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RESUMEN

Exordio

Los triterpenos tetracíclicos son un grupo de metabolitos secundarios aislados de

plantas, algunos de ellos han mostrado potencial terapéutico como agentes

antitumorales. La literatura muestra evidencias de que algunos tipos estructurales

de triterpenos, en particular los del tipo ursano, inhiben la proliferación de células

tumorales humanas y el crecimiento tumoral in vivo. Las plantas medicinales, por

ejemplo; Amphipterygium adstringens conocido comúnmente como cuachalalate,

resultan en una fuente importante de triterpenos como los ácidos masticadienónico

(AMD) y 3α-OH masticadienoico (3α-OH AMD). Los antecedentes indican que

AMD y 3α-OH AMD son agentes antiinflamatorios e inhibidores de la proliferación

de algunas líneas de cáncer humano, tales como: HCT-15 (colon), MCF-7 (mama),

U-251 (sistema nervioso central), PC-3 (prostata), K-562 (leucemia), HeLa (cérvix),

HepG2 (hígado) y A-431 (carcinoma epidermoide). No obstante, a pesar de las

investigaciones que se han realizado sobre las propiedades antitumorales de

dichas moléculas se desconoce su actividad antitumoral in vivo, así como sus

blancos moleculares. Así, se decidió evaluar los triterpenos AMD y 3α-OH AMD,

como agentes antitumorales in vivo, por medio de técnicas inmunohistoquímicas

en los tejidos tumorales de ratones tratados con estos triterpenos.

Materiales y métodos

Inicialmente se aislaron los ácidos AMD y 3α-OH AMD de los extractos orgánicos

de la corteza de A. adstringens. Posteriormente, se determinó la dosis letal media

(DL50) de los ácidos de prueba por el método de Lorke. El efecto antitumoral in

vivo se demostró en un modelo murino de xenotrasplantes de células PC-3 y

MDA-MB-231 en ratones de la cepa nu/nu. Los ratones fueron inoculados con 3 x

106 células PC-3 o 5 x 106 MDA-MB 231, respectivamente, en el zona escapular

derecha. Una vez que los tumores alcanzaron un tamaño promedio de 50 mm3, los

ratones recibieron tratamiento con AMD, 3-OH AMD o los fármacos de referencia
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(cisplatino o doxorubicina, correspondientemente). Después del tratamiento, se

realizó el análisis comparativo del peso corporal y los efectos tóxicos de los

compuestos de prueba a nivel hematológico, hepático y renal en muestras de

sangre periférica.

Por otro lado, ensayos de inmunohistoquímica se utilizaron para evaluar el

decremento en la expresión del antígeno nuclear de células en proliferación

(PCNA) y Ki67 inducido por AMD y 3α-OH AMD. El ensayo de marcado de corte

final de la desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL) se realizó para

demostrar la fragmentación del ADN.

Finalmente, se analizó el efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la

maduración de células dendríticas derivadas de médula ósea (MOCDs). Las

células de la médula ósea se inocularon en medio RPMI-1640 y se diferenciaron

con 20% de sobrenadante de un cultivo de células CHO-K1 (CRL-9618), el cual

contiene aproximadamente 20 U/L del factor de crecimiento  de  granulocitos  y

macrófagos (GM-SCF). Para conocer el grado de maduración de las células se

marcaron con anticuerpos anti-CD40, anti-CD80 y anti-CD86 y se determinaron las

células positivas así como la intensidad de fluorescencia por citometría de flujo.

Resultados

El tratamiento con los ácidos tirucálicos AMD y 3α-OH AMD, inhibió la proliferación

de las células PC-3 y MDA-MB 231 in vitro y el crecimiento tumoral tanto de

xenotrasplantes de carcinoma prostático como de glándula mamaria.

Adicionalmente, el efecto antiproliferativo de los ácidos se demostró por un

decremento significativo en el número de células positivas a PCNA y Ki67. La

fragmentación del ADN fue una evidencia de la muerte celular por apoptosis,

inducida por los ácidos AMD y 3α-OH AMD.

Asimismo, los triterpenos mostraron un perfil de menor toxicidad que los fármacos

de referencia, doxorubicina y cisplatino. La evaluación de los datos de toxicidad

preclínica sistémica indicó que los triterpenos AMD y 3α-OH AMD, a las dosis de

ministradas, no indujeron algún cambio significativo en las enzimas hepáticas y los
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parámetros renales tales como, el nitrógeno ureico en sangre y la creatinina.

Además, las cuentas totales de los parámetros hematológicos, leucocitos,

linfocitos y eritrocitos no mostraron cambios en los grupos tratados con los

triterpenos.

Es de notar que, en células dendríticas (CD) el AMD indujo incremento en la

expresión de las moléculas CD40 y CD80 mientras que 3α-OH AMD además

incrementó CD86, lo que sugiere que el 3α-OH AMD es más efectivo como agente

de maduración de CD.

Conclusiones

En conjunto estos resultados sugieren que el mecanismo antitumoral de los ácidos

masticadienónico y 3α-OH masticadienoico involucra más de un blanco molecular

relacionado con vías de proliferación celular y apoptosis, en un contexto de

inmunosupresión y cáncer. Mientras que, los ácidos AMD y 3α-OH AMD como

agentes de la maduración de CD, podrían favorecer la presentación de antígenos

tumorales.

Una de las ventajas de dichos compuestos como agentes antitumorales es su baja

toxicidad comparados con los fármacos citotóxicos, cisplatino y doxorubicina.
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ABSTRACT

Exordium

Tetracyclic triterpenes are a group of secondary metabolites isolated from plants,

some of them have shown therapeutic potential as antitumor agents. Literature

shows evidence that some structural types of triterpene, outstanding, those of

ursane-type, inhibit the proliferation of human tumor cells and tumor growth in vivo.

Medicinal plants, for example Amphipterygium adstringens popular known as

cuachalalate, is an important source of triterpenes, such as masticadienonic acid

(MDA) and 3α-OH MDA (3α-OH MDA). Literature background indicates that, MDA

and 3α-OH MDA are anti-inflammatory agents and inhibitors of the proliferation in

some human cancer cell lines, such as: HCT-15 (colon), MCF-7 (breast), U-251

(central nervous system) , PC-3 (prostate), K-562 (leukemia), HeLa (cervix),

HepG2 (liver) and A-431 (epodermoid carcinoma). Despite the investigations that

have been carried out on the antitumor properties of these molecules, their

antitumor activity in vivo is unknown, as well as their molecular targets also.

Considering the above, we decided to evaluate MDA and 3α-OH MDA as antitumor

agents in vivo, as well as perform histochemical evaluations of the tumor tissues

treated with these triterpenes.

Materials and methods

Initially MDA and 3α-OH MDA acids were isolated from the organic extracts of the

bark from A. adstringens. The acute toxicity assay was performed in 6- to 8-week-

old CD-1 female mice. The three mice groups were treated with 10, 100 and 1000

mg/kg of MDA or 3α-OH MDA, and the lethal dose 50 (LD50) was determined by

the Lorke method.

The effect on tumor growth in breast and prostate cancer xenografts in vivo, was

determined in a mouse cancer xenograft model. The mice were implanted with 3 x

106 PC-3 or 5 x 106 MDA-MB 231 cells respectively. The cells were inoculated
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subcutaously on the right flank. Once the tumors reached a mean size of 50 mm3

the mice were treated with MDA, 3α-OH MDA or the reference drugs (cisplatin or

doxorubicin correspondingly).

After treatment it was done, the comparative analysis of the body weight and the

toxic effects between treated and control groups at hematological, hepatic and

renal levels in blood serum samples was performed.

In addition, immunohistochemical assays were used to evaluate the decrease in

the expression of the nuclear antigen of cells in proliferation (PCNA) and the Ki-67

induced by MDA and 3α-OH MDA. Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP

nick end labeling (TUNEL) assay was performed to demonstrate DNA

fragmentation in tumor tissues.

Finally, the effect of triterpenes on differentiation of dendritic cells derived from

bone marrow was analyzed. The bone marrow cells were inoculated in RPMI-1640

medium and differentiated with 20% supernatant from a culture of CHO-K1 cells

(CRL-9618), which contains approximately 20 U/L of granulocyte and macrophage

growth factor (GM-SCF). To determine the degree of maturation of the cells, they

were labeled with antibodies anti-CD40, anti-CD80 and anti-CD86 antibodies, the

positive cells and fluorescence intensity were determined by flow cytometry.

Results

The treatment with the tirucallic acids MDA and 3α-OH MDA inhibited the

proliferation of PC-3 and MDA-MB 231 cells, and the tumor growth in prostate and

breast cancer xenografts.

Additionally, the antiproliferative effect of MDA and 3α-OH MDA in tumor tissues

was demonstrated by a significant decrement in the number of Ki67-positive cells

and PCNA-positive cells. The DNA fragmentation induced by tirucallanes was an

evidence of apoptotic cell death.

The triterpenes showed a lower toxicity profile than the reference drugs, cisplatin

and doxorubicin. The evaluation of the preclinical data for systemic toxicity
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indicated that both, MDA and 3α-OH MDA at the administered doses did not

produce any significant change in the levels of serum hepatic enzymes and renal

parameters such as blood urea nitrogen and creatinine. Furthermore,

hematological parameters including leukocyte, eritrocytes, and lymphocyte counts

did not change in the groups treated with the triterpenes.

Interestingly, MDA induced an increase in the expression of CD40 and CD80

molecules while 3α-OH MDA in addition for CD86, which suggests that 3α-OH

MDA is more effective as a maturing agent of dendritic cells.

Conclusions

Our results suggest that, the antitumor mechanism of masticadienonic and 3α-OH

masticadienoic acids, involves more than one molecular target related to

proliferation and apoptosis pathways, in a context of immunosuppression and

cancer. While, the MDA and 3α-OH MDA as maturing agents of dendritic cells,

could favor the presentation of tumor antigens.

One of the advantages of these compounds as antitumor agents is their low toxicity

compared with the cytotoxic drugs, cisplatin, and doxorubicin.
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Cáncer

El término cáncer se refiere a un grupo de más de un centenar de enfermedades,

que se caracterizan por seis alteraciones esenciales en la fisiología celular, que

son la autosuficiencia en las señales de crecimiento, alteraciones en las señales

de inhibición del crecimiento, evasión del programa de muerte celular, potencial de

replicación ilimitado, angiogénesis sostenida, invasión y metástasis del tejido

(Hanahan, 2011).

1.2 Epidemiología

De acuerdo con la carga global de enfermedades (GBD), en 2015, se informó de

17.5 millones de nuevos casos y 8.7 millones de muertes por cáncer.

En México, de 1990 a 2013, se investigó la incidencia y mortalidad de 28 tipos de

cáncer tanto por nivel socioeconómico, como por grupos de edad y género. Los

datos mostraron una tendencia decreciente para algunos tipos de cáncer, como el

de pulmón y el cervicouterino, mientras que, en los cánceres de próstata, mama,

estómago, colon e hígado se observó un incremento tanto en la incidencia como

en la mortalidad (Gómez, 2015). Las estadísticas de mortalidad indican que el

cáncer de mama es uno de los tipos de cáncer que causa más muertes en

mujeres a nivel mundial, de la misma forma el cáncer de próstata es uno de los

tipos de cáncer que causa más muertes en hombres. Además, la tasa de

incidencia estandarizada por edad, por cada 100,000 habitantes indica que en

nuestro país el cáncer de mama (35.5) y el de próstata (23.6) son los de mayor

incidencia (Siegel, 2016).
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1.3 Factores de riesgo para cáncer de mama y próstata

Se conoce que, no existe solamente un factor determinante para el desarrollo de

cáncer, es la combinación del estilo de vida y factores genéticos, químicos y/o

físicos. Así, para el cáncer de glándula mamaria se ha propuesto que la exposición

a la radiación usada en la mamografía, la falta de actividad física, una dieta rica en

grasas, el consumo de alcohol (etanol) y el consumo de fármacos hormonales

pueden favorecer su desarrollo (Wei, 2010).

Además, las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 predisponen

notablemente al desarrollo del cáncer de mama (Walsh, 2016).

En relación al cáncer de próstata, se conoce que la edad es uno de los factores

más importantes que contribuyen al desarrollo de la enfermedad,

aproximadamente el 85% de los casos se diagnostican después de los 65 años de

edad. La incidencia del cáncer de próstata muestra diferencias entre distintas

poblaciones étnicas y países, las tasas más bajas (1.9 casos nuevos por cada

100, 000 habitantes) se han encontrado en países de Asia, específicamente

China, India y Japón. En contraste, las tasas mayores se han observado en

Estados Unidos de América, en la población afroamericana se han documentado

272 casos nuevos por cada 100, 000 habitantes por año. Adicionalmente, se

observa un cambio importante de la incidencia y mortalidad respecto a la variación

geográfica, por ejemplo, las poblaciones caucásicas nativas presentan mayor

indicencia y mortalidad por cáncer de próstata que las poblaciones inmigrantes

(Cuzick, 2014). Además, la historia familiar ha mostrado que hay un componente

hereditario que aumenta el riesgo de padecer la enfermedad, los hombres que

presentan un paciente de primer grado con cáncer de próstata tienen mayor riesgo

relativo de padecer cáncer de próstata, comparados con aquellos cuya relación

hereditaria es secundaria. Aunado a lo anterior, se han reportado algunas

mutaciones raras, como BRCA1, OGG1, y CHEK2 las cuales incrementan el

riesgo de desarrollo del cáncer de próstata (Patel, 2009).
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1.4 Estrategias de tratamiento para el cáncer

Las opciones de tratamiento en la mayoría de los tumores son la cirugía, la

radioterapia y la quimioterapia (Sociedad Americana del Cáncer “ACS”, 2016).

Desde un enfoque molecular, los tratamientos antitumorales se han dirigido hacia

los blancos de las características o “Hallmarks” del cáncer (figura 1).

Inhibidores de
las CDKs

Activación inmune
por el anti-CTLA-4

Inhibidores de la
telomerasa

Anti-inflamatorios
selectivos

Inhibidores del
c-Met HGF

Inhibidores de
VEGF

Inhibidores de la
proteína PARP

Proapoptóticos
miméticos de BH3

Inhibidores de la
glicólisis
anaerobia

Inhibidores de
EGFR

Replicación
celular

ilimitada

Evasión del
sistema inmune

Evasión de los
supresores del

crecimiento

Señalización de
proliferación

contínua

Alteraciones del
metabolismo

energético

Evasión
de la

apoptosis

Inestabilidad
genómica y
mutaciones

Inducción de
angiogénesis

Activación de la
invasión y metástasis

Inflamación
promotora del tumor

Figura 1. Blancos terapéuticos del cáncer descritos por Hanahan y Weinberg en 2011. En las

figuras de colores, se observan los inhibidores que interfieren con cada una de las capacidades

adquiridas, necesarias para el crecimiento y la progresión tumoral. Los vectores en color negro

indican su respectivo blanco molecular.

1.5 La quimioterapia antitumoral

Una de las estrategias empleadas en el tratamiento de la enfermedad es el uso de

la quimioterapia, que inició en el siglo XX (Neidle, 2005). En las primeras cuatro

décadas de este siglo, las investigaciones se enfocaron al desarrollo de modelos
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que permitieran estudiar sustancias con posible actividad contra ciertos tipos de

cáncer humano. Por ejemplo los estudios realizados por Louis S. Goodman y

Alfred G. Gilman, en 1943, al tratar con mostazas de nitrógeno ratones con

trasplantes de linfoma, observaron regresión tumoral. Después de los estudios

preclínicos, se ministraron mostazas de nitrógeno a pacientes con linfoma no

Hodking’s, resultando en una regresión tumoral incompleta y remisión parcial de

los tumores humanos (DeVita, 2008). Los hallazgos anteriores, condujeron a la

síntesis de varios agentes alquilantes como el clorambucilo y ciclofosfamida, cuyo

mecanismo propuesto es su unión covalente al ADN, produciendo

entrecruzamientos intracatenarios (entre la misma cadena) e intercatenarios (en

cadenas diferentes) en las células tumorales (Chabner, 2005).

Posteriormente, en el año 1948, se sintetizaron una serie de antimetabolitos,

inhibidores de la síntesis del ADN tales como los antifolatos, análogos de las

bases puricas y pirimídicas (Tiwari, 2012).

En 1951, se desarrollaron las mercaptopurinas, que requieren ser activadas

intracelularmente por la enzima hipoxantina guanina fosforibosiltranferasa

(HGPRT) para ejercer su efecto citotóxico, mediante un efecto antimetabolito e

inducción de apoptosis (Cara, 2004). En cáncer, las mercaptopurinas se han

usado en pacientes pediátricos con leucemia linfoblástica aguda (Lennard, 1989).

A finales de la década de los cincuenta, se iniciaron los estudios con las

antraciclinas, fármacos que interaccionan con el ADN intercalándose o induciendo

rompimiento de las cadenas, además se ha demostrado que dichas antraciclinas

inhiben la topoisomerasa II y por lo tanto impiden la replicación del ADN (Simůnek,

2009). Dentro de estos agentes citotóxicos destacan la doxorubicina y

daunorubicina. La primera ampliamente usada en el tratamiento de los tumores

sólidos (glándula mamaria), sarcomas y linfomas. Mientras que, la daunorubicina

se usa en el tratamiento de leucemia mieloblástica o linfoblástica aguda (Minotti,

2004).
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De la misma forma, en la década de 1950’s se descubrieron los alcaloides de la

vinca (vinblastina, vincristina y vinorelbina), metabolitos de origen vegetal, aislados

de la especie Catharanthus roseus. El mecanismo de acción de estos alcaloides,

consiste en incidir sobre el ciclo celular inhibiendo la polimerización de los

microtúbulos, a través de la unión a la subunidad β de la tubulina, cerca del sitio

de unión al trifosfato de guanosina (GTP) (Moudi, 2013). Los alcaloides de la

vinca, se han aplicado en estrategias de terapia combinatoria para algunos

tumores sólidos, tales como neuroblastoma, nefroblastoma, sarcoma de Ewing y

mieloma múltiple (Ehrhardt, 2013).

Son de notar los hallazgos obtenidos en 1960, cuando se descubrió el principio

activo de Taxus brevifolia. El taxol, es un terpenoide que se emplea hasta la fecha,

para el tratamiento de varios tumores sólidos como los de mama, ovario y

próstata. El mecanismo de acción del taxol se descubrió hasta 1980, cuando se

demostró que se une al sitio C terminal, de la subunidad β de la tubulina y tiende a

estabilizar la red de dicha proteína inhibiendo la despolimerización de los

microtúbulos (Stanton, 2012).

Los dos ejemplos anteriores, son fármacos antitumorales aislados de especies

vegetales con aplicación clínica en el tratamiento contra el cáncer.

Posteriormente, con el conocimiento de la biología del cáncer se investigaron las

terapias dirigidas hacia los blancos de la señalización celular; entre los fármacos

diseñados para este fin, se encuentran los inhibidores de las tirosinas cinasas, las

pequeñas moléculas inhibidoras (SMIs), por ejemplo el Imatinib (Gleevec), que fue

aprobado en 2001 para el tratamiento de la leucemia mieloide crónica (Levitzki,

2010). Los resultados observados con el Imatinib condujeron a la síntesis de una

serie de inhibidores selectivos hacia su blanco molecular. Actualmente, se realiza

investigación preclínica de inhibidores cada vez más específicos para tumores que

presentan mutaciones en algunos genes que regulan vías de transducción de

señales clave, esencialmente aquellos nodos de convergencia entre diversas

funciones celulares. La familia de las cinasas activadas por p21 (pak), son un
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ejemplo de este tipo de blancos moleculares. La serina treonina cinasa pak1, se

sobreexpresa y/o hiperactiva en diferentes tipos de cáncer humano, tales como

mama, ovario, próstata y cerebro (Wang, 2013). En este sentido, recientemente se

informó del efecto inhibitorio del crecimiento tumoral in vitro e in vivo del inhibidor

FRAX 1036 (C28H32ClN7O), una molécula que presenta algunas modificaciones

estructurales respecto al Imatinib (C29H31N7O), un átomo de carbono menos y se

adiciona un átomo de cloro, además del arreglo estructural diferente, sin embargo,

sigue conservando la estructura general de las pequeñas moléculas inhibidoras. El

estudio concluye que el inhibidor FRAX1036 es el más efectivo in vivo, en tumores

de ovario que sobreexpresan pak1, específicamente aquellos con la amplificación

11q13 (Prudnikova, 2016).

No obstante, la principal problemática de las terapias dirigidas es el desarrollo de

células quimio-resistentes al tratamiento. Por lo que surgió la necesidad de

agentes que inhiban más de un blanco molecular en las células tumorales, o el

uso de combinaciones de fármacos cada uno con un blanco molecular diferente

(Faivre, 2006, Petrelli, 2009).

Es de destacar, que el conjunto de fármacos descritos anteriormente, se han

diseñado sin tomar en cuenta el paradigma de la heterogeneidad celular en las

masas tumorales. Los diferentes tipos celulares que se han descrito en las masas

tumorales son fibroblastos asociados al tumor, células endoteliales, pericitos,

células cancerosas invasivas, células que contribuyen a la respuesta inflamatoria,

macrófagos asociados al tumor, células troncales mesenquimales y cancerosas

(Hanahan, 2011). Estos múltiples tipos celulares mantienen una comunicación

química a través de interacciones moleculares contribuyendo a mantener el

microambiente tumoral. El conocimiento de la biología de los tumores ha llevado a

replantear los enfoques terapéuticos. Hoy por hoy, la perspectiva terapéutica es

hacia el control de las células cancerosas y el estroma tumoral, así como los

factores que influyen en la progresión tumoral (Bussard, 2016).
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1.6 La inmunoterapia en el tratamiento del cáncer: aspectos de interés

para este estudio

1.6.1 Anticuerpos monoclonales

El uso de anticuerpos monoclonales se ha implementado como una alternativa de

tratamiento en algunos tumores sólidos. Por ejemplo, el Trastuzumab (Herceptin®)

se aprobó para los tumores de mama HER2 positivos y el Ipilimumab (Yervoy®)

cuyo blanco molecular es el antígeno CTLA-4, fue aprobado para melanoma

mestastásico (Scott, 2012). Para el carcinoma de próstata metastásico resistente a

la castración, se ha estudiado en fase clínica II el agente antiangiogénico, llamado

Intetumumab (Heidenreich, 2013).

1.6.2 Inmunotoxinas

Las inmunotoxinas son moléculas quiméricas, que consisten en una toxina de

naturaleza proteica, más un fragmento diana que comúnmente es la fracción de un

anticuerpo monoclonal. Esta estrategia se dirigió específicamente a localizar los

receptores que se sobre-expresan en las células tumorales. Su mecanismo de

acción, depende de que la internalización de la molécula se lleve a cabo con una

cinética adecuada y que exista una expresión diferencial de la molécula diana

entre las células tumorales y no tumorales. Se han descrito estudios con la toxina

diftérica y exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, en las fases clínicas I a III y

algunas en estudios preclínicos (Alewine, 2015).

1.6.3 Conjugados de anticuerpos monoclonales y fármacos citotóxicos

Los conjugados anticuerpos-fármaco citotóxico, han sido otro intento para el

tratamiento del cáncer. Dichos conjugados, están compuestos de un anticuerpo

monoclonal dirigido a un antígeno tumoral específico y el fármaco citotóxico, por

ejemplo: antramicina, captotecina y amanitina. Los dos elementos descritos

anteriormente, están unidos por un enlazador o “linker”, pueden ser enlaces amida

o disulfuro, estos enlaces se rompen frente a cambios de pH, reacciones de

reducción e incluso hidrólisis por proteasas y de esta forma liberar el fármaco
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(Polakis, 2016). La mayoría de estos conjugados se encuentran en investigación

clínica y preclínica, excepto el conjugado Adcetris dirigido contra la proteína CD30

y aprobado para el tratamiento de linforma de Hodking y cáncer de mama (Lu,

2016).

1.6.4 Vacunas con células presentadoras de antígenos

Este tipo de inmunoterapia abarca las vacunas dirigidas a crear una respuesta

contra antígenos asociados al tumor, así como aquellas con las que se busca

bloquear puntos de control y anticuerpos que suprimen la respuesta inmune, éstas

últimas mediadas por linfocitos T citotóxicos asociados a los antígenos de muerte

programada (PD-1) y el ligando de muerte programada (PD-L1) (Garg, 2017). En

el primer caso, las vacunas monovalentes que inducen o potencian la respuesta

hacia un antígeno específico asociado al tumor, mientras que las vacunas

polivalentes realizan el mismo proceso contra múltiples antígenos asociados al

tumor. Por otro lado, se han investigado las vacunas celulares, que mejoran la

presentación de antígenos, empleando células presentadoras de antígenos

cargadas con antígenos tumorales (McArthur, 2016). Por ejemplo, las células

dendríticas (CD), fundamentales en la integración de la respuesta inmunológica,

por su capacidad de presentar antígenos, inducir o suprimir la proliferación y

diferenciación de subpoblaciones de linfocitos T, las convierten en elementos

clave para el desarrollo de inmunoterapias contra el cáncer (Palucka, 2013, Mac,

2015).

Las tres estrategias anteriormente citadas se han experimentado en la

inmunoterapia contra el cáncer de mama. La Figura 2 ejemplifica la presentación

de la proteína HER2, mediante un sistema de liberación a través del anticuerpo

DEC205 y presentada como un antígeno tumoral a las células T CD8+ y CD4+

respectivamente, a través del complejo principal de histocompatibilidad I y II (MHC

I, II). Es importante notar, que para mejorar la presentación del antígeno se usa un

adyuvante, el ácido poliribositidílico, Poli C (Wang, 2012).
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Figura 2.  Inducción de la inmunidad de células T contra cáncer de mama in vivo. Adaptada de

Wang, 2012.

Otro hallazgo importante en esta área fue la aprobación de la vacuna Sipuleucel-T

(AP08015), contra el cáncer de próstata metastásico resistente a la castración.

Esta vacuna terapéutica es un tipo de inmunoterapia celular activa que consiste en

células mononucleares de sangre periférica, incluyendo células presentadoras de

antígenos, que se han cargado ex vivo con una proteína de fusión recombinante

(PA2024). La proteína recombinante, se fusionó con la fosfatasa ácida y alcalina y

el factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-SCF) (Kantoff,

2010). Sin embargo, a pesar del incremento en la migración de linfocitos T a la

próstata y sobrevivencia de los pacientes con cáncer de próstata, se presentaron

eventos como fiebre durante el tratamiento y no se excluyó el uso de agentes

quimioterapéuticos. Lo anterior, muestra un ejemplo de inmunoterapia antitumoral

de éxito limitado; por lo que es necesario incrementar la efectividad de las vacunas

antitumorales en términos de mejorar la respuesta inmunológica al realizar la

presentación antigénica, así como disminuir los efectos colaterales.
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Para potenciar la respuesta antígeno específica, se ha propuesto usar

herramientas moleculares como los adyuvantes e inmunomoduladores.

1.6.6 Inmunomoduladores

Los inmunomoduladores son moléculas biológicas o sintéticas que pueden

estimular, suprimir o modular el sistema inmunológico. Los inmunomoduladores se

han clasificado en tres tipos:

1) Inmunoadyuvantes

El término adyuvante viene de la palabra latina “adyuvare” que significa ayuda. Por

lo tanto, los adyuvantes son materiales o complejos macromoleculares que

mejoran la respuesta inmune antígeno-específica (Lim, 2015). El mecanismo de

dichas moléculas consiste en auxiliar a las vacunas a mejorar la respuesta inmune

específica. Alternativamente, pueden funcionar como sistemas que ministran el

antígeno a las células presentadoras de antígenos para promover una respuesta

inmune específica del antígeno (Temizoz, 2016). Los adjuvantes se clasifican con

base en su mecanismo de acción. Según la hipótesis de las dos señales, para que

se lleve a cabo la inducción de una respuesta Th, se requiere de tres señales,

denominadas 0, 1, 2. Los adyuvantes pueden actuar en estas tres señales y

dependiendo de donde actúen se clasifican en adyuvantes A, B y C.  Los

adyuvantes tipo A son agonistas de los receptores tipo Toll, por lo tanto pueden

actuar sobre la señal 0. Los adyuvantes del grupo B interaccionan con las células

presentadoras de antígenos y el reconocimiento de antígenos amplificando la

señal 1, en tanto que los del tipo C, actúan a través de la interacción de moléculas

coestimulatorias sobre las células presentadoras de antígenos, Figura 3 (Brunner,

2010).
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Figura 3. Moléculas involucradas en el mecanismo de los adjuvantes. La iniciación de la respuesta

Th requiere tres señales indicadas como 0, 1, 2 donde pueden actuar los adjuvantes A, B, C

respectivamente. La señal 3 representa mediadores liberados por las células presentadoras de

antígenos (APC) a las células T. Adaptada de Brunner, 2010.

2) Inmmunoestimulantes

Son inherentemente inespecíficos, es decir pueden actuar a través de la respuesta

inmune innata o adaptativa. En individuos sanos los inmunoestimulantes

incrementan el nivel de respuesta inmune basal, en tanto que en individuos con

algún padecimiento funcionan como agentes inmunoterapéuticos.

3) Inmunosupresores

Son un grupo de fármacos estructuralmente muy heterogéneos, frecuentemente

se prescriben en combinación con otros tratamientos para evitar el rechazo a

trasplantes de órganos o tejidos y en enfermedades del sistema inmunológico

(Kumar, 2012).
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Las plantas medicinales resultan ser una fuente de metabolitos secundarios con

propiedades inmunoreguladoras, se ha documentado que algunas moléculas

aisladas de dicha fuente pueden interaccionar con elementos del sistema

inmunológico a través de la maduración de células dendríticas y generando una

respuesta de tipo Th1 o Th2. La Figura 4 representa los dos posibles mecanismos

que se han descrito para algunas hierbas medicinales chinas (CHM) sobre la

maduración y función de células dendríticas (Li, 2015).

Las hierbas medicinales chinas
Las CHM promueven la
maduración de células
dendríticas,  a través de
las vías de señalización
TLRs, MAPK y NfkB. A
través de la regulación
hacia arriba de moléculas
coestimulatorias. Así
como, la expresión de
moléculas MHC I/II e
inducción de la
producción de citocinas
proinflamatorias.

Las CHM podrían inhibir la
maduración de células
dendríticas a través de la
regulación hacia abajo de las
moléculas coestimulatorias y
la expresión de MHC I/II. Por el
incremento en la producción
de IL-10.

Inhibición de la respuesta
inmune.

Potenciar la respuesta
inmune humoral y
celular contra el tumor
o la infección.

Figura 4. Las hierbas medicinales chinas (CHM) como agentes de la maduración de las CD.

Algunas CHM podrían promover la maduración de células dendríticas a través de moléculas co-

estimulatorias y MHC I/II y el incremento de citocinas pro-inflamatorias, tales como IL-6, IL-12, IL-

1β, TNF-α, lo cual potenciaría la respuesta inmune humoral y celular contra el tumor. En contraste,

algunas CHM podrían inhibir la maduración de células dendríticas por incremento de la IL-10 y

producción de células T reguladoras o inhibición de la respuesta inflamatoria. Corregida de Li,

2015.
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1.7 Marcadores moleculares de proliferación celular

La proliferación celular es una de las características fundamentales del cáncer y

representa un marcador de pronóstico y blanco terapéutico (Feitelson, 2015).

Uno de los métodos para evaluar la proliferación celular, es mediante la detección

de los marcadores de proliferación celular, como el PCNA, las proteínas de

mantenimiento de los minicromosomas (MCM) y la proteína nuclear Ki67

(Jurícová, 2016).

1.7.1 Antígeno nuclear de células en proliferación

El PCNA se conoce como un marcador de proliferación dada su implicación en el

proceso de replicación del ADN. La función del PCNA, es crucial para el

mantenimiento de la integridad genómica. Esta proteína originalmente se identificó

como el antígeno de un anticuerpo autoinmune presente en un grupo de pacientes

con lupus eritematoso sistémico (Wang, 2014). PCNA se expresa preferentemente

en células normales y tumorales en proliferación activa, con un pico máximo en la

fase G1 tardía y S del ciclo celular (Zerjatke, 2017).

1.7.2 Proteína nuclear Ki67

La proteína nuclear presenta dos isoformas, Ki67, pKi67, con pesos moleculares

345 y 395 kDa, respectivamente las cuales fueron identificadas por Scholzer y

Gerdes en 1980. La proteína se expresa en las fases activas del ciclo celular, G1,

G2, S y M, sin embargo, no se expresa en las células quiescentes (G0). Se usa

ampliamente en patología para detectar las células en proliferación. Clínicamente,

se ha visto que la proteína fosforilada (pKi67) correlaciona con la metástasis y se

sobreexpresa en las células tumorales (LI, 2015).

1.8 Marcadores moleculares de la maduración de células dendríticas

Las células dendríticas tienen dos estados funcionales básicos, maduro e

inmaduro. La estrategia para reconocer a dichas formas celulares es a través de la

expresión de moléculas que presentan en su superficie. La maduración, se refiere
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a los cambios que acompañan a la célula dendrítica inmadura (CDi) en su

transición al estado maduro (CDm), frente a estímulos ambientales de origen

exógenos (microorganismos) y endógenos (hormonas, citosinas y células en

proceso de muerte). Aunque también se sabe que la maduración de dichos tipos

celulares ocurre espontáneamente por tiempos definidos (Paluka, 2012). Este

panorama tan diverso muestra diferentes funciones efectoras para este tipo celular

(Figura 5). El fenotipo maduro de las CD se caracteriza por expresar niveles altos

del complejo principal de histocompatibilidad clase I y II (MHC I y II), CD40, CD80,

CD83 y CD86 (Reis e Sousa, 2006).

Figura 5. Funciones efectoras de las CD. Este panorama describe que las células dendríticas

inmaduras (CDi) dan origen a distintos tipos de CD efectoras, las cuales instruyen los diferentes

destinos de las células T, incluyendo inmunidad, tolerancia y desviación inmune. En otras palabras

algunos estímulos de maduración pueden inducir CD tolerogénicas. CDi: célula dendrítica

inmadura. CDm: célula dendrítica madura. linfocito TH2: T cooperador. RCT: receptor del linfocito

T. MHC I: complejo principal de histocompatibilidad clase I: MHC II: complejo principal de

histocompatibilidad clase II. Adaptado de Reis e Sousa, 2006.
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1.8.1 Complejo principal de histocompatibilidad I y II

El complejo principal de histocompatibilidad I (MHC I) se encuentran en la

superficie de todas las células nucleadas y las MHC II en macrófagos, CD y

células B. Comparten la misma función, presentar antígenos a los linfocitos T.

Ambos tipos de moléculas MHC son glicoproteínas transmembranales (Neefjes,

2011). Las moléculas de MHC I están compuestas de una hélice α más larga

acoplada con la microglobulina β2 (β2m) y solo la hélice α atraviesa la membrana

citoplásmica. La cadena α de la molécula MHC I se pliega en tres dominios

separados como α1, α2 y α3. Las moléculas MHC II están compuestas de dos

cadenas de proteínas (una cadena α y una cadena β) que son aproximadamente

similares en longitud. Ambas cadenas de la molécula MHC II poseen dominios

transmembranales y cada cadena se pliega en dos dominios separados: α1 y α2, y

β1 y ββ. Las moléculas del MHC tienen una hendidura que sirve como el sitio de

unión al antígeno, para MHC I, la hendidura está formada por los dominios α1 y

α2, mientras que para MHC II se forma con dos dominios α1 y β1, como se

muestra en la Figura 6 (Wieksorec, 2017).

El MHC I se enceuntra en
la superficie de las células
nucleadas

El MHC II se encuentra en la
superficie de las células
presentadoras de antígenos

Figura 6. Características estructurales MHC I y II. Adaptada de Wiecsorek 2017.
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1.8.2 CD40

La vía CD40/CD154 regula tanto la inmunidad celular como humoral y presenta un

papel fundamental en la diferenciación de células T. La interacción de CD40 con

su ligando en células dendríticas aumenta la expresión de moléculas

coestimulatorias, de adhesión, MHC y promueve la producción de citocinas

estimuladoras de células T, tales como la IL-12 (Haessnle, 2008). Sin embargo, la

efectividad de la respuesta dependerá estrictamente de las señales que favorecen

la activación de las células T, así como la producción del IFN- producido durante

la presentación antigénica entre las CD y las células T (Figura 7). El ligando de

CD40 (CD40-L) se ha encontrado en una variedad de células dendríticas,

incluyendo células de Langerhans de bazo y pulmón. La unión de CD40 con su

ligando modula la expresión de moléculas de adhesión (E- selectina, VCAM-1 y

CD54) y activa macrófagos y células NK (Fonsati, 2010). En cáncer, CD40

también se expresa en muchos varios tipos de tumores sólidos como los de vejiga,

mama, ovario y melanoma (Alexandroff, 2000).

1.8.3 CD80 y CD86

Las proteínas CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) son ampliamente usadas para

identificar a las CD completamente maduras. Como se observa en la Figura 7, son

los ligandos a los receptores CTLA-4 y CD28 en los linfocitos T. Las moléculas

CTLA-4 y CD28 son homodímeros unidos por puentes disulfuros y en cada parte

del homodímero presentan un sitio de unión a CD80 y CD86, respectivamente

(Greene, 1996). A pesar de las similitudes estructurales de dichas uniones, se ha

observado la unión de CTLA-4, con CD80 y CD86, se traduce como inhibición de

la proliferación de los linfocitos T. Por el contrario, la unión de los ligandos a CD28

aumenta la activación de los linfocitos T. Aparentemente, CD80 y CD86 realizan la

misma función. Sin embargo, las diferencias funcionales entre CD80 y CD86

parecen reflejarse en la expresión diferencial, en varios tipos de células o en

diferentes momentos durante una respuesta inmune, pero puede haber algunas

diferencias funcionales intrínsecas. Así, CD80 y CD86 proporcionan señales
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coestimulatorias importantes para aumentar y mantener una respuesta de células

T a través de la interacción con CD28. Se ha observado que cuando un antígeno

se une al TCR de las células T, éste adquiere una conformación espacial

diferente, lo que hace que CD28 tenga una unión más afín a CD80. Además, se

ha descrito que CD80 es un dímero divalente, mientras que CD86 es un dímero

monovalente, dada la diferencia estructural CD80 interacciona favorablemente con

CTLA-4(CD152) mientras que las interacciones de CD86 son preferentemente con

CD28 (Sansom, 2003).

Célula dendrítica Célula T

Inhibición

Activación

Activación/inhibición
dependiente de la
señalización de
CD28

Activación

Inhibición

Inhibición

Figura 7. Principales moléculas de la familia B7 y receptores de la familia TNF expresadas en

células dendríticas y sus pares de unión en las células T durante la presentación antigénica.

Adaptada de Hubo 2013.
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2. ANTECEDENTES

La quimioterapia, es el método más empleado para el tratamiento contra diversos

tipos de tumores. Durante el periodo de 1981 a 2014 se aprobaron por la Agencia

Regulatoria para la Administración de Fármacos y Alimentos (FDA), 174 fármacos

antitumorales (Figura 8), de los cuales el 17.12% son productos naturales sin

modificaciones químicas y 38.28% son derivados de metabolitos de origen natural

(Newman, 2016).

Figura 8. Los productos naturales como fuente de nuevos fármacos. Se muestran las pequeñas

moléculas aprobadas como antitumorales de 1981 a 2014. Imagen adaptada de Newman 2016.

Como se puede observar (Figura 8), las plantas medicinales son una excelente

fuente de moléculas con actividad antitumoral “per se”, o como precursores de

fracciones moleculares bioactivas. En este sentido, algunos estudios han

informado de una gama de metabolitos secundarios de origen vegetal con

propiedades antitumorales, entre ellos algunos triterpenos como: el ácido
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betulínico, el resveratrol, celastrol, cucurbitacina, los ácidos oleanólico y ursólico.

La mayoría de los triterpenos citados (Cuadro 1) se encuentran en estudios a nivel

preclínico, sólo el ácido betulínico y algunos derivados del ácido oleanólico se han

estudiado en la fase clínica I (Petrelli, 2009. Parikh, 2014).

Cuadro 1. Condiciones de tratamiento para algunos triterpenos que inhiben el crecimiento tumoral
en modelos murinos.

Triterpeno Dosis
Vía de

ministración
Tiempo de

tratamiento
Tipo de

xenotrasplante Referencia
Amooranina 5 mg/kg/

cada cinco
días

Intraperitoneal Ocho
semanas

Células SW620 Ramachandran
(2006)

Celastrol 3 mg/kg/día Intraperitoneal Dos semanas Células PC-3 y
C4-2B

Yang, (2006)

Cucurbitacina I
1.3

mg/kg/día
Intraperitoneal Dos semanas Células LMP1 y

CNE2
Lui, (2009)

Cucurbitacina E 3 mg/kg/
cada dos

días

Intraperitoneal Seis semanas Células PC-3 Dong, (2010)

Cucurbitacina B 1 mg/kg/
tres veces

por semana

Intraperironeal Seis semanas Células Panc-1 Iwanski, (2010)
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Continuación del Cuadro 1
Ácido 3-β-acetoxy-tirucálico

(β-ATA)

HOOC

HOOC

H

5 mg/kg/día Intraperitoneal Dos semanas Células PC-3 Estrada, (2010)

Ácido betulínico 25 mg/kg/día Oral Tres semanas Células RKO Chintharlapalli,
(2011)

Ácido ursólico 50 mg/kg/día Intraperitoneal Tres semanas Células U937 Gao, (2012).

Pristimerina 3 mg/kg/día Subcutánea Dos semanas Células MDA-MB-
231

Mu, (2012)

Lupeol 20 mg/kg/
tres veces

por semana

Intraperitoneal Tres semanas Células
SMMC7721

Liu, (2013)

Argentatina B 125, 250 y
500 mg/kg
una vez por

semana

Intraperitoneal Tres semanas Células PC-3 y
HCT-15

Alcántara,
(2015)

Entre las fuentes de metabolitos secundarios destacan las plantas medicinales. En

esta investigación se estudiaron dos de los principales metabolitos secundarios del

cuachalalate (Amphipterygium adstringens (Schltdl.), un árbol endémico de México
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y Centroamérica. Para este árbol, se han reportado alrededor 40 usos en la

medicina tradicional entre los que destacan el tratamiento de úlceras gástricas,

cáncer gastrointestinal y en algunas condiciones de inflamación (Olivera, 1999,

Guzmán, 2014). Las aplicaciones del extracto acuoso en la medicina tradicional,

desencadenaron una serie de investigaciones sobre las propiedades biológicas de

los principales constituyentes de los extractos orgánicos de la corteza de A.

adstringens, los triterpenos, ácido masticadienónico (AMD) y el 3α-OH

masticadienoico (3α-OH AMD). Inicialmente, estos trabajos se enfocaron a

investigar las propiedades antiinflamatorias de dichos compuestos mediante la

inhibición del edema inducido por carragenina y la producción de óxido nítrico en

macrófagos activados con lipopolisacárido (Oviedo, 2004). Posteriormente, se

evaluó la citotoxicidad en cinco líneas celulares de cáncer humano, HCT-15

(colon), MCF-7 (mama), U-251 (sistema nervioso central), PC-3 (prostata), K-562

(leucemia), (Oviedo, 2005). Recientemente, se informó el efecto del ácido 3α-OH

masticadienoico sobre las funciones bioenergéticas y la inducción de la transición

de la permeabilidad membranal (MPT) en mitocondrias aisladas de hígado de rata.

Observando, actividad citotóxica en las líneas celulares de cáncer humano HeLa

(cérvix), HepG2 (hígado) y A-431 (carcinoma epidermoide) (Dalla, 2012).

Por otro lado, se tienen evidencias sobre el efecto inmunoestimulante de algunas

plantas medicinales de México, Centroamérica y el Caribe, entre ellas A.

adstringens (Alonso, 2016). Adicionalmente, un estudio en el cual se observó que

el tratamiento oral del extracto acuoso de la corteza de A. adstringens en ratones

inmunodeprimidos (por la inducción de melanoma) aumentaba significativamente

la tasa de proliferación de esplenocitos, mediante una prueba de hipersensibilidad

tipo retardada. Se observó que a una dosis de 10 mg/kg, el extracto de

cuachalalate es capaz de aumentar la respuesta inmune celular in vivo sugiriendo

que el extracto acuoso de A. adstringens podrían restaurar la inmunidad celular de

los ratones inmunosuprimidos a niveles de ratones sanos (Ramírez, 2013). La

hipersensibilidad de tipo retardada se caracteriza porque intervienen múltiples

células como los linfocitos T, células dendríticas, queratinocitos, células
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endoteliales, macrófagos y células polimorfonucleares (Akiba, 2002). Además,

Rodríguez y su grupo de trabajo en 2016 reportó que el extracto etanólico de la

corteza de A. adstringens disminuyó los niveles de las citocinas TNFα, IFN , y

IL1 y el infiltrado de células de la respuesta inflamatoria en un modelo de colitis

experimental (Rodríguez, 2016).

Triterpenos aislados de la corteza de A. adstringens

El AMD (C30H46O3; PM = 454 g/mol) es un triterpeno (C30) que se aísla

principalmente del extracto hexánico de A. adstringens. La estructura química de

dicho compuesto se compone del esqueleto hidrocarbonado de ciclo-pentano-

perhidro-fenantreno y se caracteriza porque en C3 presenta un grupo carbonilo.

Una cadena alifática de ocho carbonos que inicia en el átomo C-17, la cual incluye

un ácido carboxílico en el extremo de ésta (Figura 9). El 3αOH AMD (C30H45O3);

PM = 453 g/mol). , es un triterpeno (C30) tipo tirucalano. En este trabajo se aisló

preferentemente del extracto de acetato de etilo de la corteza de A. adstringens.

La única diferencia estructural de 3αOH AMD y AMD es la presencia de un grupo

hidroxilo en C3 en el 3OH AMD y un grupo carbonilo en el AMD (Figura 9).

Figura 9. Estructura química de los ácidos masticadienónico (AMD) y 3α-OH masticadienoico (3α-

OH AMD).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento contra el cáncer ha implicado la exploración de varias líneas de

tratamiento, tales como la cirugía, radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia. En

el caso de la quimioterapia, se han usado fármacos tanto de origen vegetal como

sintético. Las plantas medicinales, se han constituido como fuente de compuestos

antitumorales, por lo tanto en esta investigación se planteó estudiar el efecto

antitumoral de dos metabolitos secundarios aislados de A. adstringens, los ácidos

triterpénicos, AMD y 3α-OH AMD.

Estudios anteriores realizados por nuestro grupo de trabajo, han demostrado que

AMD y 3α-OH AMD son antiinflamatorios e inhiben la proliferación de las líneas

celulares de cáncer humano HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), U-251 (sistema

nervioso central), PC-3 (próstata), K-562 (leucemia). No obstante, se desconoce

su efecto antitumoral in vivo y se tienen limitadas evidencias sobre su mecanismo

de acción, por lo que es necesario indagar si el mecanismo de dichos triterpenos

es directo sobre las vías de supervivencia o muerte celular, o bien podrían tener

un efecto sobre la maduración de células dendríticas.
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4. HIPÓTESIS

Sí algunos triterpenos del tipo tirucalano inhiben la proliferación de células de

cáncer humano in vitro e implantadas en modelos murinos, entonces los ácidos

AMD y 3α-OH AMD inhibirán el crecimiento de los tumores inducidos con las

células PC-3 y MDA-MB 231 en un modelo murino.
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Estudiar el efecto antitumoral de los ácidos masticadienónico (AMD) y 3α-OH

masticadienoico (3α-OH AMD) en un modelo murino.

5.2 ESPECÍFICOS

 Obtener los extractos de hexano y acetato de etilo a partir de la corteza de
A. adstringens y aislar AMD y 3α-OH AMD por métodos cromatográficos.

 Corroborar la estructura química de los triterpenos AMD y 3α-OH AMD por

técnicas espectroscópicas y análisis de cromatografía de líquidos de alta

resolución (CLAR).

 Realizar las pruebas de toxicidad aguda y determinar la dosis letal media

(DL50) del AMD y 3α-OH AMD.

 Realizar los ensayos de inhibición del crecimiento tumoral en ratones

atímicos xenotrasplantados con células MDA-MB-231 y PC-3.

 Analizar el efecto de los triterpenos AMD y 3α-OH AMD sobre la

proliferación celular usando los marcadores de proliferación Ki67 y PCNA

en un modelo murino.

 Analizar el posible mecanismo de muerte celular inducido por los ácidos

AMD y 3α-OH AMD en xenotrasplantes de células MDA-MB-231 y PC-3.

 Monitorear los posibles efectos tóxicos de los ácidos AMD y 3α-OH AMD a

nivel hematológico, hepático y renal.

 Evaluar el efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la viabilidad de

células no tumorales, macrófagos, linfocitos, cardiomiocitos y células de

colon.

 Analizar el efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la maduración de

células dendríticas.
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6. MATERIALES Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1 Material vegetal

La corteza de A. adstringns se colectó durante en el mes de enero de 2012, en el

estado de Morelos en el municipio de Tlaltizapán, el cual se localiza

geográficamente al norte 18°, 49’, 50” al sur a 18°34’41”, al este a una longitud de

98°59’44” y 99°11’58” al oeste. Dicho municipio se encuentra entre 700 a 1700

msnm. La temperatura media anual en esta localidad se ha reportado en el rango

de 22 a 24 °C y la precipitación promedio de lluvia es de 1060.4 mm anuales

(INEGI, 2015). La corteza (5.97 kg) se cortó en piezas de 2 cm aproximadamente,

los cuales se colocaron sobre papel periódico para su secado sin exposición al sol.

La maceración de la corteza se hizo en 5 matraces y se realizó la extracción con

hexano de 3 a 4 veces por ciclos de 48 horas a temperatura ambiente. La

extracción con acetato de etilo se obtuvo en las mismas condiciones de

temperatura y después de secar el material vegetal una vez concluida la

extracción con hexano. El disolvente se eliminó por destilación a presión reducida

para obtener los extractos concentrados.

6.2 Aislamiento de los ácidos masticadienónico (AMD) y 3α-hidroxi

masticadienoico (3-OH AMD)

Los ácidos se aislaron y purificaron en el Laboratorio 1-4 del Instituto de Química

de la Universidad Nacional Autónoma de México de acuerdo con la metodología

descrita por Oviedo en 2007, con las modificaciones que se precisan en este texto.

Los extractos de hexano (residuo aceitoso color miel) y acetato de etilo (residuo

verde oscuro) se separaron por cromatografía en columna (CC) a presión

reducida, utilizando gel de sílice 60 (mesh 230-400 ASTM) de Merck® en una

columna de vidrio. Se prepararon mezclas de dos disolventes uno polar, otro de

mediana polaridad para usarse como eluyentes, hexano y acetato de etilo de 1:0 a

7:3, respectivamente. Se colectaron 66 fracciones de 100 mL cada una, de la
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fracción 1 a la 18 fueron eluidas con hexano y se obtuvieron los ácidos

anacárdicos, de la 19 a la 48 se obtuvieron con una mezcla 90:10 (hexano-AcOEt)

donde se aisló el ácido masticadienónico, de las fracciones 49 a 58, 59-62 y 63-64

se utilizó como fase móvil una mezcla 85:15, 80:20 y 70:30 (hexano-AcOEt)

aislándose el ácido 3α-OH masticadienoico. Finalmente, la columna se lavó con

acetato de etilo y se obtuvieron mezclas complejas de compuestos más polares. El

proceso de purificación se monitoreó por cromatografía en capa fina (CCF) en

placas de gel de sílice con indicador de luz UV y como revelador una disolución de

sulfato cérico en disolución ácida. Se reunieron las muestras con desplazamiento

similar en CCF y se obtuvieron cinco fracciones principales (F1-F5). La fracción F2

se purificó por recristalización mediante la técnica de par de disolventes, el sólido

se filtró a presión reducida y se lavó con una mezcla hexano-acetato de etilo (9:1)

para obtener el AMD como un polvo blanco amorfo. Las fracciones de la F3 a F4

se purificaron igualmente por recristalización seguida de la filtración y el filtrado se

lavó con una mezcla hexano-acetato de etilo (4:1), obteniendo el compuesto 3α-

OH AMD como un sólido blanco amorfo.  La pureza de los triterpenos fue

determinada por análisis de cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC)

en las siguientes condiciones experimentales: una columna Zorbax Eclipse Plus C-

18, fase móvil metanol/agua (4:1), el tiempo por ciclo de experimentación fue de

15 minutos a un flujo de 0.2 mL/minutos, la determinación de UV fue a 240 nm.

6.3 Solubilidad de los triterpenos AMD y 3α-OH AMD

Los triterpenos en general, son moléculas poco solubles o insolubles en disolución

acuosa, debido a su naturaleza química, pero la solubilidad de dichas moléculas

se favorece en disolventes orgánicos, tales como acetato de etilo, etanol y metanol

con un rango de solubilidad entre 10 y 14 de acuerdo con los parámetros de

Hildebrand (Schneider, 2009). El hecho anterior, dificulta la ministración de dichos

compuestos tanto en modelos in vitro como in vivo al estudiar sus propiedades

biológicas. En este trabajo fue necesario evaluar la solubilidad de los triterpenos

AMD y 3αOH AMD en diferentes disolventes; para seleccionar el que presentara

baja o nula toxicidad para las líneas celulares o animales de experimentación.
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Para el desarrollo de los experimentos se usó una disolución inicial 25 mg/mL en

los siguientes disolventes: etanol, tween 80, PBS, carboximetilcelulosa (CMC),

sulfóxido de dimetilo (SODM), SODM-aceite de maíz (5% v/v), SODM-aceite de

ajonjolí (5% v/v). Los disolventes que favorecieron el proceso de disolución de los

ácidos fueron las mezclas SODM-aceite de maíz y SODM-aceite de ajonjolí.

6.4 Selección de las líneas celulares tumorales

La selección de las líneas celulares para ser utilizadas en los experimentos in vivo

se hizo con base en los datos de los estudios in vitro correspondientes a los

ácidos AMD y 3α-OH AMD. Con el fin de complementar los datos de la literatura,

en este estudio se analizó el efecto de los ácidos AMD y 3αOH AMD sobre la

viabilidad celular de las líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-231) y

próstata (PC-3) y cuatro líneas celulares no tumorales. Las líneas celulares fueron

donadas por el Departamento de Bioquímica del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCNSZ), México, CDMX.

Las características asignadas por Colección de Cultivos Tipo Americano (ATCC)

para las líneas celulares tumorales se muestran en los Cuadros 2 y 3.
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Cuadro 2. Características de la línea celular MDA-MB-231 (CRM-HTB-26).

Característica Descripción

Morfología Epitelial

Propiedades de crecimiento Adherente en cultivo celular y

tumorigénica en modelos murinos, por

inoculación subcutánea. En ratones

desnudos induce masas tumorales

pocas diferenciadas (grado III)

Órgano de procedencia Glándula mamaria. La línea celular se

deriva de un sitio metastásico pleural

Enfermedad descrita Adenocarcinoma

Expresión de receptores Factor de crecimiento epidérmico

(EGF), factor de crecimiento

transformante alfa (TGF). No expresa

el receptor de estrógenos (RE), el

receptor de andrógenos (RA) y el

receptor 2 del factor de crecimiento

epidérmico humano (Her2)

Tiempo de duplicación de la población

celular

38 horas aproximadamente

Observaciones La línea celular expresa el oncogen

WNT7B
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Cuadro 3. Características de la línea celular PC-3 (ATCC CRL-1435).

Característica Descripción

Morfología Epitelial

Propiedades de crecimiento Adherente. La línea celular es

tumorigénica en modelos murinos por

inoculación subcutánea.

Órgano de procedencia Próstata derivada de un sitio

metastásico óseo

Enfermedad descrita Adenocarcinoma grado IV

Expresión de receptores No expresa el receptor de andrógenos

(RA)

Tiempo de duplicación de

la población celular

25 horas aproximadamente

Observaciones La línea celular tiene expresión

disminuida de la actividad de fosfatasa

y testosterona-5reductasa

6.5 Cultivo y mantenimiento de las líneas celulares

Para el mantenimiento de las líneas celulares se utilizó el medio del Instituto

Memorial Roswell Park variedad 1640 (RPMI-1640). El medio de cultivo fue

adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado a 56 °C en baño de

agua, sulfato de estreptomicina (250 µg/mL), penicilina (250 U/mL), anfotericina B

(0.625 µg/mL) y L-glutamina (2 mM). Las condiciones de incubación fueron

temperatura de 37 °C, una atmósfera de 5% de CO2 y cámara de humedad. Cabe

precisar que todo el manejo de los cultivos celulares se llevó a cabo en
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condiciones de esterilidad. Cuando los cultivos alcanzaron 80% de confluencia se

realizaron resiembras siguiendo el procedimiento que se muestra a continuación:

1) El medio de cultivo se eliminó por el método de presión reducida y la

monocapa celular se lavó tres veces con disolución amortiguadora de

fosfatos (PBS) a pH de 7.2 con el fin de remover los residuos de medio y

celulares

2) Para cosechar las células se agregaron de 2 a 3 mL de una disolución de

tripsina 1% en verseno. Los cultivos se observaron mediante un

microscopio invertido hasta que perdieran la adherencia a la superficie de la

caja de cultivo

3) Para inhibir la acción de la tripsina se adicionaron 3 mL de medio de cultivo

con suero fetal bovino

4) Las células se lavaron por centrifugación a 1,500 rpm durante 5 minutos

5) Se eliminó el sobrenadante y las células se suspendieron en medio de

cultivo completo

6) Se realizó la cuantificación celular y se inocularon 7.5 x 104 células PC-3 o

2 x 106 células MDA-MB-231 en cajas que contenían 10 mL de medio de

cultivo fresco.

La crioconservación de las células se realizó en SFB adicionado con 10% v/v de

SODM; se congelaron alícuotas de 1 mL a -70 °C.

6.6 Ensayos de citotoxicidad y determinación de la viabilidad celular
mediante el método del cristal violeta

Las células en cultivo se separan de la superficie de las placas de cultivo durante

la muerte celular. Esta característica puede utilizarse como medida indirecta de la

muerte celular y para establecer las diferencias después de la estimulación con

agentes citotóxicos. Un método sencillo para determinar las células que han

mantenido su adherencia después de cierto estímulo, es la tinción con el colorante
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cristal violeta el cual se une a las proteínas y ADN (Feoktistova, 2016). Las células

que mueren pierden su adherencia y son eliminadas de las poblaciones celulares

totales, reduciéndose así la cantidad de colorante que se une a las células. Este

método es adecuado para medir el impacto de los quimioterapéuticos sobre la

viabilidad celular, no obstante, la determinación de los mecanismos requiere otras

determinaciones que complementen el ensayo.

Con el fin de determinar el efecto citotóxico de los triterpenos AMD y 3αOH AMD

sobre las líneas celulares PC-3 y MDA-MB-231, se sembraron 4 x 104 células por

centímetro cuadrado en 0.5 mL de medio RPMI-1640 adicionado con 10% de SFB,

en placas de cultivo de 48 pozos. Las células se incubaron durante 24 h a 37 °C,

con cámara de humedad y 5% de CO2 para formar la monocapa. Se continuó con

dos lavados con 0.5 mL de PBS en cada pozo y se colocaron 0.5 mL de cada una

de las concentraciones 12.5, 25, 50 y 100 M de AMD o 3αOH AMD. Los

compuestos fueron disueltos en SODM y diluidos 1:100 en RPMI-1640 adicionado

con 10% SFB, a partir de la dilución anterior se prepararon concentraciones

seriadas para realizar las curvas concentración-respuesta. El control de la

proliferación celular (control negativo) se mantuvo con RPMI-1640 adicionado con

10% SFB o medio más SODM. El cis-diaminodicloro platino II (cisplatino, número

de catálogo 479306 de sigma-aldrich®) se usó como fármaco de referencia a las

concentraciones de 2.5, 5, 10 y 20 M en los cultivos de células PC-3. El

clorhidrato de doxorubicina (número de catálogo D1515 sigma-aldrich®) fue el

fármaco de referencia para los cultivos de células MDA-MB-231 a las

concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2 0.4, 0.8 M. La detección de la viabilidad celular

se desarrolló de acuerdo con la Figura 10. Para la determinación del efecto de los

triterpenos AMD y 3αOH AMD sobre la viabilidad celular de las líneas no

tumorales, se usaron las mismas condiciones experimentales, con la particularidad

de que los compuestos se aplicaron a la concentración inhibitoria media (CI50)

encontrada para las líneas tumorales.
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Trasvasar

las muestras a
una placa de 96

pozos

Adicionar 200
microlitros de

ácido acético 10%

Lavar

Fijar

Lavar

el medio de fijación
realizando dos

lavados con agua de
la llave común

Eliminar

dos veces con
agua potable de la
llave de uso común

con 200 microlitros
de medio de

fijación

dos veces con
PBS

Incubación de las células
con los compuestos

durante 48 h

Preparar

medio de fijación: 1.1 ml
de glutaraldehído y llevar

a 25 ml con medio de
cultivo suplementado con

2% de SFB

Secar en el flujo de
aire de la campana

de cultivo

adicionar 200
microlitros de
cistal violeta

Agitar

por 10 minutos y
recuperar el

colorante

SíLeer

Las muestras con
DO>1 diluir 1:4 con
ácido acético 10%La DO a 595 nm

Figura 10. Flujograma para detectar la viabilidad celular mediante el ensayo de cristal violeta. DO:

densidad óptica.

6.7 Determinación de células viables mediante el método de tinción
por exclusión

El método de tinción por exclusión se utiliza para determinar el número de células

viables en una suspensión celular. Se basa en el principio en el que las células

vivas tienen sus membranas integras y excluyen el ingreso de ciertos colorantes

como el azul de tripano mientras que las células muertas no. En este ensayo se

mezcla la suspensión celular con el colorante y se hace la observación

microscópica, así las células vivas son refringentes (no se tiñen) y las células

muertas se tiñen de color azul (Louis, 2011).

La fase cuantitativa de la prueba implica contar tanto las células vivas como

muertas. En este estudio se mezclaron 900 µL de la suspensión celular con 100
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µL de una disolución de azul de tripano 0.25% en PBS a pH 7.2. Las células se

contaron en los cuatro cuadrantes de la cámara de Neubauer y el número total de

células se obtuvo de acuerdo con la siguiente relación matemática:

CélulasmL = NDCC4 (10,000)(FD)
Dónde:

NDCC: número de células contadas

FD: factor de dilución

Para determinar el porcentaje de viabilidad, se tomó el número de células en los

cuatro cuadrantes y se comparó con la cuenta de células refringentes al azul de

tripano obteniendo así su porcentaje. Tanto para los ensayos de citotoxicidad

como para los xenotransplantes de células PC-3 y MDA-MB-231 en ratones nu/nu,

el porcentaje de viabilidad fue siempre mayor a 90%.

6.8 Determinación de la DL50 de los ácidos masticadienónico y 3α-OH

masticadienoico

Se evaluó una de las propiedades farmacológicas más importantes para

considerar a una molécula en el desarrollo de nuevos fármacos. En el caso de los

fármacos antitumorales este aspecto es crucial, ya que en muchos ejemplos la

dosis efectiva es numéricamente muy cercana a la dosis tóxica.  Para los

triterpenos AMD y 3αOH AMD esta información es representativa ya que dichas

moléculas tienen potencial terapéutico como agentes antitumorales.

La determinación de la DL50 se hizo mediante el método de Lorke (Lorke, 1983) en

ratones hembras de la cepa CD1. Inicialmente, tres grupos (n = 3) recibieron una

dosis única con 10, 100 y 1000 mg/kg de cada uno de los triterpenos. Con el

objetivo de validar el experimento se adicionaron dos grupos: el primero se

ministró con el vehículo, aceite de ajonjolí más 5% de sulfóxido de dimetilo
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(SODM) y el segundo grupo permaneció sin tratamiento. La segunda fase del

experimento consistió en la evaluación de las dosis 125, 250, 500 y 750 mg/kg

para el AMD y 125, 170, 210, 250 y 500 mg/kg para el 3αOH AMD. Los

tratamientos se ministraron por la vía intraperitoneal y los animales permanecieron

en ayuno de cuatro horas después del tratamiento. Los decesos se observaron

durante las primeras cuatro horas y el peso se monitoreo por catorce días en los

individuos sobrevivientes. Los animales que murieron por el efecto de los

compuestos fueron enviados al Departamento de Patología de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Autónoma de México (las

observaciones morfológicas se informan en el Cuadro 9).

La DL50 fue calculada como la raíz cuadrada del producto, de la dosis menor que

causa la muerte de al menos un individuo de la población, por la dosis mayor que

no es letal (ver en sección de resultados el cálculo para cada triterpeno).

6.9 Ensayo de inhibición del crecimiento tumoral sobre
xenotrasplantes de carcinoma de mama y próstata en un modelo
murino

Los experimentos que involucraron animales se desarrollaron de acuerdo con el

protocolo con número de referencia CINVA 1488 y clave BQO 1488-15/17-1

aprobado por la Comisión de Investigación en Animales del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ).

Los ratones machos de la cepa nu/nu, de 4 a 6 semanas de edad, cuyo peso fue

de 20 a 25 g fueron proporcionados por el Departamento de Investigación

Experimental y Bioterio del (INCMNSZ).

Los animales se hospedaron en microaisladores a temperatura de 22 ± 2 °C y

ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Una de las características de la cepa nu/nu es

su alta susceptibilidad a las infecciones bacterianas, parasitarias y virales por lo

que fue necesario proporcionar alimento, agua y cama de aserrín estériles.

Adicionalmente, el manejo de los animales se hizo en condiciones de asepsia y en
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los puntos críticos se atendieron condiciones de esterilidad; tales como la

inoculación de la suspensión celular, ministración de los tratamientos y la

disección de los tejidos tumorales (Fogh, 1982).

6.9.1 Xenotrasplantes de células PC-3

Los ratones se inocularon con 3x106 células PC-3/100 µL de medio blanco, por

vía subcutánea. Tres semanas después de la inoculación de las células, cuando

los tumores alcanzaron un volumen promedio de 50 mm3, los ratones se

aleatorizaron en ocho grupos con 6 ratones cada uno. Los grupos de tratamiento

se organizaron de la siguiente forma: el control negativo fue ministrado sólo con el

vehículo (aceite de ajonjolí más 5% SODM), el control positivo, con el fármaco de

referencia (cis-diaminodicloro platino II, 2 o 4 mg/kg) y los otros cinco grupos

restantes se les dio tratamiento con las dosis de 250, 125 y 60 mg/kg de AMD o

60, 125 mg/kg de 3α-OH AMD. El esquema de tratamiento fue una dosis única

cada semana, durante tres semanas por vía i.p. La predicción de las dosis de los

dos triterpenos para aplicase en el modelo de xenotrasplantes, se hizo tomando

como base la dosis letal 50 (LD50) determinada por la vía intraperitoneal.

El experimento se monitoreó por tres semanas, tomando las medidas del tumor

(diámetro mayor y menor) y el peso de los animales. Después de 21 días de

tratamiento los animales de experimentación se anestesiaron con pentobarbital

sódico (50 mg/kg) por la vía intraperitoneal, con el objetivo de colectar muestras

sanguíneas por punción intracardiaca. Finalmente, los animales anestesiados se

sacrificaron mediante una cámara de éter etílico para realizar la disección de los

tejidos tumorales; los cuales se conservaron en formol al 10% en PBS. Los

diámetros mayor y menor se midieron con un calibrador digital de Vernier, el

volumen tumoral se calculó de acuerdo con el siguiente algoritmo matemático: V =

π/6 × (diámetro mayor × [diámetro menor]2) (Medina, 2008).
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6.9.2  Xenotrasplantes de células MDA-MB-231

En este ensayo se emplearon ratones hembras de la cepa nu/nu, de tres a cuatro

semanas de edad y peso aproximado de 15 g. Los ratones se inocularon con 5 x

106 células MDA-MB-231 en un volumen de 100 L de medio blanco (RPMI-1640

sin SFB y rojo de fenol). El experimento de inhibición del crecimiento tumoral de

los triterpenos AMD y 3α-OH AMD sobre xenotrasplantes de células MDA-MB-231,

se desarrolló siguiendo la secuencia del flujograma indicado en la Figura 11. Este

experimento se concluyó a los 12 días de tratamiento y se conservaron los tejidos

tumorales en formaldehído al 10% en PBS así como por el método de criofijación.

Las muestras de los tejidos fijados en formaldehído al 10% fueron enviadas al

Laboratorio de Histología, Departamento de Biología Celular y Tisular de la

Facultad de Medicina, UNAM para realizar la conservación de las muestras por la

técnica de deshidratación e inclusión en parafina.
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Figura 11. Evaluación del efecto antitumoral de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre

xenotrasplantes de células MDA-MB-231. SC: subcutánea. Los tratamientos se inyectaron por la

vía intraperitoneal.
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6.10 Preservación de los tejidos tumorales y tinción por la técnica
hematoxolina-eosina.

La preparación histológica para la observación microscópica debe contener las

siguientes etapas (Welsch, 2013).

 Fijación de la muestra, la cual tiene como objetivo mantener en la medida

de lo posible el estado natural de la misma evitando la desintegración y su

autólisis. Además de eliminar agentes contaminantes.

 Lavado para eliminar el exceso de disolución fijadora

 Deshidratación con etanol en concentraciones decrecientes (etanol

absoluto, al 90%, 80%, 70% y 60%)

 Inclusión: las muestras de tejido fijadas se colocan en un disolvente

orgánico como xilol, para poder incluirlas en parafina líquida y

posteriormente cortarlas una vez que la parafina pasó del estado líquido al

sólido.

 Realización de los cortes tiene como objetivo obtener fragmentos que sean

adecuados para su posterior coloración. Para la microscopia óptica rutinaria

los cortes que se utilizan miden de 5 a 8 µm de grosor, no obstante, en este

experimento fue necesario trabajar con cortes de 4 µm para tener una mejor

visualización de los marcadores nucleares.

 Coloración o tinción, este procedimiento tiene como objetivo evidenciar

diferencialmente los componentes celulares; para tener mayor detalle en la

observación microscópica.

El primer acercamiento sobre la observación de la estructura tisular de las

muestras de xenotrasplantes, de células PC-3 y MDA-MB-231 fue mediante la

tinción con hematoxilina y eosina. El resultado de la tinción con estos dos

colorantes son los núcleos celulares teñidos de azul a morado y los citoplasmas

celulares en rosa (Feldman, 2014). Químicamente, la hematoxilina es considerada

un colorante básico debido a que la fracción molecular que se une a los
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componentes celulares tiene carga positiva, así este colorante se une

electrostáticamente a los grupos fosfatos (PO43-) de los ácidos nucleicos, los

grupos sulfatos (SO42-) de los glucosaminoglucanos y los grupos carboxilato (R-

COO-) de las proteínas. La eosina, el colorante de contraste, es considerado un

colorante ácido porque se une a grupos catiónicos de los componentes celulares

(Fortoul, 2010). Como se ha reseñado antes, esta tinción es inespecífica, pero

funcionó como un primer acercamiento a la observación de la estructura tisular de

los xenotrasplantes.

6.11 Inmunolocalización de factores de proliferación celular en tejidos
tumorales de carcinoma de próstata

El análisis por inmunohistoquímica como su nombre lo sugiere es la combinación

de técnicas histológicas, inmunológicas y químicas, para la identificación de

antígenos celulares específicos. La técnica permite identificar la localización y

distribución de moléculas específicas mediante una reacción antígeno-anticuerpo

en células o tejidos. La inmunohistoquímica se utiliza en una variedad de

disciplinas tales como la patología, bioquímica y medicina. Esta metodología es

una herramienta de apoyo diagnóstico y búsqueda de marcadores de pronóstico,

así como la predicción de la respuesta al tratamiento en cáncer (Taylor, 2014).

Para el análisis inmunohistoquímico de los tejidos tumorales conservados en el

experimento 6.10, los tumores se cortaron en rebanadas de 4 µm de grosor y se

colocaron sobre portaobjetos cargados con poly-L-lisina. Los cortes se

conservaron por el método de inclusión en parafina, por lo que fue necesario llevar

a cabo la desparafinación a 56-60 °C por 30 minutos con xilol, etanol absoluto, al

90%, 80% y 70%, agua destilada y disolución amortiguadora de fosfatos (PBS).

Este exordio describe la preparación de las muestras antes las determinaciones

por inmunohistoquímica. La secuencia experimental se resume en los siguientes

pasos:
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1. Recuperación antigénica: en amortiguador de citratos a pH de 6, a 120 °C

en olla de presión durante 3 minutos. Posteriormente, se realizan tres

lavados con PBS, durante cinco minutos cada uno.

2. Bloqueo de la peroxidasa endógena: el bloqueo se hizo exponiendo los

tejidos a H2O2 al 10% durante 10 minutos, seguido de tres lavados con PBS

de 3 minutos cada uno.

3. Permeabilización: se realizó por tratamiento con una disolución de tritón X-

100 al 0.2% durante 10 minutos.

4. Bloqueo de señal inespecífica: consistió en exponer los tejidos a una

disolución de albúmina al 0.1% en PBS durante 10 minutos, el exceso de

albúmina se eliminó con lavados de PBS.

5. Incubación con el anticuerpo primario: se utilizaron los anticuerpos anti-

PCNA, hecho en cabra (1:200) y anti-Ki67 (1:100) hecho en conejo. Los

anticuerpos fueron adquiridos de la compañía Santa Cruz Biotechnology,

Inc. PCNA (sc-9857) y Ki67 (sc-15402). La incubación se realizó durante

toda la noche a 4 °C, seguida de tres lavados con PBS (3 minutos cada

uno).

6. Bloqueo de la señal inespecífica: se hizo nuevamente el tratamiento con

disolución de albúmina al 0.1% en PBS durante 10 minutos.

7. Incubación con el anticuerpo secundario: el anticuerpo secundario unido a

biotina anti-IgG anti-cabra y anti-conejo respectivamente. La incubación se

realizó a 37 °C durante 30 minutos, con tres lavados posteriores con PBS.

8. Incubación con el complejo estreptavidina-peroxidasa (HRP): a 37 °C

durante 30 minutos.

9. Revelado: la detección de las señales inmunihistoquímicas se realizó con

diaminobenzidina (DAB) por 3 minutos.

10.Contratinción: con el fin de diferenciar los núcleos marcados con productos

inmunoreactivos o con hematoxilina; se realizó una tinción con hematoxilina

de Harris durante tres a cinco minutos en cada tejido.
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11.Deshidratación de los tejidos: se hizo con un gradiente etanol al 70%, 80%,

y 90% (30 lavados instantáneos en cada caso), etanol absoluto (por 3

minutos), xilol (por cinco minutos).

12. Montaje con resina hidrofóbica.

6.12 Determinación de apoptosis celular por la técnica de TUNEL
La fragmentación del DNA es una característica de la apoptosis. En este ensayo

se utiliza la transferasa terminal (rTdT) que añade nucleótidos (dUTPs) marcados

con biotina a los extremos 3’ libres en el DNA, lo que permite detectar la

fragmentación del DNA producida por la muerte por apoptosis. La biotina es un

sustrato del complejo HRP y el revelado para evidenciar la marca apoptótica se

hace mediante una reacción con diaminobenzidina (DAB), un sustrato

cromogénico (Figueroa, 2017).

Para desarrollar el experimento se utilizó el kit Promega® (G7131) para detección

de la fragmentación del DNA in situ. Se obtuvieron cortes seriados de 4 µm de los

tejidos incluidos en parafina. Después se les retiró la parafina a 56-60 °C por 30

minutos y con un gradiente desde xilol, etanol absoluto, al 90%, 80%, 70%, agua

destilada y disolución amortiguadora de fosfatos (PBS). El desarrollo experimental

se realizó según el manual de procedimientos indicado en G7131 y se describe en

la siguiente secuencia:

1. Tratamiento con NaCl al 0.85% por 5 minutos

2. Lavado con PBS por 3 minutos

3. Fijación de los tejidos con formol al 10% por 10 minutos. Seguido de tres

lavados con PBS, durante 3 minutos cada uno.

4. Permeabilización de la membrana nuclear: se realizó por exposición de los

tejidos con proteinasa K diluida 1:500 por 10 minutos, el exceso de

proteinasa K se eliminó con lavados de PBS por 3 minutos cada uno.

5. Fijación nuevamente con formaldehído al 10% durante 5 minutos

6. Tratamiento con el buffer de equilibrio durante 10 minutos
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7. Incubación con los nucleótidos biotinilados y la rTdT a 37 °C por 60 minutos

(es importante proteger de la luz).

8. Concluir la reacción adicionando solución salina 20x y lavar tres veces con

PBS.

9. La Inhibición de la peroxidasa endógena se realizó con H2O2 al 30%

durante 5 minutos y sus respectivos lavados con disolución amortiguadora

(PBS).

10. Incubación con el complejo HRP (1:500), a 37 °C durante 30 minutos y tres

lavados con PBS.

11. Las señales de apoptosis se visualizaron mediante la reacción con

diaminobenzidina (DAB), la exposición de los tejidos con este reactivo fue

durante 10 minutos. Finalizar la reacción con un lavado con agua destilada

12. Contratinción con hematoxilina de Harris.

13. Deshidratación con un gradiente desde etanol al 70%, 80% y 90% (30

lavados instantáneos en cada caso), etanol absoluto (por 3 minutos), xilol

por cinco minutos.

14. La conservación de las muestras se realizó por montaje con resina

hidrofóbica.

6.13 Análisis microscópico de las muestras y adquisición de
fotomicrografías.

Las fotomicrografías del análisis histológico, inmunotinciones y resultados del

ensayo TUNEL se tomaron con una cámara digital Nikon DS-U2, acoplada a un

microscopio Nikon Eclipse 80i; usando el software de captura Nis Elements-F

versión 3.0, instalado en un equipo cuyo sistema operativo es Windows XP. Para

tomar las fotomicrografías, se seleccionaron los parámetros de iluminación más

adecuados desde el microscopio y se cuidó minuciosamente tomar todas las

fotografías con la misma intensidad de luz, así como los elementos digitales. De

cada corte se hizo la observación microscópica total y se tomaron 10

fotomicrografías con la lente objetiva de 40x y 10 con la lente de 20x; con el
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objetivo de tener mayor área de visualización. Las imágenes fueron digitalizadas a

2560 × 1920 pixeles en formato TIF.

6.14 Análisis cuantitativo de las fotomicrografías

El análisis cuantitativo se llevó a cabo con el software de análisis de imagen Image

Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics). Las áreas en color café correspondientes a la

inmunotinción se cuantificaron como la suma de las áreas o el número de núcleos

así como la densidad óptica integrada (DOI). Primeramente, se estandarizaron los

rangos de calibración espacial (50 µm), la DOI (0-10,000 unidades), tamaño de

área de los objetos que se cuantificaron (1-300,000 µ2) y definieron los colores a

analizar. Este último rango, se seleccionó realizando un análisis primario en 10

fotografías, para encontrar el ejemplar con la menor marca (color más claro) y

donde se observó mayor marca (café más oscuro); utilizando el criterio de

tonalidad, saturación e intensidad por sus siglas en el idioma inglés (HSI).

Finalmente, se diseñó una secuencia de instrucciones informáticas “macro” para

analizar todas las fotomicrografías de forma automática. Dicha programación se

formó con las siguientes instrucciones:

a) Importar cada una de las fotomicrografías: desde el menú file > open

seleccionar la carpeta donde se guardaron las imágenes y desplegarlas

desde la plataforma del programa Image Pro Plus 7.0. La aplicación de

la calibración espacial de 50 µm: el programa de forma predeterminada

emite los resultados del análisis en pixeles, por lo que fue necesario

diseñar una conversión a micras que es la escala microscópica a la que

se tomaron las imágenes. Esta opción se encuentra en la barra de

herramientas superior siguiendo el algoritmo: “measure > calibration >

Spatial Calibration. En esta última opción se abre una ventana donde se

muestra la calibración guardada previamente, seleccionar y se

configurará automáticamente en cada fotografía que se trabaje (Figura

12a).
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Figura 12a. Ventana de aplicación de la calibración espacial de 50 µm.

b) Calibración de intensidad: este parámetro se programa con el fin de

definir los colores que el programa cuantificará como “claro” u “oscuro”

para calcular la densidad óptica. Igualmente, el algoritmo es: “Measure >

Calibration > Intensity Calibration > ajustar a la curva: std: Optical

Density” con la fotografía que presentó la mayor intensidad de la marca;

indicando manualmente las áreas más oscuras y claras en dicha imagen

(Figura 12b).

Figura 12b. Aplicación de la calibración de intensidad para determinar la densidad óptica.

a)

b)
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c) Segmentación de los colores: esta herramienta permitió seleccionar el

rango de colores que se determinó como marca positiva para los

ensayos de inmunohistoquímica o TUNEL. Las instrucciones son las

siguientes: “count/size > Intensity range selection > manual” con lo cual

se despliega la ventana de segmentación de colores. El análisis se

desarrolló usando el histograma de colores y el criterio HSI. Finalmente,

se definieron los valores máximos y mínimos para H, después de

analizar 10 fotomicrografías de cada tipo de tinción, oscilando el valor

mínimo de 2 a 4 y máximo 36 a 53. Los valores de S e I se consideraron

variables para cada imagen como se indica en el manual de operación

del programa.

Figura 12c. Fragmentación de los colores a analizar en la cuantificación de productos

inmunoreactivos de las tinciones por TUNEL.

d) Análisis de las áreas totales y DOI: “count/size > mesure > select

mesurements” finalmente, se genera una ventana donde se muestran

todas las variables que el programa puede medir. En este caso sólo se

seleccionaron la suma de las áreas y DOI como parámetros

representativos del análisis. Los datos se exportaron al programa excel

c)
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para su análisis estadístico. Un ejemplo se puede observar en la Figura

12d.

Figura 12d. Generación de resultados sobre áreas y DOI en cada fotomicrografía.

6.15 Efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la maduración de
células dendríticas.

Para complementar la indagación sobre el efecto antitumoral de los triterpenos

AMD y 3α-OH AMD, se planteó la hipótesis de que dichas moléculas potencian

una respuesta inmune antitumoral, a través de la maduración de células

dendríticas.

6.15.1 Obtención y caracterización de células dendríticas a partir de
médula ósea

Se obtuvieron células dendríticas derivadas de médula ósea, de acuerdo con la

metodología descrita previamente descrita con algunas modificaciones (Lutz,

1999). El método consistió en  obtener  los  huesos  fémur  y  tibia  de  ratones

C57BL/6,  se  remueve  el músculo  y  los  huesos  se  desinfectan  con  lavados

de  etanol  al  70%. Las epífisis y diáfisis de los huesos se remueven con

disolución salina de fosfatos (0.4 g/L KH2PO4, 0.726 g/L Na2HPO4, 9 g/L de NaCl y

0.2 g/L de KCl). Las células se sembraron en medio RPMI-1640 el cual fue

c)
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adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB), sulfato de estreptomicina (250

µg/mL), penicilina (250 U/mL), anfotericina B (0.625 µg/mL)  y  L-glutamina  (2

mM)  y  mercaptoetanol  (50  µM).  Las condiciones de incubación fueron

temperatura de 37 °C, atmósfera de 5% de CO2 y cámara de humedad.

Es importante precisar, que el medio RPMI-1640 se suplementa con 20% de

sobrenadante de un cultivo de células CHO-K1 (CRL-9618), el cual contiene

aproximadamente  20  U/L  del  factor  de  crecimiento  de  granulocitos  y

macrófagos (GM-SCF). Cada 48 h se reemplaza el medio RPMI-1640

complementado con GM-SCF. Con el fin de conocer el grado de diferenciación de

las células dendríticas a partir de MOCDs se marcaron con anticuerpos anti-CD40,

anti-CD80 y anti-CD86. Posteriormente, el cultivo de dichas células se trató con 30

µM de AMD o 3α-OH AMD por 24 horas. El grado de maduración de las células

dendríticas después del tratamiento se evaluó a través de la expresión de las

moléculas coestimulatorias (CD40, CD80 y CD86) determinadas por citometría de

flujo, analizando tanto las células positivas como la intensidad de fluorescencia.

6.17 Análisis estadístico

Los resultados de esta investigación se reportan como los valores promedio ±

error estándar (EE) o desviación estándar del promedio ± (DE). El análisis

estadístico consistió en ejecutar una prueba de Kolmogorov-Sminnov (KS) para

determinar la distribución de los datos. Sí los datos mostraron una distribución

normal, se realizó un Análisis de Varianza de dos Vías (ANADEVA) seguido de

una prueba e comparación múltiple (Tukey), por ejemplo: efecto antitumoral y la

toxicidad a nivel sistémico.

En las pruebas donde los datos no mostraron una distribución normal, después de

realizar la prueba de KS se experimentó un ANADEVA de Kruskal-Wallis seguida

de una prueba de Dunnett T3. Las diferencias estadísticas se reportan con los

valores de p<0.05. Las pruebas estadísticas se realizaron en el programa Graph

Pad Prism 6 y las gráficas fueron diseñadas en Origin Pro 8.



49

7. RESULTADOS

Descripción

Al estudio se incorporaron los triterpenos AMD y 3α-OH AMD y se evaluó su efecto

sobre xenotrasplantes inducidos con células PC-3 y MDA-MB-231. Los

experimentos in vivo, se desarrollaron con una n = 6 en cada grupo experimental e

in vitro se llevaron a cabo por cuadruplicado.

El análisis histológico de los xenotrasplantes, se hizo con el fin de demostrar el

efecto antiproliferativo e inducción de apoptosis como uno de los posibles

mecanismos asociados a la inhibición del crecimiento tumoral en los ratones

desnudos (nu/nu). En este caso, se analizaron tres cortes por cada grupo

experimental, los cortes se seleccionaron aleatoriamente entre las seis muestras

tumorales generadas en cada grupo. Por otro lado, se analizó el efecto de los

ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la maduración de CD.

También se estudiaron los efectos tóxicos de los compuestos AMD y 3α-OH AMD

en ratones a nivel hematológico, hepático y renal.

Los resultados generados en esta investigación se informan en cuadros, gráficas y

fotomicrografías para una mejor comprensión por parte del lector.

7.1 Aislamiento y purificación de los ácidos AMD y 3α-OH AMD

Para el aislamiento y purificación de los triterpenos se trabajaron 5.97 kg de la

corteza de A. adstringens, de la cual el extracto hexánico dio un rendimiento de 3-

3.5% y el extracto de acetato de etilo 4.9-5.7%. El Cuadro 4a muestra los

resultados de la purificación por lote de 30 g de extracto, y en el Cuadro 4b el

análisis del análisis cromatográfico de ambos extractos.
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Cuadro 4a. Resultados de la extracción de la corteza de A. adstringens con hexano y acetato de

etilo. Los resultados muestran los valores promedio de cinco experimentos independientes ± DE.

Extracto hexánico

Matraz Cantidad de
corteza

(g)

Cantidad de
extracto

(g)

Rendimiento del
extracto

(%)

Promedio ± DE

1 1235.26 37.17 3.0

3.2 ± 0.18

2 881.0 27.51 3.1

3 1252.9 43.23 3.5

4 1239.4 39.86 3.2

5 1291.6 40.95 3.2

Extracto de acetato de etilo

1 1107.4 63.67 5.7

5.46 ± 0.32

2 1214.20 69.81 5.7

3 1175.7 57.27 4.9

4 1241.1 68.53 5.5

5 749.7 41.32 5.5

Cuadro 4b. Rendimiento de los triterpenos AMD y 3-OH AMD en los extractos de hexano y

acetato de etilo de la corteza de A. adstringens.

Compuesto Fuente Gradiente de
elución

Hex: AcOEt

Punto de
fusión  (°C)

Cantidad
(g)

Rendimiento
por 1000 g de
corteza (%)

Pureza
%

AMD Extracto
hexánico

90:10
85:15

176-178 2.3 0.23 98.15

3αOH AMD Extracto de
acetato de

etilo

80:20
70:30

149-150 3.1 0.31 98.12

La pureza de AMD y 3α-OH AMD se analizó por CLAR (Apéndices 4 y 8). Las

estructuras químicas de los ácidos AMD y 3α-OH AMD se corroboraron por

comparación de los datos físicos y espectroscópicos con los reportados en la
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literatura (Oviedo, 2007, Revelo, 2010) y se informan los espectros de RMN de 1H

(Apéndice 1, 5), IR (Apéndices 2, 6) y la espectrometría de masas (Apéndices 3 y

7) para cada uno de los ácidos.

7.2 Efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la viabilidad de las
líneas celulares MDA-MB 231 y PC-3.

Con el objetivo de complementar los datos descritos en la literatura se obtuvieron

las curvas de concentración-respuesta del efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD

sobre la viabilidad de las líneas celulares de carcinoma de glándula mamaria

(MDA-MB-231) y próstata (PC-3), con un tiempo de experimentación de 48 horas.

Las concentraciones inhibitorias medias (CI50) se obtuvieron con el método de

cristal violeta y comparando con la doxorubicina o cisplatino como fármacos de

referencia (Cuadros 5 y 6).

Cuadro 5. Efecto citotóxico a las 48 horas después del tratamiento con AMD y 3α-OH AMD sobre

la línea celular MDA-MB-231. Los datos se reportan como el promedio ± DE obtenidos por tres

experimentos independientes realizados por triplicado.

Tratamiento CI50 (µM)

AMD 59.47 ± 2.28

3α-OH AMD 53.49 ± 1.90

Doxorubicina 0.28 ± 0.01

Los resultados muestran que los dos triterpenos son menos citotóxicos que el

cisplatino y la doxorubicina. La CI50 concuerda con los datos publicados en la

literatura, donde el rango reportado independientemente de las líneas celulares o

el método de determinación oscila entre 40 y 70 µM.
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Cuadro 6. Efecto citotóxico a las 48 horas después del tratamiento con AMD y 3α-OH AMD sobre la

línea celular PC-3. Los datos se reportan como el promedio ± DE obtenidos por tres experimentos

independientes realizados por cuadruplicado.

Tratamiento CI50 (µM)

AMD 56.51 ± 2.31

3α-OH AMD 54.52 ± 4.95

Cisplatino 15.56 ± 1.14

7.2.1 Efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la viabilidad de células
no tumorales

Con el objetivo de determinar si los ácidos AMD y 3α-OH AMD tienen alguna

especificidad por las células tumorales, se analizó el efecto de dichos compuestos

sobre cuatro líneas celulares no tumorales, J774 (macrófagos murinos), MT2

(linfocitos humanos), CLR-1790 (células de colon humano) y H9C2 (cardiomiocitos

murinos) y los resultados se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la viabilidad celular de cuatro líneas

celulares no tumorales. Los datos se reportan como el promedio ± DE obtenidos por tres

experimentos independientes.

% de inhibición de la viabilidad celular

Tratamiento J774 H9C2 MT2 CLR-1790

AMD 13.45 ± 3.7 30.7 ± 5.7 NA NA

3α-OH AMD 16.00 ± 4.39 41.91± 0.69 54.55 ± 4.75 NA

NA: no activo
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7.3 Determinación de la dosis letal 50 de los ácidos AMD y 3α-OH AMD

La dosis letal media (DL50) se calculó mediante los siguientes algoritmos
matemáticos:

AMD

3α-OH AMD

Con el objetivo de analizar el efecto de los ácidos en individuos sanos, se realizó

la prueba de toxicidad aguda, en ratones CD1, los resultados se muestran en el

Cuadro 8.

Cuadro 8. Determinación de la DL50 para los ácidos AMD y 3α-OH AMD. Los datos muestran el

resultado de una n = 3 por cada grupo de tratamiento.

Triterpeno Primera parte de la prueba Segunda parte de la prueba DL50

AMD

Dosis
(mg/kg)

Mortalidad Dosis Mortalidad

353.55 mg/kg
10 0/3 250 0/3

100 0/3 500 1/3
1000 3/3 750 3/3

3α-OH AMD
10 0/3 170 0/3

188.94 mg/kg100 0/3 210 1/3
1000 3/3 250 2/3

500 3/3

Las dosis donde no hubo decesos fueron de 250 mg/kg (AMD) y 170 mg/kg (3α-

OH AMD), los animales sobrevivientes no presentaron pérdida de peso durante los

14 de días de observación posteriores al tratamiento. Por otro lado, en las dosis

más altas de cada triterpeno, donde se observó muerte en la segunda fase del

método de Lorke se realizaron las necropsias correspondientes y los resultados

del análisis morfológico se muestran en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Efectos tóxicos de los triterpenos AMD y 3α-OH AMD observados a dosis superiores a la
DL50. Los resultados por órgano describen las observaciones del análisis morfológico realizado
posmortem.

Triterpeno y
dosis

Síntomas de
toxicidad *

Análisis morfológico por órganos

Pulmón Riñón Intestino Bazo

AMD
(700 mg/kg)

Fenómeno de
Straub,
estiramientos y
piloerección

Congestión y
edema
pulmonar
moderados
difusos.

Congestión
cortico-medular y
degeneración
tubular moderada
difusa.

Las células de
los túbulos
renales muestran
un citoplasma
fragmentado y
granular.

Proliferación del
tejido linfoide
asociado a
mucosas, con
evaginación
hacia las criptas
intestinales

Hematopoye-
sis
extramedular

3α-OH AMD
(500 mg/kg)

Fenómeno de
Straub, tremor y
piloerección

Hemorragias Pielitis
linfoplasmocítica
leve focal.

Hiperplasia del
tejido linfoide
grave zonal

Folículos
linfoidoes
despoblados
y células
blásticas en
el
parénquima

* Observaciones 10 minutos después de la ministración de los triterpenos

7.4 Actividad antitumoral de los ácidos AMD y 3α-OH AMD en

xenotrasplantes de células PC-3

El análisis del efecto antitumoral de los triterpenos AMD y 3αOH AMD, constituye

un hallazgo importante sobre el potencial terapéutico de dichos compuestos en la

quimioterapia contra el cáncer. La singularidad de este estudio conlleva al

replanteamiento de los paradigmas para la búsqueda de nuevos fármacos anti-

tumorales; ya que ambos triterpenos muestran potencial como agentes

antitumorales. Los resultados de este experimento muestran que los tumores

correspondientes al grupo control (sin tratamiento), alcanzaron un volumen

tumoral promedio de 3,500 mm3. Mientras que, aquellos que recibieron

tratamientos con AMD (60, 125 y 250 mg/kg), 3α-OH AMD (60, 125 mg/kg) y

cisplatino (2 y 4 mg/kg) crecieron en promedio 500 mm3, durante un experimento

con duración de 21 días. Como se muestra en la Figura 13, hay diferencias

estadísticas significativas entre los grupos de tratamiento respecto al control,
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disminuyendo seis veces el crecimiento de la masa tumoral. El AMD presentó un

índice de inhibición del crecimiento tumoral de 88.76 % a la dosis de 60 mg/kg,

83.42 % (125 mg/kg) y 79.02% (250 mg/kg). El 3-OH AMD 79.62% a 60 mg/kg, y

125 mg/kg (81.19%) respecto al control negativo.
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Figuras 13. Efecto antitumoral de los ácidos AMD (A) y 3α-OH AMD (B) in vivo. La actividad

antitumoral de los compuestos AMD y 3-OH AMD fue evaluada en ratones nu/nu trasplantados

con células de carcinoma prostático (PC-3). Los ratones fueron inoculados con 3 x 106 células PC-

3 en el lado escapular derecho. Una vez que los tumores alcanzaron el tamaño promedio de 50

mm3, los ratones recibieron las dosis indicadas de AMD, 3α-OH AMD o cisplatino Los datos se

muestran como el promedio del volumen tumoral ± EE para una n = 6 por cada grupo experimental.

****p<0.0001 indica las diferencias estadísticas de los grupos que recibieron tratamiento respecto

al control negativo. Los datos se analizaron mediante un análisis de varianza (ANADEVA) de dos

vías seguido de una prueba de comparación múltiple (Tukey).

El peso corporal de los animales que recibieron tratamientos con los ácidos AMD y

3α-OH AMD no cambió significativamente. No obstante, los grupos que se

ministraron con cisplatino perdieron 29% de su peso corporal a la dosis de 4

mg/kg y 13.54% cuando reciben tratamiento con 2 mg/kg del mismo fármaco. Las

diferencias en la pérdida de peso desde el inicio del tratamiento al final del mismo,

fueron comprobadas al realizar el análisis estadístico determinado mediante un

análisis de varianza (ANADEVA) de medidas repetidas, encontrando que, el único
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grupo que presentó una diferencia estadística significativa (**p<0.01) fue el tratado

con cisplatino 4 mg/kg (Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto de los ácidos AMD y 3αOH AMD sobre el peso corporal de ratones

xenotrasplantados con células PC-3. Los datos se muestran como el promedio ± EE (error

estándar de la media) para n = 6 por cada grupo experimental. Los datos se analizaron mediante

un análisis de varianza (ANADEVA) de medidas repetidas. **p<0.01 representa las diferencias

estadísticas en el cambio de peso al inicio y respecto al final del tratamiento.

Por otro lado, los parámetros bioquímicos se analizaron en muestras de sangre al

concluir los tratamientos con los triterpenos y los fármacos de referencia

(cisplatino o doxorubicina). Para este fin, sólo se analizaron los grupos que

recibieron las dosis menores tanto de los triterpenos como del fármaco de

referencia, ya que dichas dosis fueron igualmente efectivas que las dosis mayores.

El Cuadro 11 muestra los resultados para los grupos tratados con cisplatino 2

mg/kg, AMD 60 mg/kg, 3α-OH AMD, el control negativo y sano. Las alteraciones

más evidentes en los resultados del hemograma del grupo que recibió cisplatino (2

mg/kg) son: la disminución significativa (*p<0.05) en los leucocitos (leucopenia),

linfocitos (linfopenia) los cuales sugieren indicios de toxicidad a nivel

hematológico. En el caso de los grupos que se ministraron con los triterpenos no

se observan cambios significativos tanto en los leucocitos como linfocitos.

En relación a la creatinina, un metabolito que permitió evaluar la función renal, en

el grupo sano el valor promedio fue de 37.33 ± 8.95 U/L comparado con el control

negativo (con tumor y sin tratamiento) donde el valor fue de 29.33 ± 1.33 U/L.

Estos datos sugieren una disminución en la eliminación de la creatinina por la

Tratamiento Peso (g)
Inicial

Peso (g)
Final

Cisplatino 4 mg/kg 19.61 ± 0.61 13.80 ± 0.82**
Cisplatino 2 mg/kg 25.13 ± 0.68 21.73 ± 0.93

AMD 60 mg/kg 22.06 ± 0.98 20.96 ± 0.67
AMD 125 mg/kg 23.33 ± 1.01 22.25 ± 1.18
AMD 250 mg/kg 24.23 ± 0.88 24.31 ± 1.09

3α-OH AMD 60  mg/kg 23.90 ± 1.16 21.96 ±  1.05
3α-OH AMD 125  mg/kg 24.76 ± 1.76 22.46 ± 1.82

Control negativo 22.02 ± 1.45 19.72 ± 1.48
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inducción del tumor, lo cual podría estar relacionado a las alteraciones que las

células tumorales presentan en su metabolismo. Específicamente, se ha

observado la expresión de una variante de la enzima piruvato cinasa (PKM2) que

desacopla la síntesis de piruvato, por desviar la transferencia del grupo fosfato de

alta energía del fosfoenol piruvato a la enzima glicolítica fosfoglicerato mutasa

(PGAM) en lugar de transferirse al ADP como ocurre en condiciones fisiológicas

(Sciacovelli, 2014).

Respecto al grupo que recibió la dosis de 2 mg/kg de cisplatino el nivel de

creatinina observado fue de 84 U/L, resultó en una diferencia significativa

comparado con el grupo control negativo y sano (****p<0.0001). En los grupos que

recibieron tratamiento con los triterpenos se observaron niveles similares al grupo

control negativo; estos datos indican que los compuestos no inducen

nefrotoxicidad durante el tiempo de tratamiento.

Para monitorear la función hepática en los grupos de tratamiento se analizaron los

niveles séricos de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina

aminotransferasa (ALT). La AST, es una enzima que se usa como marcador

bioquímico de la función hepática sobre todo en la ingesta de fármacos. Los

resultados muestran que los animales que recibieron cisplatino (2 mg/kg)

presentan un incremento de 130 U/L respecto al grupo sano y comparado con el

control negativo el aumento es de 142 U/L, lo cual se consideró estadísticamente

significativo (****p<0.0001). Los niveles séricos de AST en el grupo que recibió

AMD 60 mg/kg son similares al grupo sano y respecto al control negativo se

observa una disminución de 10 U/L, dicha cantidad no representó una diferencia

estadística significativa. En relación con el grupo que recibió 3α-OH AMD (60

mg/kg) se observa un aumento de 9 unidades, misma que tampoco representó

una diferencia significativa contrastado con el control negativo. En cuanto a la

determinación de ALT, una enzima propia de los hepatocitos, no se observaron

cambios por la inducción del tumor y por la ministración de los diferentes

tratamientos, lo que sugiere que los incrementos en la AST no correlacionan con
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un daño en la estructura celular de las células hepáticas. En el Cuadro 11 se

resumen los resultados de toxicidad.

Cuadro 11. Efectos tóxicos de los triterpenos AMD y 3α-OH AMD a nivel sistémico en ratones

ministrados de forma subcrónica y xenotrasplantados con células PC-3. Los datos se muestran

como los valores promedios ± EE para n = 3 por cada grupo.

Parámetro bioquímico Control sano Control
negativo

Cisplatino
2 mg/kg

AMD
60 mg/kg

3α-OH AMD
60 mg/kg

Leucocitos  (x 109/L) 4.46 ± 0.13 3.73± 1.73 1.93 ± 0.12* 4.56 ± 0.92 3.80 ± 0.35

Linfocitos (x 109/L) 2.83 ± 0.76 2.2 ± 1.17 0.75 ± 0.27* 2.06 ± 1.28 1.46 ± 0.33

Eritrocitos  (x 1012 /L) 7.66 ± 0.43 4.13 ± 1.27 7.16 ± 0.37 7.16 ± 1.0 8.53 ± 0.68

Hemoglobina (g/L) 149.0 ± 2.0 134 ± 6.08 120.66 ± 9.93 135.33 ± 13.24 153.66 ± 5.60

Glucosa (mmol/L) 9.37 ± 0.64 11.25 ± 0.66 7.80 ± 0.86 6.94 ± 1.97 8.39 ± 1.92

Urea (BUN) (mmol/L) 7.93 ± 0.68 7.86 ± 0.78 9.03 ± 0.94 8.46 ± 0.03 8.56 ± 1.04

Creatinina (mmol/L) 37.33 ± 8.95 29.33 ± 1.33 84.0 ±  3.21**** 24.0± 6.02 26.66 ± 0.88

Alanina Transferasa ALT
(U/L)

52.66 ± 5.81 53 ± 5.50 56.66 ± 6.69 53.33 ± 17.48 51.33 ±  7.42

Aspartato transferasa
AST (U/L)

155.33 ± 2.40 143.66 ± 9.35 285.66 ± 13.37**** 145.33 ± 18.66 164.66 ± 6.76

Valores para los grupos que mostraron diferencias estadísticas en comparación al grupo sano,

control negativo, MDA 60 mg/kg y 3α-OH AMD. *p<0.05 y ****p<0.0001.

7.5 Efecto antitumoral de los ácidos AMD y 3α-OH AMD en

xenotrasplantes de células MDA-MB-231

Los antecedentes bibliográficos indican que el efecto inhibitorio de los triterpenos

AMD y 3α-OH AMD sobre la viabilidad celular, es menor que el fármaco de

referencia usado en este trabajo. Para comparar el efecto inhibitorio del

crecimiento tumoral de los dos triterpenos con la doxorubicina, in vivo, se realizó el

experimento sobre xenotrasplantes de células MDA-MB 231. Los resultados

muestran que las masas tumorales crecieron en promedio 2100 mm3 a los doce

días en el grupo que no recibió tratamiento (control negativo). Comparativamente,

los grupos que recibieron AMD y 3α-OH AMD a 60 mg/kg alcanzaron un promedio

de 580 y 970 mm3 respectivamente, y doxorubicina (1 mg/kg) 1600 mm3. Como se

observa en los resultados, a los 12 días de tratamiento, el índice de inhibición del
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crecimiento tumoral con ambos triterpenos representa una diferencia estadística

significativa (*p<0.05) respecto al control, AMD (72.09%) y 3α-OH AMD (53.26%).

Mientras que la doxorubicina presentó un índice de inhibición del crecimiento

tumoral de 22.88%, estos datos sugieren mayor eficacia de los triterpenos

comparados con la doxorubicina a las dosis de prueba (Figura 14). La

doxorubicina es un fármaco citotóxico y se ha utilizado ampliamente para

comparar el efecto de varios compuestos estudiados como posibles agentes

antitumorales. Es importante destacar, que para los estudios de los

xenotrasplantes derivados de células MDA-MB 231, se probaron las dosis

menores a las que se observó el efecto en los xenotrasplantes de células PC-3;

debido a que el comportamiento de los compuestos de prueba en estas

condiciones de trabajo es independiente de la dosis.

Figura 14. Efecto antitumoral de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre xenotrasplantes de células

de carcinoma de mama triple negativo (MDA-MB-231). La actividad antitumoral de los compuestos

AMD y 3α-OH AMD fue evaluada en ratones nu/nu transplantados con células MDA-MB-231. Los

ratones fueron inoculados con 5 x 106 células MDA-MB-231 en el lado escapular derecho. Una vez

que los tumores alcanzaron el tamaño promedio de 50 mm3. Los datos se muestran como el

promedio del volumen tumoral ± EE para una n = 6 por cada grupo experimental. Los datos se

analizaron mediante un análisis de varianza (ANADEVA) de dos vías seguido de una prueba de

comparación múltiple (Tukey) con un nivel de significancia de *p<0.05.
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El peso corporal de los animales de experimentación se registró cada dos días

paralelamente a la medición de los tumores. Como se puede observar en el

Cuadro 12, los grupos que recibieron tratamiento con los triterpenos (AMD, 3α-OH

AMD) y doxorubicina no presentaron cambios en el peso, si se compara con el

control negativo donde se observa un incremento de 2 g aproximadamente, lo cual

es compatible con el peso y tamaño de la masa tumoral.

Cuadro 12. Efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre el peso corporal de ratones

xenotrasplantados con células MDA-MB-231. Los datos se muestran como el promedio ± EE (error

estándar de la media) para n = 6 por cada grupo experimental.

El Cuadro 13 muestra los valores de los parámetros bioquímicos medidos después

del tratamiento con los ácidos AMD y 3α-OH AMD durante 12 días, los datos se

muestran como el promedio ± EE y n = 3 por cada grupo experimental. En general,

la tendencia de los datos es similar a la observada en los animales que recibieron

el mismo tratamiento y, presentaban xenotrasplantes de células PC-3 (Cuadro 11).

Sin embargo, algunas diferencias observadas se precisan a continuación, la

primera divergencia se encuentra en los datos hematológicos, donde la inducción

de tumores con las células MDA-MB-231 correlaciona con una leucopenia

(***p<0.001). La cantidad de eritrocitos (5.53 x 1012/L) muestra un decremento

significativo (**p<0.01) en el grupo que recibió tratamiento con doxorubicina 1

mg/kg.

Adicionalmente, se analizaron tres elementos de la química sanguínea, con el

objetivo de evaluar efectos de toxicidad a nivel renal, específicamente sobre

nitrógeno ureico y creatinina en sangre. Las diferencias se encontraron en la

Tratamiento Peso (g)
Inicial

Peso (g)
Final

Doxorubicina 1 mg/kg 20.65 ± 0.82 20.61 ± 0.63
AMD 60 mg/kg 20.25 ± 0.80 20.35 ± 0.49

3α-OH AMD 60 mg/kg 20.88 ± 0.26 20.98 ± 0.23
Control negativo 18.73 ± 0.79 20.8 ± 0.71
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creatinina, los tres grupos, doxorubicina (1 mg/kg), AMD a la dosis de 60 mg/kg y

3α-OH AMD (60 mg/kg) muestran incremento significativo (*p<0.05) respecto a los

controles sano y negativo, estos resultados indican un indicio de toxicidad a nivel

renal tanto del fármaco de referencia como de los compuestos de prueba, lo que

sugiere experimentar dosis menores de los compuestos para evitar dicho efecto.

Respecto al perfil hepático, se analizó la actividad de dos enzimas clave como

indicadores de toxicidad a este nivel. No se observaron cambios en la ALT por la

inducción del xenotransplante de células MDA-MB-231 y los tratamientos. En el

análisis de AST se observaron diferencias estadísticas en el grupo que recibió

doxorubicina (****p<0.0001) respecto a los controles sano y negativo; este

hallazgo apoya los datos informados en la literatura sobre la cardiotoxicidad de la

doxorubicina, en este caso observada de forma indirecta (Chatterjee, 2010,

Barrett, 2010). El grupo que recibió 3α-OH AMD mostró una diferencia significativa

(*p<0.05) en los niveles de dicha enzima, esta información sugiere disminuir la

dosis del triterpeno para el tratamiento antitumoral.

Cuadro 13. Efectos tóxicos de los ácidos AMD y 3α-OH AMD a nivel sistémico en ratones

xenotrasplantados con células MDA-MB-231. Los datos se muestran como los valores promedios ±

EE para n = 3 por cada grupo.

Parámetro bioquímico Control sano Control
negativo

Doxorubicina
1 mg/kg

AMD
60 mg/kg

3α-OH AMD
60 mg/kg

Leucocitos  (x 109/L) 4.40 ± 0.11 2.46 ± 0.29**** ***6.33 ± 0.17 4.13 ± 0.24 4.83 ± 0.17

Linfocitos (x 109/L) 2.16 ± 0.72 0.8 ± 0.11 ***4.11 ± 0.11 1.66 ± 0.24 2.10 ± 0.20

Eritrocitos  (x 1012 /L) 7.26 ± 0.41 7.53 ± 0.66 **5.53 ± 0.26 8.30 ± 0.23 8.93 ± 0.14

Hemoglobina (g/L) 143 ± 5.29 124 ± 1.15 116 ± 3.72 136 ± 8.38 146.33 ± 12.33

Glucosa (mmol/L) 9.37 ± 0.67 9.92 ± 1.45 5.77 ± 1.10 5.96 ± 0.98 6.65 ± 1.11

Urea (BUN) (mmol/L) 7.93 ± 0.68 6.8 ± 0.11 8.70 ± 0.11 8.59 ± 0.15 8.69 ± 1.02

Creatinina (mmol/L) 29.33 ± 1.66 17.33 ± 3.52 *66.3 ± 19.27 *60.0 ± 12.58 *68.33 ± 9.17

Alanina Transferasa ALT
(U/L)

52.66 ± 5.81 54.06 ± 0.52 73.33 ± 8.98 46.66 ± 4.40 45.0 ± 1.52

Aspartato transferasa
AST (U/L)

155.33 ± 2.40 131.33 ± 3.17 ****263 ± 14.52 115.33 ± 2.90 *160.33 ± 2.60

Diferencia estadística respecto al control sano. *p<0.05, ***p<0.001,****p<0.0001.
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7.6 Análisis histológico de los tejidos tumorales

Después de demostrar el efecto de inhibición del crecimiento tumoral de ambos

triterpenos, surgió la pregunta:

¿los tumores que recibieron tratamiento mostraron una tasa de crecimiento menor,

porque las células no proliferaron o murieron?

Con el objetivo de observar la estructura tisular se realizó la tinción hematoxilina-

eosina, misma que funcionó como base para la sugerencia de algunas tinciones

inmunológicas. Los resultados se muestran en la siguiente serie de

fotomicrografías representativas, en las cuales se observan zonas de muerte

celular caracterizadas por la presencia de picnosis y algunos núcleos celulares

fragmentados. Estas evidencias son compatibles con los cambios morfológicos a

nivel celular observados en el proceso de muerte por apoptosis (Figura 15).

Figura 15. Fotomicrografías representativas de los xenotrasplantes de células PC-3 (A) y MDA-

MB-231 (B) teñidos con hematoxilina-eosina (HE). Las flechas en color negro indican las zonas de

muerte celular, núcleos condensados y fragmentados. El texto a través de las fotografías, indica el

tratamiento que recibió cada grupo experimental. La adquisición de las imágenes se hizo a 40X en

la escala microscópica y 50 µm en el software de adquisición de imagen Nis Elements-F versión

3.0
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Control negativo Cisplatino 4 mg/kg AMD 60 mg/kg
3α-OH AMD

60 mg/kg AMD 125 mg/kg
3α-OH AMD
125 mg/kg AMD 250 mg/kg

7.7 Efecto antiproliferativo de los ácidos AMD y 3α-OH AMD

Para contestar la pregunta anterior, se evaluó el efecto antiproliferativo de los

ácidos, en cortes histológicos de los xenotrasplantes. Se analizaron los cortes

mediante la inmunotinción para el antígeno nuclear Ki67, se analizó este marcador

para determinar si los triterpenos podrían funcionar como agentes anti-

proliferativos para inhibir el crecimiento tumoral. Los resultados se muestran en las

siguientes fotomicrografías (Figura 16).

Figura 16. Fotomicrografías representativas de la inmunotinción específica para Ki67. La

adquisición de las imágenes se hizo a 40X en la escala microscópica y 50 µm en el software de

adquisición antes citado. Las fotografías son representativas de tres xenotraslantes analizados por

cada grupo experimental. El texto a través de las imágenes indica el tratamiento para cada grupo

experimental y la marca en color café muestra las células positivas a la proteína Ki67.

Para complementar los datos sobre el efecto antiproliferativo de los dos triterpenos

por disminución en la expresión de Ki67, de la misma forma se analizó PCNA en

los xenotrasplantes de células PC-3. Los resultados de la inmunotinción específica

para PCNA indican que el ácido AMD disminuyó el número de células positivas a

las dosis de 125 y 250 mg/kg, mientras que el 3α-OH AMD presentó el mismo

efecto a las dosis de 60 y 125 mg/kg (Figura 17). En el análisis cualitativo, el

fármaco de referencia no mostró un efecto inhibitorio de la expresión de PCNA en

los xenotrasplantes.
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Control negativo Cisplatino 4 mg/kg AMD 60 mg/kg
3α-OH AMD

60 mg/kg
3α-OH AMD 125

mg/kgAMD 125 mg/kg AMD 250 mg/kg

Figura 17. Fotomicrografías representativas de la inmunotinción específica para PCNA. La

adquisición de las imágenes se hizo a 40X en la escala microscópica y 50 µm en el software de

captura Nis Elements-F. El texto a través de las imágenes indica el tratamiento para cada grupo

experimental. La marca en color café muestra las células positivas a la proteína Ki67.

En el primer acercamiento, se hizo una primera observación microscópica de las

inmunotinciones y obtuvieron imágenes de los cortes completos, para cada grupo

experimental, la adquisición de las imágenes se hizo a 20 y 40x respecto a la lente

microscópica y 100 y 50 µm respectivamente, en la escala del software de

adquisición de imagen (Nis Elements-F 3.0). Los resultados se interpretaron a

través de las observaciones microscópicas como mayor o menor tinción

comparando con el control negativo. Sin embargo, esta aproximación es subjetiva,

ya que no se obtiene una relación cuantitativa de los datos.

Se hizo un análisis digital, usando como herramienta el software de análisis de

imagen, Image Pro Plus 7.0. Como se describió en la sección “Materiales y

Estrategia Experimental” para la cuantificación de los marcadores de proliferación

celular se obtuvieron los núcleos celulares marcados positivamente a PCNA y

Ki67. Mientras que, para aquellas fotografías correspondientes al ensayo de

TUNEL, se obtuvo la suma de las áreas marcadas. La intensidad de la marca se

interpretó a través del parámetro densidad óptica integrada (DOI), por cada campo

microscópico analizado.

La cuantificación del PCNA, se determinó como el promedio del número de células

positivas al antígeno en 10 campos microscópicos seleccionados al azar, después

de analizar tres xenotrasplantes por cada grupo experimental. Los resultados

muestran que el compuesto AMD inhibió la expresión de PCNA a las dosis de 125

y 250 mg/kg, observándose un comportamiento independiente de la dosis (65% y
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38% respectivamente). En tanto que, el triterpeno 3α-OH AMD, se encontró que

inhibe 64% a la dosis de 60 mg/kg y 48% a 125 mg/kg. El grupo que recibió el

fármaco de referencia inhibió sólo el 13%, este porcentaje no significó una

diferencia (*p<0.05) respecto al control negativo (Figura 18a). Así mismo, se

analizó Ki67, como el promedio de células positivas a Ki67 en 10 campos

igualmente elegidos al azar y se realizó la comparación entre los grupos

experimentales. Como se muestra en la Figura 18b todos los grupos que

recibieron tratamiento mostraron diferencias significativas respecto al control

negativo (*p<0.05). El triterpeno AMD inhibió significativamente el promedio de

células positivas a Ki67 a las tres dosis indicadas (32%, 86%, 77%,

respectivamente). Por su parte, el compuesto 3α-OH AMD también inhibió la

expresión de este marcador en 81% a 60 mg/kg mientras que a la dosis de 125

mg/kg el porcentaje de inhibición fue 55%, para ambos compuestos en la Figura

18b se observa un comportamiento independiente de la dosis. El fármaco de

referencia (cis-diaminodicloroplatino (II) a la dosis de 4 mg/kg disminuyó el número

promedio de células positivas a Ki67 (33%).

Figura 18. Efecto anti-proliferativo de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre los marcadores de

proliferación celular PCNA (a) y Ki67 (b) en xenotrasplantes de células PC-3. Los resultados se

muestran como el promedio de las células positivas ± EE de tres xenotrasplantes analizados por

cada grupo experimental. Los datos se analizaron mediante ANADEVA de Kruskal-Wallis seguida

de la prueba de comparación múltiple (Dunn) indicando diferencias estadísticas respecto al control

negativo (*p<0.05).
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Otro parámetro analizado fue la DOI, para conocer si existe alguna diferencia en la

intensidad de la marca de las inmunotinciones correspondientes a los marcadores

de proliferación celular. Con este modelo de medición, los resultados muestran

diferencias estadísticas de los grupos que recibieron tratamiento comparado con el

control negativo, lo que sugiere una disminución en la proliferación celular.

En la Figura 19 se observan los datos encontrados para el antígeno PCNA (panel

izquierdo). El grupo que recibió cisplatino (4 mg/kg) muestra un porcentaje de

inhibición 47%, mientras el AMD a las tres dosis de prueba 60, 125 y 250 mg/kg

los porcentajes de inhibición son 30%, 81% y 38%, respectivamente, este hallazgo

indica que la dosis de 125 mg/kg es la que inhibe mayormente en términos de la

intensidad de la marca observada para PCNA. Por otro lado, en el grupo que

recibió el compuesto 3-OH AMD, los porcentajes de inhibición son 67% y 54%

respectivamente a las dosis de 60 y 125 mg/kg. Los datos aquí mostrados

representan una diferencia estadísticamente significativa (*p<0.05).

En la Figura 19 (panel derecho) se pueden observar los resultados

correspondientes a Ki67. El grupo que recibió cisplatino a la dosis de 4 mg/kg

mostró 72% de disminución de la DOI. En el caso de AMD el índice de inhibición

representa el 40%, 70% y 74% respectivamente a las dosis de 60, 125 y 250

mg/kg. Para el compuesto 3α-OH AMD (60 mg/kg y 125 mg/kg) los porcentajes de

inhibición son 84% y 74% respectivamente. Estos resultados, muestran

correlación respecto a los porcentajes obtenidos cuando se determinó el área

marcada en las inmunotinciones, no obstante, en el fármaco de referencia se

muestra un porcentaje de inhibición menor cuando se mide el área total (33%) que

cuando se mide la DOI.
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Figura 19. Disminución de la expresión de los marcadores de proliferación celular PCNA y Ki67

determinada en función de la intensidad de la marca, a los 21 días de tratamiento con los ácidos

AMD y 3α-OH AMD en xenotrasplantes de células PC-3. Los resultados se muestran como el

promedio de la DOI ± EE de tres tumores analizados por cada grupo experimental. Los datos se

analizaron mediante ANADEVA de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparación múltiple

(Dunn) indicando diferencias estadísticas respecto al control negativo (*p<0.05).

7.8 Los ácidos AMD y 3α-OH AMD inducen apoptosis in vivo

Para determinar si las evidencias de muerte celular observadas mediante la tinción

de hematoxilina-eosina correspondían a un proceso de apoptosis, los cortes se

analizaron mediante el ensayo de TUNEL. Las fotografías representativas se

muestran en la Figura 20, donde se puede observar una tinción positiva para las

dosis probadas de los dos triterpenos. En el análisis microscópico, se observan

algunas diferencias en la intensidad de la marca, resultando el ácido 3α-OH AMD

como el mejor agente proapoptótico. Dichas observaciones se comprobaron

mediante el análisis cuantitativo.
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Control negativo Cisplatino 4 mg/kg AMD 60 mg/kg
3α-OH AMD

60 mg/kg AMD 125 mg/kg
3α-OH AMD
125 mg/kg AMD 250 mg/kg

Figura 20. Fotomicrografías representativas de la fragmentación del ADN determinada mediante el

ensayo de TUNEL. La adquisición de las imágenes se hizo a 40X en la escala microscópica y 50

µm en el software de captura Nis Elements-F 3.0. El texto en la imagen indica el tratamiento por

cada grupo experimental y la marca en café indica las zonas donde se observó fragmentación del

ADN.

Se hizo el análisis morfométrico de las fotomicrografías tanto de los

xenotrasplantes de células PC-3 como de aquellos que se indujeron con células

de carcinoma de mama triple negativo (MDA-MB-231). Los resultados se muestran

como el promedio del área total, marcada positivamente, para el ensayo de

determinación de la fragmentación del ADN (TUNEL) y se compararon los grupos

que recibieron tratamiento respecto al control. Para los xenotrasplantes derivados

de células PC-3 el nivel basal de apoptosis representado en unidades de área es

3891.89 µm2 en tanto que para los tumores derivados de las células MDA-MB-231

es 594 µm2, lo que sugiere una mayor tasa de muerte en los xenotrasplantes de

carcinoma de próstata que en aquellos derivados de las células de carcinoma de

mama.

El ácido AMD indujo la fragmentación del DNA, a la dosis de 60 mg/kg aumentó el

área marcada positivamente 0.8 veces, 125 mg/kg (0.7 veces) y 250 mg/kg (0.6

veces) comportándose con el grupo control negativo. Para el ácido 3α-OH AMD,

se observó incremento en el área total correspondiente a la tinción de TUNEL, a la

dosis de 60 mg/kg se calculó un incremento de 1.30 veces y a 125 mg/kg un

incremento de 1.53 veces el área respecto al control sin tratamiento. El fármaco de

referencia a 4 mg/kg aumentó el área 0.57 veces respecto al mismo control

(Figura 21a).
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Para complementar los datos sobre el efecto proapoptótico en los xenotrasplantes

derivados de células PC-3, se analizó el mismo efecto en los xenotrasplantes de

células MDA-MB-231. Los resultados se muestran en la Figura 21, se probaron los

dos triterpenos a la dosis de 60 mg/kg y se usó doxorubicina 1 mg/kg como

fármaco de referencia. Los datos se muestran como el promedio del área total en

el grupo que recibió AMD a 60 mg/kg el incremento en el área fue 1.08 veces,

mientras que el 3α-OH AMD a la misma dosis mostró un incremento de 2.49

veces. El fármaco de referencia mostró un incremento de 0.1 veces. Estos

resultados sugieren un efecto proapoptótico in vivo de los triterpenos en estudio.
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Figura 21. Los ácidos AMD y 3α-OH AMD inducen apoptosis en xenotrasplantes de células PC-3

(a) y MDA-MB-231(b). Los datos se muestran como el promedio del área total ± EE. Los datos se

analizaron mediante ANADEVA de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparación múltiple

(Dunn) indicando diferencias estadísticas respecto al control negativo (*p<0.05).

7.9 Efecto de los ácidos AMD y 3α-OH AMD sobre la maduración de
células dendríticas

La capacidad que tienen los triterpenos AMD y 3α-OH AMD de madurar células

dendríticas, y su posible aplicación como adyuvantes en la inmunoterapia

antitumoral; se llevó a cabo en colaboración con el Laboratorio de Inmunoterapia e

Ingeniería de Tejidos. Departamento de Biología Celular y Tisular. Facultad de

Medicina, UNAM. La relevancia de estos hallazgos radica en que ambos

triterpenos indujeron maduración de células dendríticas (CD). El grado de

maduración de las CD se demostró a través de la determinación de moléculas
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presentes en la superficie de éstas células. Los resultados mostraron que, tanto el

tratamiento con AMD y 3α-OH AMD no modificó significativamente el porcentaje

de CD positivas a CD80. El incremento en la expresión de CD80 por el tratamiento

con 3α-OH AMD, se determinó al medir el promedio de la intensidad de

fluorescencia (MIF) donde se encontró que el AMD aumentó significativamente

(p<0.05) la expresión de CD80 a la dosis de 3 µM, mientras que el 3α-OH AMD

indujo un aumento en la expresión de la misma molécula a las concentraciones 3,

30 y 300 µM (Figura 22).
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30 µM 3 µM300 µMControl

Figura 22. Los ácidos AMD y 3α-OH AMD aumentan significativamente la expresión de la proteína

CD80 en CD. Los resultados se muestran como el promedio de tres experimentos independientes

± DE. Las diferencias estadísticas se consideraron con un nivel de significancia de *p<0.05,

**p<0.01 y ***p<0.001 respecto al control.

Para continuar con la caracterización del fenotipo de las CD, se midió por

citometría de flujo el grado de expresión de la molécula coestimulatoria CD86 y se
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encontró que sólo el 3α-OH AMD incrementó significativamente (*p<0.05) el % CD

positivas a CD86. La Figura 23 ilustra la expresión CD86 en las CD después del

tratamiento con ambos triterpenos.
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30 µM 3 µM300 µMControl

Figura 23. Efecto de los triterpenos AMD y 3α-OH AMD sobre la expresión de CD86 en CD. Los

resultados se muestran como el promedio de tres experimentos independientes ± DE. Las

diferencias estadísticas se consideraron con un nivel de significancia de *p<0.05 respecto al

control.

Por otro lado, se determinó la expresión de CD40, una proteína coestimulatoria

expresada en la superficie de algunas células del sistema inmunológico, tales

como células presentadoras de antígenos (macrófagos y CD). Al determinar la

expresión de dicha molécula después del tratamiento con AMD o 3α-OH AMD, se

observó que tanto AMD como 3α-OH AMD aumentaron significativamente el

porcentaje de CD positivas a CD40. Sin embargo, al determinar la MIF no se

encontró cambio en el nivel de expresión de CD40 (Figura 24).
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Figura 24. Los triterpenos AMD y 3α-OH AMD aumentan significativamente el porcentaje de CD

positivas a CD40. Los resultados se muestran como el promedio de tres experimentos

independientes ± DE. Las diferencias estadísticas se consideraron con un nivel de significancia de

*p<0.05 y **p<0.05.

Los resultados muestran que la mejor concentración de AMD para aumentar la expresión

de moléculas coestimulatorias es la de 3 µM, mientras que para el 3α-OH AMD la

concentración donde se observan mejores resultados es 30 µM.

Para complementar la información sobre el fenotipo de las CD tratadas con los

ácidos, se analizaron los niveles de expresión de algunas moléculas coinhibitorias,

tales como CD273 y CD274. Los resultados mostraron que el AMD no incrementa

la expresión de ambas moléculas coinhibitorias. En tanto que el ácido 3α-OH AMD

aumentó significativamente (***p<0.001) los niveles de expresión de CD273 a la

concentración de 3 µM, mientras que los niveles de CD274 se elevaron

significativamente a las concentraciones de 30 y 300 µM del mismo ácido.
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8. DISCUSIÓN DE RESULTADOS

En México el cáncer de mama y próstata, son dos de los cinco tipos de cáncer con

mayor incidencia en mujeres y hombres mexicanos, correspondientemente. En

ambos casos el diagnóstico en etapas tempranas de la enfermedad ha

incrementado la supervivencia relativa de los pacientes. No obstante, se requiere

mejorar los sistemas de diagnóstico y descentralizar las unidades enfocadas a

este fin, para tener una cobertura mayor además de incrementar la eficacia de

dichas estrategias.

Según la Guía de Práctica Clínica Diagnóstico y Tratamiento del Cáncer de Mama

en Segundo y Tercer nivel de Atención 2009, las opciones de tratamiento son

cirugía seguida de quimioterapia adyuvante, radioterapia o quimioterapia

neoadyuvante, posteriormente cirugía conservadora seguida de radioterapia. El

tratamiento farmacológico consiste en varios esquemas. Una de las primeras

líneas de tratamiento es la terapia de reemplazo hormonal para los tumores

dependientes de hormonas, para dichos pacientes se usa tamoxifeno como

primera línea de tratamiento y la continuación con inhibidores de aromatasas. Sin

embargo, las pacientes cuyos fenotipos son negativos a receptores hormonales no

responden a este tipo de tratamiento, por lo que se recurre a otras opciones tales

como antraciclinas, taxanos, antimetabolitos y cisplatino. La poliquimioterapia es

otra opción de tratamiento, en este grupo de pacientes, se hacen combinaciones

de fármacos, tales como FEC (5-fluorouracilo, epirubicina y ciclofosfamida), EC

(epirubicina y ciclofosfamida), GP (gemcitabina-paclitaxel) (Varonesi, 2009).

Por otro lado, el cáncer de próstata presenta un paradigma similar, la enfermedad

en sus etapas iniciales es dependiente de andrógenos y la primera línea de

tratamiento son los agentes antiandrogénicos esteroideos y no esteroideos

(Mottet, 2011).
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Sin embargo, tanto los pacientes que cursan con terapia anti androgénica como

aquellos que son candidatos a experimentar la cirugía (prostatectomía) presentan

riesgo alto de recaída, aproximadamente 20-40% de los pacientes en estadios

tempranos de la enfermedad sufren recurrencia.

Actualmente, los pacientes con menos opciones terapéuticas son los grupos en

estadio IV, con enfermedad recurrente y aquellos que desarrollan resistencia a las

opciones quimioterapéuticas tanto de cáncer de mama como de próstata. Por lo

tanto, existe la necesidad de realizar investigaciones que permitan encontrar otras

opciones terapéuticas dirigidas hacia los pacientes con cáncer de mama y próstata

en estadios avanzados (Saad, 2010). En los últimos años, numerosos estudios

preclínicos han reportado las propiedades antitumorales de algunos triterpenos

tanto pentacíclicos como tetracíclicos (Gao, 2012, Chintharlapalli, 2011, Cheng,

2015). Las dos razones principales que desencadenaron estas investigaciones

son la relativa facilidad de aislamiento de dichos compuestos y las propiedades

antitumorales en modelos in vivo de algunos triterpenos (Patlolla, 2012).

Otra situación importante en este campo de estudio es que algunos autores y

revistas consideran como activos a aquellos compuestos aislados de plantas

medicinales, que presenten un valor de DE50 ≤ 4 µg/ml (Alonso, 2011). Este último

antecedente excluye a muchos compuestos tales como los ácidos AMD y 3α-OH

AMD cuyo efecto antitumoral se encuentra a una dosis mayor in vitro, aunque in

vivo muestren resultados prometedores como agentes antitumorales.

En este trabajo se usaron las líneas celulares tumorales MDA-MB-231 (mama) y

PC-3 (próstata), mismas que se han usado ampliamente para realizar estudios in

vitro e in vivo sobre la eficacia farmacológica y mecanismo de acción de diferentes

metabolitos secundarios (Noolu, 2016, Alcántara, 2015). Dichas células expresan

constitutivamente diferentes vías de señalización y características bioquímicas, las

cuales son importantes para determinar el mecanismo molecular mediante el cual

los triterpenos presentan su efecto antitumoral. Las células MDA-MB-231 se

caracterizan por la falta de expresión de los receptores de estrógenos (ER),
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progesterona (PR) y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano

(HER2) (Senkus, 2015). Por otro lado, las células PC-3 no expresan el receptor de

andrógenos (RA) (Litewka, 2013).

Para complementar los datos sobre la citotoxicidad de los compuestos AMD y 3α-

OH AMD sobre diferentes líneas de cáncer humano, en el presente estudio se

informa la CI50 sobre las líneas celulares MDA-MB-231 y PC-3. El rango obtenido

para la CI50 es 50 a 60 µM, estos valores son mayores a los descritos en la

literatura (Oviedo, 2005, Dalla, 2012). Es importante destacar que, los triterpenos

en estudio resultaron ser menos citotóxicos que los fármacos de referencia,

cisplatino y doxorubicina en líneas tumorales. Asimismo, el AMD no mostró

efectos citotóxicos sobre las líneas celulares MT2 y CLR-1790 que son células no

tumorales humanas, mientras que en las líneas J774 y H9C2 murinas, se observó

un rango de inhibición de la viabilidad celular de 25 a 30%. El ácido 3α-OH AMD

no afecto la viabilidad de las células CLR-1790, sin embargo, en las tres líneas no

tumorales restantes, mostró una inhibición de la viabilidad celular de hasta 56%

(Cuadro 7). Estos resultados indican la falta de especificidad de los triterpenos por

las células tumorales.

Con base en los datos descritos anteriormente, se analizó el efecto antitumoral de

los triterpenos AMD y 3α-OH AMD en un modelo murino de xenotrasplantes de

células MDA-MB-231 y PC-3. Los resultados muestran que tanto el AMD como el

3-OH AMD inhibieron significativamente (****p<0.0001), el crecimiento de

xenotrasplantes derivados de células PC-3 a las dosis ministradas. Es importante

mencionar que, ambos triterpenos presentaron un índice de inhibición del

crecimiento tumoral comparable al fármaco de referencia (cisplatino), AMD de

88.76, 83.42 y 79.02% a 60, 125 y 250 mg / kg, respectivamente, y 3α-OH AMD de

79.62% (60 mg / kg) y 81.19% (125 mg / kg). En el caso del ácido 3α-OH AMD, la

dosis de 250 mg/kg tuvo efectos tóxicos letales, dado que dicha dosis es mayor

que su DL50 (188.94 mg/kg).
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Por otro lado, se probaron las dosis menores (60 mg/kg) de ambos triterpenos

como inhibidores del crecimiento de xenotrasplantes de células MDA-MB-231. Los

resultados muestran una diferencia estadísticamente significativa (*p<0.05) de los

grupos que recibieron tratamiento respecto al control, con un índice de inhibición

del crecimiento tumoral de 72.10% para el AMD y 53.26% para el ácido 3α-OH

AMD. Es importante indicar que, el efecto en este modelo fue observable al

segundo día de tratamiento, en un experimento de 12 días de duración. Estos

hallazgos muestran que los dos triterpenos son más específicos para los

xenotrasplantes derivados del carcinoma prostático, ya que se observa mayor

inhibición del crecimiento tumoral.

Una primera aproximación para determinar los posibles efectos tóxicos de los

compuestos AMD y 3α-OH AMD, fue a través de la medida del peso corporal;

dicha variable se monitoreó en los grupos que recibieron los triterpenos de prueba

y los fármacos de referencia. El análisis de los resultados muestra que el cisplatino

induce una pérdida de peso significativa (*p<0.05) comparado con los compuestos

de prueba y la doxorubicina donde no se observaron diferencias significativas.

Respecto a la determinación de los efectos tóxicos del cisplatino a nivel sistémico,

en los grupos de ratones machos xenotrasplantados con células PC-3, se

observaron algunos cambios tales como leucopenia (*p<0.05), linfopenia

(*p<0.05), incremento en los niveles de la AST (****p<0.0001) y creatinina

(****p<0.0001), (Cuadro 11). Este último hallazgo es consistente con informes

previos sobre la nefrotoxicidad del cisplatino (Guindon, 2014, Soni, 2016). Por otra

parte, en los ratones machos con xenotrasplantes de células PC-3 y tratados con

los ácidos AMD y 3α-OH AMD no se observaron efectos tóxicos importantes a

nivel sistémico. Mientras que en las hembras con xenotrasplantes de células MDA-

MB-231, se observó un incremento significativo (*p<0.05) en los niveles de

creatinina para los grupos que recibieron doxorubicina, AMD, 3α-OH AMD, lo cual

indica que el proceso de filtración glomerular es deficiente debido a que los niveles

de creatinina en sangre aumentaron. El efecto tóxico de la doxorubicina está

relacionado con sus cardiotoxicidad, desde el punto de vista que la creatinina es
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un producto del metabolismo de las células musculares (De Angelis, 2016). Los

compuestos de prueba mostraron un incremento significativo en los niveles de

creatinina (*p<0.05), interesantemente este efecto sólo se observa en las hembras

y no en los animales machos.

Al analizar los parámetros indicativos de toxicidad hepática, el grupo que recibió

doxorubicina (1 mg/kg) presentó incremento en los niveles de AST (****p<0.0001).

De la misma forma, para los compuestos de prueba sólo el grupo tratado con 3α-

OH AMD a la dosis de 60 mg/kg presentó incremento significativo (*p<0.05) en

dicha enzima. Posiblemente, porque como se describe en la guía 423 de la

Organización para el Desarrollo y Cooperación Económicos (OCDE) los individuos

hembras son más sensibles a los efectos de agentes químicos externos.

En relación al posible mecanismo antitumoral de los triterpenos AMD y 3α-OH

AMD, primeramente, se decidió indagar sobre la proliferación y muerte celular.

Los resultados indicaron que estos triterpenos disminuyeron el número de células

positivas a PCNA y Ki-67 en xenotrasplantes derivados de células PC-3. La PCNA

es una proteína nuclear, no histona, está conservada evolutivamente en todas las

especies eucariontes, desde las levaduras hasta los humanos. Las funciones de

PCNA se asocian no sólo a la replicación del ADN, sino también en procesos

celulares vitales, tales como la remodelación de la cromatina, reparación del ADN

y control del ciclo celular (Müller, 2013). Esencialmente, PCNA se expresa en la

fase de síntesis del ADN (S) y se conoce que interacciona con 400 proteínas

aproximadamente (Stoimenov, 2009). Mientras que Ki-67 es un marcador clásico

de la proliferación celular (Bologna, 2013). Los ácidos AMD y 3α-OH AMD

mostraron un efecto anti-proliferativo, como se ha observado para los triterpenos

ácido acetil-11-ceto-β-boswellico (AKBA) y el nimbólido (Yadav, 2012, Gupta,

2013).

Las evidencias experimentales sobre la muerte celular inducida por AMD y 3α-OH

AMD, tanto en los xenotrasplantes de células PC-3 como de MDA-MB-231

sugieren un proceso apoptótico. Recordando que, la apoptosis es un mecanismo
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de muerte celular, que se lleva a cabo a través de múltiples etapas y se

caracteriza por el encogimiento celular, condensación de cromatina (picnosis) y

fragmentación nuclear, el resultado es la formación de cuerpos apoptóticos que

son fagocitados para la eliminación de los restos celulares (Cotter, 2009, Su,

2015). Tal como se demostró en las observaciones histopatológicas de los

xenotrasplantes de los ratones tratados con los ácidos AMD y 3α-OH AMD donde

se observaron abundantes células en proceso apoptótico.

Los datos sobre la fragmentación del ADN, están de acuerdo con el análisis

histológico y el hallazgo donde recientemente se reportó que a bajas

concentraciones, el 3α-OH AMD actúa como un agente pro-apoptótico intrínseco;

promoviendo el proceso transición de la permeabilidad de la membrana

mitocondrial (MPT) y la consecuente liberación de factores pro-apoptóticos. Por el

contrario, en una concentración más alta, 3α-OH AMD protege las mitocondrias del

hígado de rata contra MPT bloqueando la entrada de Ca2+ (Dalla, 2012). Aunque

no siempre es posible relacionar los resultados in vitro con los obtenidos in vivo,

en el presente estudio se demostró la actividad pro-apoptótica in vivo de los ácidos

AMD y 3α-OH AMD, en xenotrasplantes de células PC-3 y MDA-MB-231. Estos

resultados sugieren que el mecanismo de inducción de muerte celular de los

triterpenos AMD y 3α-OH AMD converge con el reportado en estudios anteriores

para otros triterpenos, tales como el ácido ursólico y celastrol, los cuales indujeron

apoptosis en xenotrasplantes de carcinoma prostático y osteosarcoma,

respectivamente (Shanmugam, 2011. Li, 2015).

Por otra parte, se propone la interacción de los ácidos AMD y 3α-OH AMD con las

CD, favoreciendo su maduración y con esto, su capacidad de presentar antígenos

tumorales. Lo anterior, en consonancia con los resultados obtenidos sobre CD

tratadas con los ácidos AMD y 3α-OH AMD, los cuales incrementaron la expresión

de moléculas coestimulatorias (CD40, CD80 y CD86). Lo anterior sugiere que, los

compuestos indujeron la maduración de las CD, como se ha descrito para otros

triterpenos como la cucurbitacina I y el ácido uncarínico C (Hira, 2015, Kim, 2011).

El incremento en las moléculas coestimulatorias después del tratamiento con los
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ácidos, probablemente sea una consecuencia de la activación de algún receptor

tipo Toll (TLR), como se ha descrito para el ácido ursólico, dicho triterpeno es

reconocido por el TLR4, en un modelo de macrófagos al inhibir la unión del TLR4

al lipopolisacárido (Jang, 2014). Aunque el modelo de estudio en el que se

probaron los ácidos como agentes antitumorales, tiene como limitante que, los

ratones nu/nu presentan aplasia del timo, por lo que la respuesta celular

dependiente de linfocitos T es mínima o nula. No obstante, en este contexto se

pueden encontrar células NK, NKT las cuales se sabe que pueden ser activadas

por las células dendríticas a través de una interacción célula-célula o por la

secreción de citocinas (Borg, 2004, Barreira, 2011). Este mecanismo se apoya de

los siguientes hallazgos, donde las CD cargadas con antígenos asociados a

melanoma (MAGEAX) y tratadas con los ácidos AMD y 3α-OH AMD, se inocularon

en un modelo de melanoma murino en individuos inmunocompetentes de la cepa

C57BL/6, observando disminución en la tasa de crecimiento tumoral (Reyes,

2018). Interesantemente, al analizar las moléculas coinhibitorias CD273 y CD274

en las CD tratadas con los ácidos AMD y 3α-OH AMD, se observó que sólo el 3α-

OH AMD indujo cambios significativos en la expresión de CD274.

Es de notar que, el ácido ursólico de forma similar al ácido 3α-OH AMD muestra

un efecto dual sobre las CD, es decir tiene un efecto tanto en moléculas

coestimulatorias como inhibitorias (Checker, 2012). Estos resultados en conjunto

permiten retomar un adagio antiguo de la toxicología, la selección de la dosis

correcta de una sustancia con potencial terapéutico. La dosis correcta de los

triterpenos investigados en este trabajo, se debe seleccionar cuidadosamente;

para su uso como agentes antitumorales o como adyuvantes en la investigación

de nuevas estrategias de inmunoterapia antitumoral.
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9. CONCLUSIONES

En esta investigación se demostró que los ácidos masticadienónico y 3α-OH

masticadienoico inhibieron la proliferación celular in vitro e in vivo. El decremento

en los niveles de los marcadores de proliferación celular (Ki67, PCNA), así como

la inducción de muerte celular por apoptosis; están relacionados con la inhibición

del crecimiento tumoral inducida por los ácidos AMD y 3α-OH AMD en un modelo

murino. En otras palabras, los triterpenos AMD y 3α-OH AMD mostraron un efecto

antitumoral dependiente de más de un blanco molecular.

Estos hallazgos, fragmentan el paradigma de estudio de los metabolitos

secundarios como agentes antitumorales, ya que dichas moléculas se excluyen de

los estudios in vivo, por presentar baja citotoxicidad en líneas celulares de cáncer

humano.  Además, los resultados se proponen como la base de investigaciones

futuras, ya que los triterpenos AMD y 3α-OH AMD muestran resultados

prometedores como agentes antitumorales y adyuvantes en la investigación de

nuevas estrategias de inmunización antitumoral.
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Abstraet: The Iriterpenes have been consti tuted as a group of interesting molecules as possible 
anti tumor agents. Despite several of them not presenting a potent cytotoxic activity in vitro against 
cancer cells, in vivo in xenotransplant tumors stud ies, they show promising results. Based on 
Ihe above considerations, we investigaled Ihe antitumor activity of both masticadienon ic (MOA) 
and 3o:-0H masticadienoic (30:-01-1 MOA) acids in a mouse prostate cancer xenognlft model. 
lmmunohistochemical assays were used 10 evaluate the decrease in the expression of the Prolifenlting 
Cell Nudear Antigen (PCNA) and the Ki-67 induced by MOA and 3o:-0H MOA. Terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (fUNEL) assay was performed lo demonstrale 
the fragmentation of DNA. Our rcsults showed that the two tr iterpencs inh ib itcd tumor growth, had 
anti-prolifcrative cffce! in vivo and induccd cell death by apoptosis. Collcctivcly, our data suggcstcd 
that the an titumor me.:hanism of MOA and 30:-01-1 MOA involves sevenll mole.:ular targets rclated 
to cdl proliferation and apoptosis. 

Keywords: rnasticadien onic acid; 30:-0H masticadienonic acid; prostate cancer; xenografts; PCNA; 
Ki-67; apoptosis 

1. lntroduction 

Pros tate cancer (Pe) is Ihe second leading cause of cancer death in men , accounting 
for approximately 27,540 deaths worldwidc in 2015 11 J. PC bcgins as an androgcn-depcndent 
disease; the s tandard treatment options usually indude surgery, radiation, active surveillance and 
androgen-deprivation therapy. Although these approaches are inilially positive, 25 lo 40 pern'nt 
of the patienls progress to an advanced stage [2,3]. In this slage, 50 to 70"1" of Ihe patients rL"Ceive 
chemotherapy resulting in progression-free sur"i"a] bul without curati"e results [4,5J. Further efforts 
are needed lo invest igate novel treatments for incurable Pe. 

Molecul ... 20 17, 22, 1479; doi;IO.3390 /moleculesU091 479 www.mdpi.com /journal/ motecu les 
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Plan ts are a rich source o f antitumor compounds; from the 1940s un til now, 48.6% of the 
drugs approved by the Food and Orug Administration(FOA)are natu ra l or naturally derived 
products [6]. In recent s tudies, the antiturnor activities o f sorne triterpenes, such as ursolic 
acid, acetyl-ll-keto-bc ta-boswellic acid (AKBA) and 3-f3-acctoxy-tirucallic acid (f3ATA) [7- 9] ha ve 
been reported . 

AmplJipterygium adstringens Schiede SchIecht (common name: Cuachalalate) is a medicinal plant 
w ith a long tradition of ethnobotanical use in treating severa] ailmen ts, inc1uding gastric cancer and 
anti-inflarnrnatory conditions [10, 11 ]. Previous work has shown tha t the majar components of the 
bark of A. adslrillgel1s comprise some tirucallane-type triterpenes, such as masticadienon ic acid (MOA) 
and 3-a-hydroxy masticad ienoic aód (3a-OH MOA) (Figure 1) (1 2]. Prev iously, we demonstrated 
anti-proliferative and anti-inflammatory activ ities of MOA and 3a-OH MOA [131, and also that 3a-OH 
MOA impairs mitochondrial func tions [14]. 

o O 

OH OH 

MDA 3a-OH MOA 

Figure 1. Chcmic<lJ structures of mastic<ldicnonic (M DA) and 3o:-hydroxymastic<ldicnoic (3o:-0H 

MDA) ilcids. 

Based on the aboye findings, we decided to evaluate the anti tumor activities of MOA and 3a-OH 
MOA acids in a mouse xenogra ft model. 

2. Results 

2.1. AClIle Toxicity Test 

The results indicated thatonly the 1000 mg! kg dose of MOA or 3a:-OH MOA induced dea th in 
the anima ls. To determine the median letha l dose (LOso) of each triterpene. 250, 500 and 750 mg!kg 
of MOA and 170, 210, 250 and 500 mg! kg of 3a:-OH MOA \Vere used. The lethal dose 50 (LOso) was 
calculated from the square root of the product of the lowest letha l dose and the highest nan-Iethal 
dase. The LOso of MOA and 3a-OH MOA were calculated fram the equations /(500 x 250) and 
/(170 x 210), rcspcctivcly lIS]. Thc LOso valucs wcrc delcrmincd as 353.55 mg! kg and 188.94 mg! kg 
for MOA and 31X-OH MOA, respectively. 

2.2. Cytotoxicity 111 Vitro of MOA alld 3a-OH MDA Ol! PC-3 Cel/s 

The cytotoxic effect of maslicadienonic and 31X-OH masticadienoic acid s in the PC-3 cells was 
tested by the cryslal violel colorimel"ric method. Cisplatin was used as the positive control. The PC-3 
cells \Vere exposed lo concentration ranges of 12.5 to 100 ~ of Ihe Iriterpenes for 48 h. Bioactivities of 
MOA and 3a·OH MOA were determined from the concentration that induced 50% growth inhibilion 
in the treated cells compared to the controls. The results are shown in Table 1. 
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Table 1. Cytoto:d c effect of MOA and 3,,-OH MOA in prostate cancer cells (PC·3) at 48 h_ The inhibitory 

concenlration 500/" (lCso) values represenl the average of three independent assays. The data are shown 
as ¡he means ± standard deviation (SO). 

Treatment 

MDA 
3IX-OH MOA 

Cisplatin 

IC5Q(fjM) 

56.5\ ± 2.31 
54.52 ± 4.95 
15.56 ± 1.14 

2.3. Masticadicnonic and 3tt-Hydroxy Masticadienoic Acids Illhibitt'l1 tlle Growtll of Prostatc Callcer Xenografts 

Thc tumor growth inhibition of MOA and 3a-OH MOA was cvaluatcd in nudc mire transplantcd 
with PC-3 ceUs. The tumor growth kinetics after three weeks of the treatment with either cisplatin or 
the two triterpenes is depicted in Figure 2. Tumors from the negative control group grew to an average 
volume of 3500 mm3, while those treated with MOA, 3aOH-MOA or cisplatin grew lo <In average 
volume of 500 mm3 (Figure 2AB). 

A B - -- . - NegeIive COIIIrOI 

I 
- . - Neg.a!ive control 

I ___ Ci.p.m 4 mglkg • CiApIIIin 4 ""JIkg - -6-Ci~ 2 mg.1<g - - ... - C_tin 2 mglkg 
--.- MOA 60 rngAtg 

~ ~. "'.oH .'''''"''''y¡ ~. MOA 125 mg Ikg .. 3o..oH MOA 125 m 
.-= .. MOA250~ .-= 
l l 
j~ j~ --, 

/ ' • 
! ~ # : j ~ ~-" 

• ~ . 
• • • , • , , 

W .... W .... 

Figure 2. In \'ivo antitumor cffe<: t of masticadienonic and 3«·hydroxymaslicadienoic aeids. 

The antitumor activities of MDA (A) and 3IX·OH MDA (B) were evaluatcd in nu / nu miel' transplantcd 
wi th human prola te cancercells. The mice were subcutaneously inocula ted wilh 3 x ¡(lÓ cells on 

the right flank. Once th" tumors ll.'aehL'ti 50 mm3, th" mice receiv"d the indicak'ti doses of MOA, 
3IX-OH MOA, cisplatin or vehic1e (sesame oi! and 5% dimethyl sulfoxide ) al days O, 7, 14 and 21-

Eaeh point reprcsents the average ± SEM of six miel' for eaeh experimental group . •••• p < 0.0001 , 

significant d iffe renccscompaK>d with the negative control. Data were analyzl'ti by two-way ANOVA 
following a mulliple comparisons lest (Tukey test). Al! the treated groups were statistically different 

fro m negative groups. 

The di fferences in the growth of the tumors between the negative control group and those treated 
with the drugs were statistical ly significant. These data support the propasa l of MOAand 3C(-OH-MOA 
as antitumor compounds in vivo. 

The body weights of miel' from all the groups were monitored. The resu lts showed that the 
average booy weight of the animals treated with MOA Of 3C(-OH MOA and the untreated mice did not 
change significantly. However, the miel' that received cisplatin lost up to 29% of body weight (Table 2). 
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Table 2. Effl'Ct of MDA i1nd 3cx-OH MDA on body weight of miel'. The diltil i1re shown i1S Ule 

means ± SEM (standard error of mean) with I! = 6 animals for eaeh experimental group ... p < 0.01 

represenl Ihe statistical diffcrence in body wcighl change between Ihe beginning and end of Irealmen\. 

Diltil were anillyzed by one-way ANOVA-repeated measures. 

Treatment 

Cispl;üin 4 mg/kg 
Cisplatin 2 mg / kg 

MDA 60 mg/kg 
MOA 125 mg/kg 
MOA 250 mg/kg 

3C\-OH MDA 60 mg/kg 
3C\-OH MOA 125 mg/ kg 

Control wilhout trcalmcnt 

Weighl (g) In itial 

19.61 ± 0.61 
25.13 ± 0.68 
22.06 ± 0.98 
23.33 ± 1.01 
24.23 ± 0.88 
23.90 ± 1.16 
24.76 ± 1.76 
22.02 ± 1.45 

Weighl (g) Final 

13.80 ± 0.82 •• 
21.73 ± 0.93 
20.96 ± 0.67 
22.25 ± 1.18 
24.31 ± 1.09 
21.96 ± 1.05 
22.46 ± 1.82 
19.72 ± 1.48 

Evaluation of the prec\inical data fo r systemic toxicity (Table 3) indicated tha t both MOA and 
3a-OH MOA at the administered doses d id not produce any sign ificant change in the levels of 
serum hepatic enzymes and renal pararneters such as blood urea nitrogen and crea tinine. However, 
an inerease in the liver enzyme, aspartate transaminase (AST) and sorne renal parameters like 
ereatinine was observed in the cisplatin-treated group. Furthermore, hematological parameters 
including leukocyte, red blood cell, and Iymphocyte counts did not change in the groups treated 
with the triterpenes. These data suggest that MOA and 3a-OH-MDA were less toxic to the animals 
than dsplatin. 

Table 3. Evaluation of prec1inical syslemic toxicities of MDA and 3C\-01-I MDA in the blood ilfler 
trcatmen!. The valucs ofbiochcmical paramelcrs are reportcd as ¡he mcans ± SEM. 

Heallhy Neg~live Conlrol Cispl~ lin 2: mglkg 
MOA 60 3".-OH MOA 

mg/1<g 60 mglkg 

Leurocytes (x 1(J1' I L) 4.46 ± 0.13 3.73 ± 1.73 1.'13 ± 0.12' 4.56±0.0J2 3.8() ± 0.35 
Lymphocylcs ( x IO~ I L) 2.83 ± 0.76 2.2 ± 1.17 0.75 ± 0.27 , 2.06± 1.28 1.46 ± 0.33 
Erylhrocytes (x lOu I L) 7.66 ± 0.4.3 4.13 ± 1.27 7.16 ± 0.37 7.16 ± 1.0 8.53 ± 0.68 

Hemoglobin (gI L) 149 0± 2.0 134 ± 6.08 120.66 ± '1.93 135.33 ± \3.2~ 153.66 ±560 
Gluoose (mmoI/L) 9.37 ± 0.64 11.25 ± 0.66 7.80 ± 0.86 6.94 ± 1.97 8.39 ± 1.92 

Urea (BUN) (mmoI/L) 7.93 ± 0.68 7.86 ± 0.78 '1.03 ± 0.'1-t 8.46 ± 0.03 8.56 ± 1.04 
Creatinine (mmoI/L) 37.33 ± 8.95 29.33 ± 1.33 84.0 ± 3.21 .... 24.0 ± 6.02 26.66 ± 0.81:1 

Alanine transaminase AL!" (U / L) 52.66 ± 5.81 53 ± 5.50 56.66 ± 6.69 53.33 ± 17.48 5133±7.42 
Aspartate transaminase AST (U I L) 155.33 ± 2.40 14.3.66 ± 9.35 285.66 ± \3.37 .... 145.33 ± 18.66 164.66 ±6.76 

Valucs for mice show sta tisti cal diffurcnce in comparison lo the ncgalive control, healthy, MDA and 31X-QH MDA 
groups (. JI < 0.05), ( .... JI < 0.(001). 

2.4. Hístologícal alld fllllllll/IO/¡istoclzcmical Analysis ofTulIlor Tissucs 

To evaluate whether the admini stration of MDA or 3et-OH MDA in the tumor tissues induced 
changes in cellular morphology, hematoxylin and eosin s taining was performed. Sections of PC-3 
xenografts from mice treated with MOA or 3a-OH MOA showed that the hema toxylin staining in 

the cells was markedly diminished in comparison with the negative control (Figure 3). The apoptotic 
regions wece identified by their amorphous shapes and condensed nuclei. Characteris tic features of 
apoptosis were also observed with the TUNEL assay. 
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Figu re 3. Reprcsentative photomicrographs of hematoxylin-eosin staining of tumor tissues. 

The inh ibit ioll of cdl proliferóJtioll induccd by MOA óJlld 3oc-OH MOA was cva luolcd by Ihe 
expressioll of two marke rs of cell proliferalion, prolifera ting cell nuclear a ntigen (PCNA) a nd Ki67. 
MOA at doses of 125 and 250 mg/kg decreased the average nu mber of cells positive for PCNA 
and down regulil led the expression of Ki67 at the Ihree tested doses. Significant d ifferences were 
obscrved in bolh K.i67-posilive cells (p < 0.05) ond PCNA-positive cells. Furthennore, the integrative 
optical density (10 0 ) val ues for Ki67 were 14.18 ± 1.58, 7.03 ± 1.72 a nd 6. 18 ± 0.96 pixels/flm2 

(MOA at 60, 125 and 250 mg/kg, respeclively) and 3.69 ± 1.23 and 3.08 ± 0.52 (3et-OH MOA a t 
60 and 125 mg/kg, respectively), w hich were s ignificanlly lower Ihan thal fo r the control grou p 
(100 == 23.37 ± 1.58 pixcls/~m2). For PCNA, Ihe 10 0 valucs were 11.91 ± 0.33, 2.90 ± 0.09 and 
9.88 ± 0.52 (MOA a l 60, 125 and 250 mg/ kg, respective1y) and 5.21 ± 0.43 and 7.33 ± 0.29 (3a-OH 
MOA a l 60 and 125 mg/kg, respecti vely) compared lo Ihe 100 of 15.98 ± 0.67 pixels/~2 fur Ihe 
control group on day 21 afler trea lment. These resulls indicaled Ihat Ihe tumor lissues expressed both 
PCNA and Ki67 ond Ihe expression of these proteins diminished in the tumors !reoted with M DA or 
3oc-OH MOA (Figures 4 and 5). Consis ten! w ith the microscopic observations in Ihe photomicrographs, 
we found a quantita ti ve decrease in the numbcr o f PCN A-positivc and Ki67-positive cclb. 

peNA 

+ --'-
* 

* 
~ * 

,+ 

, 

_... a.,>I.o"" ...,. lO-oH""'" ""'" .. -oH...". .. "" 

c-"'" ."'9-'"1 OOmo¡lb¡ 00...,.... "'~ m""'9-"~ ''''mo¡Ib¡ 

Fig ure 4. IHC rmalysis for the proliferating eell nuclear antigen (PCNA) in tumor t issues from mice 

trealOO with MOA or 3ox-OH MDA for 2\ days. The images in Figures 3-6 were <1equired <1t 40 x using 
an aequ isition software of images (Nis Elements- F). The v<1lues aeross the his togram represent the 

resull of quantitalive ana lysis of PCNA-positive (ells. The dal <1 are shown as the means ± SEM of Ihree 
xenografts analyzed for eaeh group .• p < 0.05, signifie<1n t differenecs compared with the control. 
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Figure 5. MDA and 3(\-O H MDA inhibit Ihe cxprL'Ssion of prolifl'ration m arh'r Ki67. Quantitalive 

analysis of Ki67-posi tive celJs was performe<! by using lmage-Pro Plus 7.0 software (Media Cybernetics 

Ine., Rockville, MD, USA). Thc data are shown as the mcans ± SEM of three xenografts analyzed for 

each group .• p < 0.05, s ignificant differences compared with the control. 
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Figure 6. Terminal dL'Oxynuck'Qtidyl transfcrasc dUTP nick end labcling (TUNEL) analysis fo r the 

detection of apop tosis in the tumor samples. The values acros,<; the histogram n>pn>sent the result of 

<juantitative analysis of marked aceas using ¡mage-Pro Plus 7.0 software (Media Cybernetics). The da ta 

are shown as the mcans ± SEM of tlU'eC xenografts anulyzcd fOf cach gfOUp •• P < 0.05, s ignificant 
di ffercnccs (ompared with thc (ontro!. 



99

Molec"les 2O t1, 21, 1479 70f 12 

DNA fragmentation by TUNEL assay was investigated as tlle evidence of apoptotic cdl deatll. 
The scctions of tumors from the MOA- or 3o:-0H MOA-trcated miee showcd numerous apoptotic cclls 
(stained in brown, Figure 6) in comparison with the control group. ln all treatments, apoptotie hodies 
were quant ified as a sum of the brown arcas. In the case of MOA, the values wcre 7112.96 ± 326.35, 
6668.73 ± 920.09, and 6171.04 ± 296.37 ~Lm2 fOf the dases of 60, 125, and 250 mg/kSr respectivcly; 
fOT 3a-OH MDA, the valucs \VeTe 8919.03 ± 362.49 and 9862.86 ± 601.45 ~m2 fOf 60 and 125 mg/kg, 
respectively; and (or the negative control Ihe value was 3891.89 ± 398.20 ¡..I-m2, which resulted in 
signifieant d ifferences (p < 0.05) (Figure 6). 

3. Oiscussion 

Tlle number of in vivo predinical s tudies on antitumor properties of triterpenes, secondary 
mctabolites with hydrocarbon skcletons of 30 carbon atoms, llave incrcased (1 6-18]. AUhough there 
are several reasons fOT this rise, two of the most prominent reasons indude the ease of isolation of 
some of these compounds and the excellent in vivo antitumor properties of several anti- inflammatory 
triterpenes despi te modest in vitro cytotoxie properties [19]. 

In our previous work, we reported the anti-intlammatory and cytotoxie properties of MOA and 
3a-OH MOA, and the capacity of the 3o:-0H MOA lo ¡mpair milochondTial functions. However, their 
cytotoxic effect was depicted wilh an inhibitory concentration SQ",{, (lCso) range between 40 and 70 ~M. 
To supplement the data from Ihe literature, we evaluated the cytotoxie effects of these triterpenes in 
PC3 cells. As expected, MOA and 3o:·0H MOA showed a moderate activity against this cancer cell 
line (see experimental). Al lhough it is nol a formill rule, several ilu thors, journals ilnd Ihe Nilnonal 
Cancer lnslilule (NO) consider compounds isolilted from medicinill plants as active compounds only 
when Ihey have EO:;o (effective dose SO) values of ~ 4 ¡..I-g/mL [201. 

Considering the above findings, MOA and 3o:-0H MOA would be considered as inactive 
compounds. Nevcrtheless, in th is work, we invcstig.lted the in vivo effect of the Iwo trilerpenes in 
a xenogra(t model using r Ocancer cells. Our results showed that MOA and 3o:-0H MOA signifieantly 
supprcsscd tumor growlh (Figurc 2). Tumor suppression was measurable from the fourteenth day of 
treatmenl in a 21-day cxperiment. 

The toxicity of cisplatin was evident due to Ihe loss of body weight in miel' at dose of 4 mg/ kg 
(Table 2). Moreover, the miee Ireated with cisplatin presented wilh leukopenia, Iymphopenia 
and increased levds aspartate transaminase (AST) al Ihe dose of 2 mg/kg (Table 3). AIso in the 
cisplatin-treated groups, a significant increilse in creatinine levels WilS observed, consistent with 
previous reports [21 1. lt is noteworlhy Ihal although MOA and 3a-OH MOA decrcased lumor growlh, 
both triterpenes did not induce statistical body weight loss (Table 2). 

According to Ihe LO:;o values, 3a-OH MDA appeared to be more loxic than MOA. This difference 
in Ihe pharmacologicill hehavior of Ihe lwo compounds was not expccted, smce Ihe only slructural 
difference between them is Ihe presence of a carhonyl group al C-3 in MOA (Figure 1). 

Regarding the mechanism of acnon of MOA and 3o:-0H MOA, our findings indieate that the 
intraperitoneal administration o f these triterpenes decreasecl the levds of the proliferalion markers 
PeNA and Ki-67 in Ihe tumor tissues. PeNA is a nuelearnon-histone protein that is necessary for ONA 
synthesis. The critical involvement of PCNA in cellular proliferation and ils tight association wi th 
transformation in caneer have resulted in ils significant importanee and application in the dinie [22]. 
Ki-67 is a dassical marker of ccllular prolifcration. This an tigen is prcfcrcntially cxpressed during the 
late GI, S, G2, and M phases of Ihe cell cyele, whereas resling, non-cycling cells (GO phase) lack Ki-67 
exprcssion [23]. 

MDA and 3o:-OH MOA depleted Ihe expression of PCNA (Figure 4) and Ki67 (Fig ure S), 
which indicated thcir anti-proliferative effect. These results agrec with previous studies 
where anti-proliferative effects of the triterpenes acetyl-ll-keto-beta-boswellie acid (A KBA) and 
nimbolide [8,24] \VeTe investigaled. 
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Terminal dcoxynuclcotidyl transferasc dUTP nick end labding (fUNEL) assay was uscd to 
deteclthe induction of apoptolic cell death by MOA and 3a-OH MOA. TIle results showed thal bolh 
Irilerpenes are pro-apoptotic (Figure 6). Our findings indicale Ihe likelihood of the following occurrence: 
membranc pcrmcability !ransition (MPT) causes a dissipation of the clcctrical transmembrane potential 
by matrix swelling and outer membrane disruption, leading to Ihe release of G1Spase ac tivators, 
such cylochrome e (eyl e) and apoplosis-inducing factor (AIF). We recently published thal al lo\\' 
eoncentrations, 3a-OH MDA ads as an intrinsic pro--apoptotic agenl, promoting Ihe MPT procl.-'Ss 
and the consequent release of pro-apoptotic factors . In contrasl, at a hight'r conct'ntration, 3a-OI-l 
MOA prolL'(ls ralliwr mitochondria against MPT by blocking Ca2~ entr)' [13]. Allhough il is not 
always possible to rdale the in vitro n_'Sults wilh Ihose oblaim.od in vivo, in this sludy, 3a--OI-I MOA 
demonstrated pro-apoptotic activity. 

4. Materials and Methods 

4.1. Drugs and Reagmls 

4.1.1. Media 

Roswell Park Memorial Institule medium (RPMI-I640, BIO-L5OQ-SOO) and FBS (fe tal 
bovine serUID, 310-51650-500) and Trypsin (BI0-L0931-100) were oblained from Biowest 
company (Rivcrside, MO, USA), Oimethyl sutfoxidc (04540-100), Poly-L-lisync (P8920-IOO) 
and Cisplatin (cis-Oiammineplatinum (11) dichloride, 479306-1G) were obtainlod from 
Sigma-Aldrich (SI. louis, MO, USA). TUNEl staining kil was acquired from Promega Corporation 
(Madison, WI, USA). Proteinase K (1005406) was obtained from IBI Scientific (Kapp Ct, lA, USA). 
llle anlibodies anti-PCNA (se-9857) and Ki67 (se-I5402) were obtained from Santa Cruz Biolechnology 
(Dallas, TX, USA). Cryslal Viole! reagent was aequired from Rocht' (Mannht'im, Germany). 

4.1.2.0issolutions 

High-quality water employed lo prepare solutions was obtained Ihrough a Milli-Q Reagent Water 
System (Billeriea, MA, USA). Stock dissolotions of ósplatin wt're prepared ín salíne solution (1 mg/ml ) 
for in vivo studies, and 3 mM for Íll "itro assays. MOA and 3a-OH MOA (25 mg/ml) werc dissolved 
in extra virgin sesame oíl plus 5% of OMSO. Stock solulions of MOA and 3co:-OH MOA (22 mM) \Vere 
prepared in OMSQ fo r in vitro assays, and storOO al 4 oC 

4.1.3. lsolation of Masticadienonic (MOA) and 3a-OH Masticadienoic (3a-OH MOA) Acids 

Masticadienoníe and 3a-OH masticadienoíe acids were isolated from Amphiplerygillm adslrillgens, 
as previously reported [11 ). 

4.2. ACllle Toricity Test 

The loxicity assay was performl>d in 6- to 8-weck-old CO-I female miee. Initially, 3 miee groups 
werc treated with 10, 100 and 1000 mg/kg dases of each triterpene. The trcatments \Vere administered 
intraperitoneally wilh single injections. Food and water weJ'C given up to 4 h afler the trealmenl. 
Mortali ty was observed during the firsl4 h. Changes in body weigh! weTe monitored in the sorviving 
mice for 14 days. At theend of the experiment, ¡he míee wereeuthanized. 

4.3. Cell Culture 

The human prostate cancer cell Hne pe-3 was obtained from the American Type Culture 
Collection (ATCC). The cells were routinely maintained as a monolayer in RPMI-1640 medium 
supplemented wi th 10% inactivatcd fetal bovÍlle scrum (FBS), 250 ~¡g/ml strcptomyein sulfate, 
250 U/ml penicillin, 0.625 ~g/ml amphoteriein B and 2 mmoll-glutamine and incubated at 37 oC 
in a 5% COZ atmosphere until80% confluent. Thc cells werc harvested with 0.025% Trypsin and 
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1 mmol ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and washed in phosphate buffered saline (PBS) by 
cenlrifugalion. AIlercenlrifugation, Ihe supemalanl was eliminalcd and Ihe cell pellel was suspended 
in RPM I-1640 wi lhout phenol red and fetal bovine semm. 

4.4. DctenninatiOll of CeU Proliferation by Cryslal Vio/el 5taining 

Cytotoxicity assays werc pcrformed by sceding cells in 48-well plates at a dcnsity of 
4 x 104 ceJls/ cm2 in RPMI-l640 phenol red supplemented with 10% FBS at the same culture conditions 
indicated in 2.3. One day later, MDA or 3a-QH MDA werc added at concentrations of 0, 12.5, 25, 
50 and 100 ~lM. Cel! viabi!ity was evaluated 48 h after the treatment with crystal violet slaining. 
The compounds were d issolved in OMSO lo make a stock soluoon and diluled in RPMI-1640 phenol 
red supplemented with ler/" FBS. Cisplatin \Vas used as the drug refercnce. Afler !he incubation with 
MOA or 3cx-OH MOA. the adherent ceH cultures were f¡xed by adding 200 ~IL of glutaraldehyde 1.1";" 
(w/v) in RPMI-l 640 phenol red supplemented with 2"10 of FBS and incubated at room temperaturc for 
15 mino The supernatanl was transfcrred, and the plates were washed with water and Idl to air dry. 
The fixed cclls were stained \Vith 200 I-IL of crystal violet for 15 min, and the protein-bound dye was 
solubilizcd wilh 2oo)J.L of 1er/o acetic acid (lO/V). Thc optical dcnsity was measull'd wilh a mieroplate 
reader (Elx808; BioTek lnstruments, Ine., Winooski, VT, USA) al 595 nm. A dose-response curve \Vas 
plotted for each compound, and then ICso was estimated. 

4.5. Human Proslate Tumor XO/ografts 

Male nude mice (/111/1111) aged 6--8 wl't;'ks were obtained from the Insti tuto Nacional de 
Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ), Mexico City, Mexico. The animals 
were housed under pathogen-frec conditions in accordance with Institutional Animal Care Guidelines. 
All experimental procedures involving animals wece approved by the Committee of Animals Research 
(protocol number 1488) and carried out in accordance to the Guidelines for Care and Use of Laboratory 
Animals of the INCMNSZ, Mexico City, Mexico. The miee were fed a regular cho\\' diet and had free 
access to sterile-water. 

Groups of six animals were implantcd with 3 x 106 PC-3 cells. The cclls weTe subcutancously 
inoculated in a 0.1 mL volume of medium (RPMI-1640 without phenol red and fetill bovine serum) 
into the right flank of the mice. Threc weeks afler the cdl inoculation, the anima ls were pair-matched 
into treatment and control groups. The treatments were performed by single weekly intraperitoneal 
injections of the triterpenes and drug reference. The miel" reeeived either MOA (60, 125 Of 250 mg/kg) 
or 3cx-OH MOA (60 or 125 mg/kg) dissolved in sesame oil plus 5% OMSO al 0, 7, 14 and 21 days. 
Thc positive control group reccived cisplatin al doscs of 2 or4 mg/ kg and the negative control received 
the vehicle (sesame oi! and 5% OMSO). The mice were weighed every week. Tumor size was measured 
by using a digi tal Vernier ealiper once a week. Tumor volume was determined with the following 
formula: V == 1(/6 x (Iarge diameler x Ismall diameter] 2) 125]. After each drug administration, 
the mice werc wcighed, and the tumor volume \Vas calculatcd. Afler 21 days of treatment, the animals 
were weighed and anesthetized (sodium pentobarbital), and blCXH:t samples were collected by cardiac 
puncture. Serum was separa ted by centrifugation (1500 rpm) for further analysis. Oetermination of 
biochemical parameters was carried out by the Departamento de Patología de la Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia, UNAM, 

4.6. Immw/Ohistochemical Al1a/ysis of peNA and Ki-67 

Once the tcealment was over, the mice were humanely 5<lcrificed. The tumor tissues wece dissected, 
fixed in 10% formald ehyde, paraffin-embedded and serially sectioned into 4 ~Im-thick sections. 
The sections were plaeed on glass slides eoated with 0.1% poly-L-Iysine for immunohistochemieal 
analyses (IHC). The tissue sections were first stained with hematoxylin and eosin to determine their 
histological characteristics. Then, the slides weTe dewaxed with xylene, gradually hydrated with 
gradient alcohol (100 to 70%), and washed with PBS. Subsequently, the tissuesectiolls were subjecled lo 
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heat-induced epitope retrieval by trealmenl wilh sodium citrate buffer (pH 6.0). The slides were treatOO 
wilh 30"10 solulion HzÜ:! for 10 min al room lemperalure lO block endogenous peroxidase. Afler rinsing 
wilh phosphale-buffered saline (PBS), the ~ l ide~ were blocked wilh 5% bovine ;;erum albumin (BSA) 
in PBS for 10 min al room lemperaturc; ¡¡ftcrwnrds, they were ineubatcd ¡¡t 4 oC o"ernight with Ihe 
primary antibodies against PCNA (1:200) ¡¡nd Ki-67 (1:100). After washing wilh PBS, each slide was 
ineubakd with Ihe specific biotinylalcd sL"Condary antibody for 60 min l1t 37 oc. Then, the s lides 
\Vere incubaled with streptavidin-peroxidase complex for 30 min al 37 oc. The immunoreactive 
products were visualized by reaction with 3,3-diaminebcm:idine (oAB) and hematoxylin counlerstain. 
111e negalive controls wef('" incubl1lcd with 111bumin so[ution inslead of primary antibodics. 

4.7. TUNEL Assay 

The ¡¡poptotie cclls in the tissue samplcs were dete<:ted using a Promega kit (G7131) for in 
situ delection according lo the manufaeturer's instructions. The tissues samp[es were dewaxed and 
hydrated a~ des(:ribed in the previous ~ection. Then, the ~Iides were incubated wilh proleina~e K 
(1:500) for 15 min at room temperature. The samples were Ihen incubated w ith the TUN EL reac\ion 
mixture, terminal nucleolidyltransferase (rTdT) and biotinylated-dUTP for 60 min al37 oc. After being 
wilshed three times wilh PBS, Ihe slides were ineubl1led wilh streptilvidin-peroxidilse complex for 
30 min a l 37 oc. The apoptosis signals were visualized wilh diaminobenzidine. The seclions were 
counterstainOO with hema toxylin, mounled with mounting med ium and analyzed by lighl mi(toscopy 
(Nikon Eclipse BOi, Nikon Co., Tokyo, Japan). The negative conlrol was prepared wilh equilibrium 
buffer, nucleotide mix, l1nd deionized wl1ter without rT dT. 

4.8. Al1alysis 01 Photomicrographs 

Pholomicrogrilphs o( Ihe slides werc cl1 ptured using a Nikon Eclipse 80í microscope equipped 
with a Nikon OS-U2 cameril ¡¡nd by usi ng N is Elemenls-F acquisition softw¡¡Te (Nikon Co, Tokyo, 
Japl1n, version 3.0). Images \Vere digitized al 2560 x 1920 pixels. The images were acquired at 
40x magnificl1tion l1nd processed in TlF fonnl1t. 

The brown color corrcsponding to the immunostaining on the slidcs was quanlified as Ihe 
sum ¡¡re¡¡ o r nudei number and Integrative Optical oensity (IDO) wilh Image-Pro Plus 7.0 software 
(Mcdi¡¡ Cybcrnetics, Rockville, MD, USA). First, a spalial calibration of 50 IJm was done for e¡¡ch image 
and the ranges of area and 00 were defined in Image-Pro Plus 7.0. Second, the color corresponding 
to the immunohistochemica l s ignal was segmented according lo the Hue, Saturation, Intensity (HSI) 
modeJ. For a better representalion of Ihe assessmenl of expression levels, ¡¡ total of 10 random images 
were acquired for e¡¡eh slide and analyzed using Image-Pro Plus 7.0 software ¡¡S dL'SCribcd in Ihe 
k chnical manual with some modifications [26J. 

4.9. Statistical/lnalysis 

Tumor volumes, body weights, number of positive cells (for Ki67 or PCNA) and values 
of biochemical parameters are reported as the means ± SEM (standard error of mean). 
Slatistical comparisons between drug treatment and the untreated group were done with the 
Kolmogorov- Smirnov test when the dis tribution of the dalil W¡¡S determined. The d¡¡ta wilh G¡¡ussian 
distribution were analyzed by two-way ANOVA follo\Ving a multiple comparisons test (Tukey test). 
The data wilhout Gaussian distribulion \Vere analyzed with a nonparametric test (ANOVA of 
Kmska-Wallis) followed by a multiple comparisons test (Dunn's test). The si!,>TIificant differences wel"\' 
reported with p-valucs. 

5. Condusions 

Our resul ts showed Ihal Ihe de<:rcase in Ihe ¡evels of Ihe prolifefation markers PCNA and Ki-67 
as weU as Ihe mcreasc in cell de¡¡lh by apoptosis are rela tcd lo Ihe lumor growth inhibilion induccd by 
MOA and 3o:-0H MOA in a mousc xenogrilft modelo 
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The present results demonstrate the activity of thc compounds under study in onc particular 
proslate cancer model. More delailed investigations with breasl cancer celllines wi1l be performed. 
In addi lion, the possible use of MOA and 3a-OH MOA as adjuvlln ts in llnlilumor immuni7..alion 
stralegies wi1l be investigated. 

Acknowledgmenls: I\·fa. Bealriz 5;ínchez-Monroy is a do<:tora l stud enl from Programa de Doctorado en 
Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional Autónom~ de México (UNAM) ~nd n.'cei\'ed fcllowship 264325 
from Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT). The financial supporl from CONACYT Grant 152650 
is acknowledged by the au lhorsof Ihis rescarch. \"Ve Ihank M. en e. Antonio Nieto Camachoand M. en e. Ed. 
Horlensia Segura Silva (Instituto de Quimica, UNAM) for tcchnical assistance. 

Aulhor Contribut ions: M.B.S.-M . performed alJ Ihe experimental work and contribuled lo Ihe w riting of Ihe 
rnanuseripl. M.M.-V. bolh conlribuled lo Ihe disrussion of Ihe rcsu lls and lo the ",Tiling of Ihe manuscript. N.J.J. -H. 
participaled in Ihe devclopmenl of toxicity in C D-1 mico.', Ihe tumor xenograft mous.e mooel and conlribuled lo 
the writing uf the manuseripl. A.Z.-D. pHticipatl'<l in experiment"l work. 6.H .-1. parlicipaled in Ihe evaluation 
of the anli-proliferative effect of MDA and 3oc-OH MOA by immunohisto<:hemical analysis and the dell'CIion of 
apoptolic eells by TUNEL assay. Al! iluthors l"Cad and appro\'cd the final manuseripl. 

Connids of tn leres!: We dl'Clan.' thal we do nol have any OOnflicl of in ten.>st rclatl'<l to Ihis work. 

References 

1. Siegel, R.L.; Mi lJer, K.O.; Jemal, A. Cancer Statislics, 2015. CA Callca f. Clill . 2015,65,5-29. [CrossRef] 

[PubMcd ] 

2. Zhou, H. , Zhang.. Y.; Harnbuerger, A.\"J. EBi'1lnhibils Translalion of Androgen Receptor rnRNA in Caslralion 

ResiSI<lnl Prostate Caneer Cdls. An/icallcer Res. 2011, JI, 3129- 3135. 

3. Mastcrs, C.A .: Krilov, L.; B.~ilt:y, H.H.: Brosc, M.S.: Burstcin, H.; Diller, L.R.; Oizon, 0 .5.: Fine, H.A.: 

Kalemkerian, G.P.; Moasser, M.; el al. Annual Reporl on Progress Againsl Cancer From the American Societ )' 

of Clínical Oncology. J. C/ill. 011'01. 2015. JJ, 1-23. [CrossRef] (PubMcdJ 

4. Heidenreich, A.; Aus, G.; Bolla, M.; Joniau, S.; Mal\'eev, v.B.; Schmid, H.!'.; Zat toni, F. EAU Guidelines on 

Proslale Caneer. E,a. L/rol. 2008, 53, 6.'h'lO. [CrossRef] [PubML-oJ 

5. Patel, J.D.; Kriloy, L.; Adams, S.; Aghajanian, e.; Baseh, E. ; Brose, M.S.: Carrol, W.L.; de Lima, M.; 

Cilbcrl, M.R.; Kris, M.G.; ct <1 1. Clinic<ll Cmlccr Adyances 2013: Almual Report on Progn.'SS Against 

Cancer Frorn Ihe American Socicty of Clínical Oncology. J. Clill. OllW/. 2013, JI, 1-33. [CrossRef] [PubMed ) 

6. NewIJl<1n, D.J.; Cragg, C.M. Nalural products as sources of new drugs o\'er Ihe 30 ye~ rs from 1981 102010. 

J. Na/. Prad. 2012, 75, 311-335. ¡CrossRef] (PubMedJ 

7. Shanmugam, M.K., Rajendran, P.; Li, F. ; Nema, T., Vali, S., Abbasi, T.; Kapoor, S.; Sharma, A., Kumar, A.I'; 

Ho, P.e.; ct al. Ursolic acid inhibi ls multiple <:ell survival pathw<lys lcading to supprcssion of growth of 

prosla te cancer xenografl in nude miee. Mol. Med. 2011,89,713-727. [CrossRef] [l'ubMed J 

8. Ya.day, v.R.; Pras.1d, S.; Sung, B.; Cclov<lni, J.C.: Cuha, S.; Krishnan. S.: Aggarwal, B.B. Boswdlic acid 

inhibil5 growth and melastasis of hwnan colorcctal cancer in o rlhotopic mousc mooel by downrcgulating 

inflammatory, proliferalive, in\'asil'e and angiogenic biomarkers. 101'. J. Call. 2012, 1.30, 2176-21S-i. [CrossRef] 

[pubMed J 

9. Eslrada, A.e.; SyTOvets, T. ; Pillerle, K.; Luno\', O.; Büchele, 6.: Schimana-Pfeifer, J.; Schmidl, T.; Morad, S.A.F.; 

Simmet, T. lirucallic Acids Are Noyell'leckslrin Homology Dornain-Dependent Akl lnhibilors [ndllcing 

Apoptosis in Proslate Cancer Cdls. Mol. Pltarmacol. 2010, 77, 378-387. [CrossRdj [rubMl'<l J 

10. Orlega, O.A.G.; Hemández, M.; Marlínez, V.M., Salgado, 1.1.; Arenas. S.F. Phylochemic~1 sh,dy uf 

cuachalalate (Ampllipll!erygi.wJ. adslrillgl'1I5, Schicde e~ Schlecht). J. Ellmopllarmaw/ . 1999,68, 109- 113. 

[CrossRefJ 

11. Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Atlas de la Medicina Tradicional Mexicana 

(2009). BibliolecJ Digital de la Medicina Tradicional Mexicana. Avnilable onlíne: http://www. 

medicinatradicionalmexic,ma.unam.mx!index.php (nceesscd on lO Augusl 2017). 

12.. Oviedo, e.1.; Apan, R.T.: Solo, H.M .; Martínez, V.M. Principies of Ihe bark of Amphil'lerygiu n¡ adslringe"s 

Uuli..1.naceae) wilh anti-int1amrnatory. l'hylomrdicini 2004, 11, 436-445. 

13. Oviedo, CJ.; Apan, R.T.; Marlinez, V.M. Cylolo~ic activily and dfect on nilric oxide product ion of 

tirucallanc-lyfX' trilerpcncs. j. PIlIlnn. l'lIarlllacol. 2005, 57,1087- 1091. 

gradl('"nl alcohol (HJU to lU'"foJ, and washcd w1th I'tS~. ~ubS('quently, Ihe IlSSue sffllons W('"f(' subJffted lo 



104

Molrc .. fl'$ 2017, 22, 1479 12uf 12 

14. Dalla, V.A.; Brasa, A.; Carda, A.AN.; Martíncz, V.M.; Tonincllo, A 3a-H)'droxyrnasticadicnonic Acid As an 

Antiprolifcrativc Ascnt That Impairs Mitochondrial Functions. l. Nat. Prod. 2012, 75, 557-562. [CrossRef] 
IPuhMed ] 

15. Lorke, D.A. New Approach lO Praclical Acule Toxicity Testing. Arc/¡. Toxico/. 1983,54,275-287. (CrossRef] 

IrubMed ] 

16. Gao, N.; Cheng, S.; Budhraja, A; Gao, Z.; Chen, J.; Líu, E. H.; Huang, C; Che, D.; Yans, Z.; Líu , 0.; el al. 

Ursolic acid induces apoplosis in human leukaemia eells and exhibi ts anli-leukaemie activily in nude miee 

through the r KB pathway. Br. f. P/mnllucol. 20]2, 165,1813-1826. [CrossRef] [PubMed ] 

17. Chintharlapalli, 5.; Papincni, S.; Leí, P.; Pathi, 5.; 5.1fe, S. Betulinic acid ínhibits colon cancer ceH and tumor 

growth and induces proteasome dependent and -indcpcndent downregulation of specificity proleins (Sp) 
Iranscription faclors. BMC em'cr 2011 , 11,371. (CrossRef] (pubMcd 1 

18. Cheng, S.; Swanson, K.; Eliaz, l.; McClintick, J.N.; S<lndusky, G.E.; Sliv<l, D. Pachymic Acid rnhibits Growth 

and Induces Apoptosis of Pancrealie Cancer In Vitro and In Vivo by Targeting ER Stress. PLoS ONE 2015, 

10, e0122270. ICrossRef] [PubMed] 

19. Patlolla, J.M.R.; Rao, CV. Triterpenoids for Caneer Prevenlion and Treatment: Curren! Status and Future 

Prospects. C'lrr. PhurlU. Bio/ce/mol. 2012, 13, 147-155. ¡CrossRef] /PubMcd 1 

20. Alonso, CAJ.; Villa real, M.L.; Salazar, O L A.; Gómez, S.M.; Domínguez, F.; Carcia, CA Mexican 

medicinal plants used for cancer treatment: Pharmacological, phytochemical and ethnobotanical studies. 
J. El/mop/.onllarol. 2011 , J.B, 945-972. [CrossRef1 [PubMcd 1 

21. Guind an, J.; Dens, L.; F<ln, B.; W<lger, M.J.; Hohmann, A.e. Optimi7.iltion of <l cisplatin model of 

ehemOlherapy induced peripheral neump<llhy in mke: Use of vitamin C and sodium bicarbon<lte 

prelreatmenls lo reduce ncphmloxkit)' and improve anim<ll hcalth status. Mol. Pai" 2014, 10, 1-14. (CrossRef] 

(PubMcd 1 
22. Stoimenov, l.; Helleday, T. PCNA on the crossroad of cancer. Bioc¡'c",. Soco Trans. 2009,37,605-613. (CrossRef] 

(PubMed 1 

23. Bologna, M.R.; Mosqueda, T.A; Molina, F.N.; Mori, E.D.; 5.inchez, A.C. Comparison of the value of PCNA 

and Ki-67 as markcrs of cell proliferation in amcloblastic tumors. Med. Oral Pat%~~ Om/ Cir. Bucal 2013, 18, 

e174-e179. [CrossRefl 

24. Cupla, S.C; Prasad, S.; Selhumadhavan, D.R.; Nair, M.s.; Mo, Y.Y.; Agg<lrwal, B.B. Nimbolide, a Umonoid 

Triterpene, !nhibit..<; Growth of Human Coloreetal Cancer Xenografts bySuppressing the Proinflammatory 

Mkroenvironmenl . C/il!. Cmlccr Rcs. 2013, 19, 4465-4476. (CrossRef] [PubMed ] 

25. Med ina, L.A.; Herrer<l, P.B.!., Morales, CM.A; C<lrci<l, L.P.; Pérez, CE.; Chanona, Y.J.; Br<lnd<ln, M.E. Use of 

an orthovoltage X-ray treatment u nit as a radiation research syslem in a small-anima! canccr model. /. Exp. 

CIí". ülllcer Res. 2008, 27, 1- 11. (CrossRef] [pubMed ] 

26. Stinga, AC; Márgari tcscou, O.; Stinga, S.A.; Pirici, D.; Ciurca, R.; Bunget, A; Cruce, M. VECFRl and 

VEG FR2 immunohistochemica! expression in oral squamous cell carcinoma: A morphometric study. ROI/I. ¡. 
MorpllOl. EmbryvJ. 2011, 52, 1-11 . 

Sample Availability: Samples oi the compounds are available imm Ihe aulhors. 

@2017by lheaulhors. Licensee M Or l, Basel, Swit7..erland. This arlicle isan open access 

arlicle distributed under the terms and condi tions of Ihe Creative Commons Attribution 

(Ce BY) liecnse (http://cr{'3tivecommons.org/licen~/by 14.01). 



105

12. APÉNDICE ESPECTROSCOPÍA
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Apéndice 1. Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz) del ácido masticadienónico aislado de A. adstringens.
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Apéndice 2. Señales características del ácido masticadienónico en el espectro de infrarrojo (pastilla de KBr).
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Apéndice 3. La espectrometría de masas del ácido masticadienónico presentó un ion molecular de 455 m/z para una fórmula mínima C30H46O3.
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Apéndice 4. Cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR) del ácido masticadienónico. Los resultados muestran una pureza de 98.15% y
un tiempo de retención de 14.60 minutos (en el eje Y).



110

Apéndice 5. Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz) del ácido α-OH masticadienónico aislado de A. adstringens.
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Apéndice 6. Señales características del ácido 3α-OH masticadienónico en el espectro de infrarrojo (pastilla de KBr).

-CH3

-OH

-COOH

-C=O

C=C



112

Apéndice 7. La espectrometría de masas del ácido masticadienónico presentó un ion molecular de 456 m/z para una fórmula mínima C30H48O3.
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Apéndice 8. CLAR del ácido 3α-OH masticadienoico. Los resultados muestran una pureza de 98.88% y un tiempo de retención de 15.74 minutos
(en el eje Y).
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