso
comparados con el control, sugiriendo que las tres lineas tumorales son mas

sensibles al efecto inductor de muerte necrética generada por el compuesto AZ-269.

No obstante que los compuestos HT y AZ-269 inducen la liberacion de la enzima
LDH, este porcentaje es relativamente bajo en la mayoria de las lineas celulares,
sugiriendo que el decremento en el nimero celular inducido por los compuestos es
debido a una causa diferente a la necrosis, por lo que se evalué la induccién de
muerte apoptética de ambos compuestos en las tres lineas celulares.
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Induccion de muerte por apoptosis en células tumorales

Con el fin de dilucidar si los compuestos fendlicos HT y AZ-269 son capaces de
inducir una muerte apoptética, en cultivos de células tumorales de mama (MDA-MB-
231), préstata (PC-3) y pulmon (SK-LU-1) tratadas con las Clso correspondientes
para ambos compuestos, se evalud por medio de microscopia 6ptica la morfologia
celular, asi como la compactacion de cromatina mediante la tincion con DAPI'y con

ayuda de un microscopio de epifluorescencia.

En las microfotografias de contraste de fases se pueden apreciar que las células
tratadas exhiben una serie de caracteristicas comunes de la apoptosis como son: la
contraccion celular, formacién de protrusiones en la membrana plasmética
(blebbing). Con ayuda de la tincion con DAPI se puede apreciar la condensacion

nuclear y fragmentacion del ADN (Figuras 10, 11y 12).

Para corroborar la induccion de muerte por apoptosis se realizd la deteccion y
cuantificacion de la caspasa-3 activa (una caspasa ejecutora), el aumento de esta
sirve como marcador bioquimico de la apoptosis. La caspasa-3 activa se evalu6 por

medio de inmunodeteccion y cuantificacion por citometria de flujo (Figuras 13 y 14).

46



MDA-MB-231

Control AZ-269 Colchicina

Contraste de Fases

DAPI

Figura 10. Micrografias de la linea celular MDA-MB-231 en las diferentes condiciones evaluadas: Control negativo (células con medio de
cultivo), Vehiculo (concentracién de Me-OH empleada para disolver las Clsp), los tratamientos con HT y AZ-269 con la concentracion Clsg
correspondiente y Control positivo (células con 1ug/mL de colchicina) tratadas por 24 horas. En las imagenes superiores se puede apreciar
la morfologia celular sin tincion alguna; en las imagenes inferiores se muestran los nucleos tefiidos con DAPI en color azul. Las flechas
negras, sefialan células con un cambio morfolégico (células esféricas y con algunas protrusiones de la membrana plasmaética); las flechas
blancas sefialan condensacion de cromatina.
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PC-3

Control Colchicina

Contraste de Fases

DAPI

Figura 11. Micrografias de la linea celular PC-3 en las diferentes condiciones evaluadas: Control negativo (células con medio de cultivo),
Vehiculo (concentracion de Me-OH empleada para disolver las Clsp), los tratamientos con HT y AZ-269 con la concentracion Clsg
correspondiente y Control positivo (células con 1ug/mL de colchicina) tratadas por 24 horas. En las imagenes superiores se puede apreciar
la morfologia celular sin tincion alguna; en las imagenes inferiores se muestran los nucleos teflidos con DAPI en color azul. Las flechas
negras, sefialan células con cambio morfolégico (células esféricas y con algunas protrusiones de la membrana plasmatica); las flechas
blancas sefialan condensacion de cromatina.
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SK-LU-1

Control Me-OH Colchicina

Contraste de Fases

DAPI

Figura 12. Micrografias de la linea celular SK-LU-1 en las diferentes condiciones evaluadas: Control negativo (células con medio de cultivo),
Vehiculo (concentracion de Me-OH empleada para disolver las Clsp), los tratamientos con HT y AZ-269 con la concentracion Clsg
correspondiente y Control positivo (células con 1ug/mL de colchicina) tratadas por 24 horas. En las imagenes superiores se puede apreciar
la morfologia celular sin tincion alguna; en las imagenes inferiores se muestran los nucleos tefiidos con DAPI en color azul. Las flechas
negras, sefialan células con cambio morfoldgico (células pequefias, esféricas y con algunas protrusiones de la membrana plasmatica); las
flechas blancas sefialan condensacion de cromatina.
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Figura 13. Efecto del compuesto HT sobre la induccion de muerte por apoptosis en las
lineas MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1. El poligono marcado indica las células con
aumento de caspasa-3 activa.
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Figura 14. Efecto del compuesto AZ-269 sobre la induccion de muerte por apoptosis en
las lineas MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1. El poligono marcado indica las células con
aumento de caspasa-3 activa.
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% de Caspasa-3 activa

Linea celular
MDA-MB-231 PC-3 SK-LU-1
0

U
AZ-269 1.27 0.00 10.67

Tabla 3. Porcentaje de incremento en la deteccion de caspasa-3 activa.

Los resultados mostrados en la Tabla 3 indican el porcentaje de caspasa-3 activa,
para el con el compuesto HT fue de 5.32% para MDA-MB-231, de 3.85% para PC-
3y 12.09% para SK-LU-1, en comparacion el porcentaje generado por el compuesto
AZ-269 fue de 1.27%, 0.00% y 10.67% respectivamente.

Los compuestos HT y AZ-269 inducen un aumento de alrededor del 10% en los
niveles de caspasa-3 activa para SK-LU-1 mientras que en el resto de las lineas

celulares exhibe una menor cantidad.
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Evaluacion del HT y AZ-269 sobre la proliferacion de linfocitos de sangre
periférica

Una vez establecida la induccion de muerte necrdtica o apoptética de los
compuestos fendlicos HT y AZ-269 en células tumorales, se procedio a evaluar si
éstos afectan de forma diferencial a células no tumorales, para ello linfocitos
humanos procedentes de sangre periférica fueron marcados con CFSE, se trataron
con las concentraciones correspondientes a las Clso obtenidas para cada
compuesto y se cuantifico el efecto en el potencial proliferativo por citometria de
flujo (Figura 15y 16).
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Figura 15. Efecto del HT sobre el potencial proliferativo de células linfociticas de sangre
periférica humana. El poligono marcado indica las células en proliferacion.
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Figura 16. Efecto del AZ-269 sobre el potencial proliferativo de células linfociticas de
sangre periférica humana. El poligono marcado indica las células en proliferacion.
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% de proliferacion
Control (-) 2.71 3.79
Control (+) 100.00 100.00
Me-OH 96.70 107.12

Clso MDA-MB-231 60.27 SIS
Clso PC-3 57.74 4.22

Clso SK-LU-1 77.33 8.09

Tabla 4. Porcentaje de proliferacion de las células linfociticas tratadas con las Clso de
ambos compuestos determinadas para cada linea celular. El porcentaje de proliferacion
se determin6 considerando como pardmetro comparativo las células en proliferacion
del control positivo.

Induccidn de muerte por necrosis en linfocitos humanos
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Figura 17. Evaluacion de la muerte necrotica inducida por los compuestos HT y AZ-269
en células linfociticas humanas. ANDEVA seguida de una prueba de Tukey: (*p<0.05
vs. Control).

Los resultados mostrados Tabla 4 y Figura 17 establecen que ambos compuestos
afectan el potencial proliferativo de las células linfociticas sin inducir en ellas muerte

por necrosis.
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DISCUSION

El cancer, hoy en dia es considerado como uno de los problemas de salud publica
de mayor relevancia tanto a nivel mundial como en el pais, segun datos de
GLOBOCAN en el 2012. Solo en México el cancer de mama ocupa el primer lugar
en incidencia en mujeres, el cancer de prostata ocupa el primer lugar en incidencia
en hombres y finalmente el cancer de pulmoén ocupa el segundo lugar en incidencia
en hombres y el séptimo en mujeres, sin embargo, éste posee una mortalidad muy
elevada (alrededor del 90%), en este panorama la busqueda de formas para la

resolucion de este problema es una prioridad para el pais.

Actualmente investigadores alrededor del mundo han explorado formas de combatir
el cancer, ya sea descubriendo o caracterizando compuestos de origen natural
mediante nuevas sintesis que posean actividad antiproliferativa e inductora de
muerte, de tal manera que puedan ser empleados como tratamientos. En este
ambito, se ha reportado que el aceite de olivo o fracciones de este extracto, poseen
propiedades antiinflamatorias, antimicoéticas, bactericidas y antitumorales; atribuidas
a compuestos fendlicos, entre los cuales se encuentra la oleuropeina y el
hidroxitirosol (Tripoli et al., 2005; Fernandez-Bolafos et al., 2012). Por otro lado, los
aminoacidos se han empleado en procesos de sintesis de compuestos novedosos

con potencial uso en diversas areas.

En ese sentido al evaluar el péptido fenélico AZ-269, al cual se le afiadieron residuos
de cisteina, encontramos que para disminuir en un 50% la proliferacién en células
tumorales MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1, se requieren concentraciones de 462.33,
195.90, 123.68 uM respectivamente. Mientras que para el compuesto HT se
requieren concentraciones de 97.95, 181.62 y 183.57 uM para MDA-MB-231, PC-3

y SK-LU-1 respectivamente.

Con lo anterior se infiere que el cambio estructural realizado al AZ-269 no mejora
su actividad antiproliferativa en las lineas celulares MDA-MB-231 y PC-3,

requiriendo mayor concentracion para abatir en un 50% la proliferacion, no asi para
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la linea celular SK-LU-1 en donde es requiere una concentracion menor del

compuesto AZ-269 en comparacion con HT.

Cabe destacar que la linea celular MDA-MB-231 ha sido empleada como modelo
celular de triple negativo; este tipo de cancer es de dificil deteccion y mal pronéstico,
debido a que es sumamente agresivo y presenta una respuesta parcial a la
quimioterapia (Podo et al., 2010). Sin embargo, la Clso obtenida por el compuesto
HT en esta linea celular, es la mas baja, siendo necesario casi 5 veces mas del

compuesto AZ-269 para tener el mismo efecto.

Rangel (2015) para el compuesto AZ-269 reporto Clso de 250 a 290uM en lineas
celulares de CaCu, en contraste, este estudio encontrd Clso inferiores para lineas
tumorales de prostata (PC-3) y pulmédn (SK-LU-1) (195.90 y 123.68uM
respectivamente), y mayores para la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231
(462.33uM).

Una de las caracteristicas que se busca en los compuestos con potencial
antitumoral, independientemente de la dosis que se requiera para obtener una Clso,
es la baja actividad necroética que pudiera inducir en las células tumorales, por lo
cual, durante la evaluacion de la actividad necrética de ambos compuestos, se
encontré que el HT induce la liberacién de LDH Unicamente en la linea de cancer
de pulmén (SK-LU-1), por lo cual se deduce que el compuesto induce una muerte
de tipo necradtica, no asi en las lineas tumorales de mama (MDA-MB-231) y prostata
(PC-3).

Los cultivos celulares de MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-1 tratados con el derivado
sintético AZ-269 presentan una actividad de LDH significativa, por lo cual se deduce
la induccidn de una muerte de tipo necrotica; cabe resaltar que en el caso de la linea

celular SK-LU-1, este resultado es menor en comparacion con el obtenido para HT.

En la evaluacién de muerte por apoptosis se encontré que ambos compuestos (HT
y AZ-269) inducen un aumento de alrededor del 10% en los niveles de caspasa-3
activa a las 24 horas para SK-LU-1 mientras que el resto de las lineas celulares
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exhiben una menor cantidad. No obstante, las imagenes obtenidas por microscopia
muestran una marcada morfologia apoptética en las células tratadas con el
compuesto AZ-269 lo que no se refleja en la deteccion de la caspasa-3 activa por lo
que surge la posibilidad de que se esté llevando a cabo la ruta apoptética
independiente de caspasas (Wang & Youle, 2009; Kroemer et al., 2009) o que esta
caspasa no se encuentra participando en la induccién de muerte en estos tipos

celulares.

Con la finalidad de determinar algun tipo de selectividad de los compuestos se
evaluo su actividad sobre el potencial proliferativo de linfocitos humanos tratados
con las Clso obtenidas, se encontré que el compuesto HT permite un porcentaje de
proliferacion entre 57.74% y 77.33%, en comparacion con el AZ-269, el cual solo
permitié un 8.09%, como porcentaje maximo de proliferacién y un minimo de 5.13%,
resultado equiparable con el control negativo a proliferacion ocupado en los
ensayos, lo que indica que la modificacion con aminoacidos realizada al HT, afecta

fuertemente la proliferacién de linfocitos.

Las pruebas de actividad de LDH en los sobrenadantes de los cultivos de linfocitos
tratados no muestran una induccion de muerte por necrosis de ambos compuestos,
es probable que el compuesto AZ-269 afecte la proliferacion de los linfocitos
modulando la progresion del ciclo celular. Se ha reportado esta capacidad de
algunos componentes fendlicos (Fabiani et al., 2006; Sirianni et al., 2010; Vilaplana-
Pérez, 2014), sin embargo, es necesario realizar las evaluaciones correspondientes

para aseverar esta suposicion.

De forma independiente se ha generado un compuesto disulfuro a partir del
Hidroxitirosol (Figura 18) y ha mostrado poseer actividad antiproliferativa e inductora
de apoptosis en un modelo in vitro de leucemia quimioresistente (HL60R) (Sepporta
et al., 2013).

Compuestos con estructura similar al AZ-269 como el acido nordihidroguaiarético,

también llamado masoprocol (Figura 18), es un antioxidante que posee actividades,
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antiinflamatorias y antineoplasicas, que se ha empleado en el tratamiento topico en

lesiones cutaneas precancerosas como la queratosis actinica (NCBI, 2016a).

Un derivado sintético del masoprocol es el terameprocol (Figura 18), el cual es un
inhibidor de la transcripcién, brinddndole caracteristicas antiangiogenicas y
antiproliferativas (NCBI, 2016b). El terameprocol ha sido empleado en ensayos
clinicos con pacientes que presentan leucemias avanzadas, concluyendo que
puede administrarse con seguridad observando actividad clinica y la modulacion de

los biomarcadores (Tibes et al., 2015).

En sentido tal que por las caracteristicas estructurales y biologicas que presenta el
compuesto AZ-269 es un candidato idéneo para determinar su actividad biolégica

en leucemias y linfomas.

HO HO
OH OH
: @
A ®
HO HO
OH OH
Derivado disulfuro del HT Acido nordihidroguaiarético
~o
O SN

\oi
0

~ Terameprocol

Figura 18. Estructuras similares al compuesto AZ-269. Tomado de: Sepporta et al.,
2013; NCBI, 2016a; NCBI 2016b.
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CONCLUSIONES

El compuesto HT posee mejor actividad antiproliferativa en lineas celulares de
cancer de mama y prostata, sin inducir muerte por necrosis en comparacion con el
AZ-269.

El compuesto AZ-269 posee mejor actividad antiproliferativa en la linea de cancer
pulmonar, ademas de inducir una muerte por necrosis menor en comparacion con
el HT.

Los compuestos HT y AZ-269 generan una morfologia apoptoética acompafiada de
la compactacion de cromatina en las lineas celulares MDA-MB-231, PC-3 y SK-LU-
1, indicando una induccién de muerte por apoptosis, mostrando un incremento en

la deteccion de la caspasa-3-activa solo en la linea celular SK-LU-1

El compuesto HT afecta en menor medida el potencial proliferativo de linfocitos
humanos, en comparacion con el AZ-269, ambos sin inducir una muerte por

necrosis.
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APENDICE

Medio RPMI-1640

Composicion del medio Roswell Park Memorial Institute, este fue suplementado con

2.00 g de bicarbonato de sodio por litro.

Componentes

Sales inorgdnicas
Nitrato de Calcioe4 H20
Sulfato de Magnesio
(Anhidrido)
Cloruro de Potasio
Cloruro de Sodio
Fosfato de Sodio Dibasico
(Anhidrido)

Aminodcidos
L-Arginina
L-Asparagina (Anhidrido)
L-Acido Aspartico
L-Cistinee2HCI
L-Acido Glutamico
L-Glutamina
Glicina
L-Histidina
Hidroxi-L-Prolina
L-Isoleucina
L-Leucina
L-LisinaeHCI
L-Metionina

Medio D-MEM

Composicion del medio Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium,

g/L
0.1

0.04884
0.4
6.0

0.8

0.2
0.05
0.02
0.0652
0.02
0.3
0.01
0.015
0.02
0.05
0.05
0.04
0.015

L-Fenilalanina
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina®2Nae2 H20
L-Valina

Vitaminas
Biotina
Cloruro de Colina
Acido Félico
myo-Inositol
Niacinamida
D-Acido Pantoténico
Acido p-aminobenzoico
PiridoxinaeHClI
Riboflavina
TiaminaeHCI
Vitamina B12

Otros
Glutatiéon (Reducido)
Rojo de FenoleNa

suplementado con 3.70 g de bicarbonato de sodio por litro.

Componentes
Sales Inorganicas

g/L

Cloruro de calcico(Anhidrido) 0.2

Nitrato Ferricoe9H20
Sulfato de Magnesio
(Anhidrido)
Cloruro de Potasio
Cloruro de Sodio
Fosfato Monobdsico Sodio
(Anhidrido)

Aminoacidos

0.0001
0.09767
0.4

6.4

0.109

L-ArgininaeHCI
L-Cistina®2HCI
L-Glutamine
Glicina
L-HistidinaeHCle H20
L-Isoleucina
L-Leucina
L-LisinaeHCI
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Serina

0.015
0.02
0.03
0.02
0.005
0.02883
0.02

0.0002
0.003
0.001
0.035
0.001
0.00025
0.001
0.001
0.0002
0.001
0.000005

0.001
0.0053

este fue

0.084
0.0626
0.584
0.03
0.042
0.105
0.105
0.146
0.03
0.066
0.042
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L-Treonina
L-Triptéfano
L-Tirosina 2Nae2H20
L-Valina

Vitaminas
Cloruro de Colina
Acido Félico
myo-Inositol

Verseno

0.095
0.016
0.10379
0.094

0.004
0.004
0.0072

Niacinamida
D-Acido Pantoténico
PiridoxinaeHClI
Riboflavina
TiaminaeHCI

Otros
Glucosa
Rojo de FenoleNa

0.004
0.004
0.004
0.0004
0.004

4.5
0.0159

Esta solucion se emplea para despegar las células tumorales adherentes y funciona
como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones

celulares. Para su preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

Tris base (Sigma, U.S.A)

Cloruro de sodio (Sigma, U.S.A)
Cloruro de potasio (Sigma, U.S.A)

Etilen —diamen-tetra-acético(EDTA) (Sigma, U.S.A)

3.04g
8.00g
0.04g
0.40g

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada, que ajusta al pH a 7.7
con HCL 1My se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por
medio de autoclave a 1.20Kg/cm? de presién durante 20 min. Se almacena a 4 °C.

Amortiguador salino de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiol6gicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de
fosfato. Los componentes se diluyen en un volumen final de 1 L en agua bidestilada.

Cloruro de magnesio (Sigma, U.S.A)
Cloruro de calcio (Sigma, U.S.A)
Cloruro de sodio (Sigma, U.S.A)
Cloruro de potasio (Sigma, U.S.A)

Fosfato monoacido de sodio (Sigma, U.S.A)

Fosfato diacido de potasio (Sigma, U.S.A)

0.10g
0.10g
8.00g
0.20g
2.169
0.20g

El cloruro de magnesio y cloruro de calcio se disuelve en 100 mL de agua
bidestilada. Las sales restantes, por separado se diluyen en 800 mL de agua
bidestilada y después se mezclan ambas soluciones. Se ajusta el pH a 7.2 utilizando
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HCI 1M y se afora a 1000 mL. Se esteriliza usando filtro (Millipore) de poro de 0.22
pum y se almacena a 4 °C.

Glutaraldehido

A 1.57 mL de glutaraldehido (70 % v/v) se le agrega 98.43mL de agua bidestilada,
Se almacena a 4°C.

Solucion de dcido acético (10 %)

A 10 mL de acido acético glacial (J. T. Baker, MEX) se le agrega 90 mL de agua
bidestilada.

Solucion cristal violeta (0.1 %)

Para prepara 500mL de cristal violeta en una concentracion 0.1 % se requiere
previamente prepara una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM con un
pH=6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye muy bien y por Gltimo
se filtra usando papel Whatman nim. 2. Se almacena a temperatura ambiente.

Cloruro de potasio (Sigma, U.S.A) 3.969
Acido férmico (Sigma, U.S.A) 4.28mL
Cristal violeta (Sigma, U.S.A) 1.00g

Solucion de paraformaldehido (2 %)

Se emplea como solucion fijadora, mediante la formacion de enlaces cruzados,
manteniendo la morfologia celular. Para la preparacion de 100 mL se pesan 2.00 g
de paraformaldehido (Sigma, U.S.A) y se disuelve en PBS en bafio maria sin que la
temperatura rebase los 60 °C. Se almacena a 4 °C.

Desactivacion de suero fetal bovino (SFB) o Suero de Ternera Neonata (STN)

El SFB o STN es descongelado a temperatura ambiente, posteriormente es puesto
a bafo de agua a 56 °C durante 30 minutos. Posteriormente se preparan alicuotas
de 50 mL en tubos conicos de plastico para su mejor manipulacion.
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