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1. Resumen

El cancer es una enfermedad con altas tasas de incidencia y mortalidad a nivel
mundial. En México, es la tercera causa de muerte y dentro de los canceres con mayor
incidencia se encuentran el cancer de mama, el cancer cervicouterino y el cancer
colorrectal. Los actuales tratamientos contra el cancer suelen ser poco eficientes,
ademas de ocasionar diversos efectos secundarios debido a que afectan a células con
altas tasas de division celular, disminuyendo la calidad de vida de los pacientes, por lo
que es importante la busqueda de compuestos que puedan ser selectivos. Al respecto,
los compuestos de origen natural han tomado gran relevancia debido a sus multiples
propiedades biologicas de aplicacion terapéutica. Dentro de éstos, las lactonas
sesquiterpénicas han sobresalido debido a su potencial uso antitumoral. El Glaucolide
E, es una lactona sesquiterpénica cuya actividad antitumoral no ha sido evaluada, por
esta razon, en el presente trabajo se evalu6 su actividad antiproliferativa, necrética y
apoptodtica en las lineas CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT, provenientes de cancer
cervicouterino, mama y colon respectivamente, obteniéndose que el Glaucolide E
afecto el potencial proliferativo de las lineas tumorales de manera dependiente de la
dosis presentando una disminucion de proliferacion media (ICso) de 9.91, 6.7 y 6.9
pug/mL respectivamente. La baja o nula actividad de LDH en los sobrenadantes de los
cultivos celulares tratados con el Glaucélide E indica que a dichas concentraciones no
se presenta actividad necrotica, sin embargo, el hecho de inducir en las tres lineas
tumorales morfologia apoptética, asi como, el de estimular en éstas la presencia de la
caspasa 3 activa, evaluada por microscopia de epifluorescencia y determinando las
células positivas a ésta por citometria de flujo, sugiere que las células tumorales son
eliminadas mediante un proceso apoptdtico. Adicionalmente, nuestros resultados
mostraron que el Glaucolide E afecta el potencial proliferativo de las células linfociticas
humanas de un 17 a 48%, con una actividad necrética menor al 20% y una positividad
de las células linfociticas a la caspasa 3 activa de un 12 a 17%, sin embargo, se
requiere de estudios en otros tipos celulares normales para confirmar si este
compuesto presenta accion selectiva. Tomando todos los resultados, se concluye que
el Glaucolide E presenta actividad antiproliferativa y apoptética, con baja actividad
necrotica tanto en células tumorales asi como en células no tumorales. La baja
actividad necrética de el Glaucolide E hace de este compuesto un digno candidato para
ser estudiado como un agente antitumoral con posible aplicacidn terapéutica.



2. Marco tedrico

2.1 La célula

La célula es la unidad estructural y funcional de todos los organismos vivos (Curtis et
al., 2011; De la Garza & Juarez-Sanchez, 2014), y se considera la unidad de
organizacion mas pequefla que puede manifestar las propiedades del ser vivo,
constituyendo tanto las formas de vida unicelulares como pluricelulares (Maillet, 2003;
Campbell & Paradise, 2016).

Las células son estructuras complejas y variadas capaces no solo de autorreplicarse
sino que también responden a diferentes sefiales intracelulares y extracelulares que les
permiten sobrevivir, crecer, diferenciarse o morir, de esta forma pueden realizar una
amplia gama de tareas especializadas en organismos pluricelulares (Cooper &
Hausman, 2008; Alberts et al., 2015). En células eucaridticas somaticas, se lleva a

cabo un estricto control de regulacion de division celular, denominado ciclo celular.

2.2 Ciclo celular

El ciclo celular es una serie ordenada de eventos en donde la célula crece, duplica su
material genético y se divide para dar lugar a dos células hijas (Lopez-Marure, 2003), y
es el mecanismo esencial por el cual todos los seres vivos se reproducen, ademas de
mantener la homesostasis en los tejidos reponiendo aquellas células somaticas que
mueren (Alberts et al., 2015).

La funcion mas basica del ciclo celular es duplicar el ADN que conforma los
cromosomas Yy luego segregarlo en copias iguales en dos células hijas genéticamente
idénticas a la célula madre. (Alberts et al., 2015). De manera simplificada, el ciclo
celular se divide en dos etapas: mitosis (M), que incluye el proceso de division nuclear
y la citocinesis entendida como la division del contenido citoplasmatico y organelos; e
interfase, el interludio entre dos fases M y durante la cual ocurre la duplicacion
cromosomica denominada fase S (S para la sintesis de ADN en el que se duplican las

cromatides hermanas de cada par de cromosomas homolégos) (Vermeulen et al.,



2003; Alberts et al., 2015), estos procesos definen las dos fases principales del ciclo

celular.

Sin embargo, la mayoria de las células requieren mucho mas tiempo para crecer y
duplicar su masa de proteinas y organulos de lo que necesitan para duplicar sus
cromosomas Yy dividirlos, por lo que, para permitir tiempo para el crecimiento, la
mayoria de los ciclos celulares poseen fases gap: una fase G1 entre la fase M y la fase
S, y una fase G2 entre la fase S y la mitosis (Alberts et al., 2015), en estas fases de
crecimiento se sintetizan macromoléculas celulares que incluyen proteinas, ARN vy
membranas (Poon, 2016). Por lo tanto, el ciclo celular en células eucariotas se divide
tradicionalmente en cuatro fases secuenciales: G1, S, G2 y M. En donde G1, Sy G2
juntos se denominan interfase (Alberts et al., 2015). Existe una fase fuera del ciclo
celular llamada GO en donde las células se encuentran en un estado quiescente no

proliferativo (Lopez-Marure, 2003).

La transicion de una fase del ciclo celular a otra ocurre de manera ordenada y esta
regulada por diferentes proteinas celulares (Vermeulen et al., 2003), de éstas se
destacan las enzimas de accion fosforilante denominadas cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) y sus subunidades activadoras las ciclinas (Quezada, 2007) que actuan
en conjunto en cada una de las fases del ciclo. De esta manera, la ciclina D-CDK4, la
ciclina D-CDKG®6 vy la ciclina E-CDK2 conducen la progresion de G1 a través del punto de
restriccion, lo que compromete a la célula a completar el ciclo. La fase S es iniciada por
la ciclina A-CDKZ2, y la ciclina B-CDK1 regula la progresion a través de G2 y la entrada
en la mitosis (Figura 1) (Williams & Stoeber, 2012).

Sin embargo, el control desregulado del ciclo celular es un aspecto fundamental del
cancer, debido a que en las céluas tumorales se acumulan mutaciones que activan
protooncogenes que a su vez dan como resultado una sefalizacion mitogénica
constitutiva, es decir, sefiales que promueven la division celular y respuestas biologicas
anormales a las sefales antimitogénicas, las cuales conducen al desarrollo de una

proliferacion sin control (Malumbres & Barbacid, 2009; Nakayama & Nakayama, 2006).
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Ciclina A/
Ciclina B Senales

L mitogénicas

Ciclina A

Figura 1. Ciclo celular: Fase G1, crecimiento celular; fase S, duplicacion del ADN; fase G2,
preparacion para fase M y fase M, divisién del nucleo y citocinesis; y las proteinas que
intervienen en su regulacion. Tomada y modificada de Otto & Sicinsky (2017).

También es importante destacar que en los organismos multicelulares, la tasa de
division celular esta también regulado a procesos de muerte celular.

2.3 Muerte celular

El crecimiento, desarrollo y mantenimiento de los organismos multicelulares no solo
depende de la produccion de células, sino también de los mecanismos para destruirlas
(Alberts et al., 2015), por lo que la muerte celular es un proceso critico y activo que
involucra factores o vias moleculares complejas que permiten mantener la homeostasis
de los tejidos y eliminar células potencialmente dafinas para controlar enfermedades
en organismos multicelulares (Green & Llambi, 2015; Ranjan & lwakuma,2016).

Las células se rigen en un proceso de muerte celular que es reversible hasta que se
traspasa un denominado “punto de no retorno”. Se ha propuesto que este paso podria
representarse mediante la activacion masiva de caspasas, la pérdida de la integridad
de la membrana externa mitocondrial o la exposicion de residuos de fosfatidilserina que

emiten sefales para las células vecinas normales las fagociten, sin embargo, el
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concepto de un punto de restriccion para la muerte celular aun no se ha definido

especificamente (Kroemer et al., 2009).

En ausencia de un evento bioquimico claramente definido que pueda considerarse
como el punto de no retorno, el Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (NCCD,
por sus siglas en inglés) propone que una célula se considere muerta cuando se
cumpla cualquiera de los siguientes criterios moleculares o morfologicos: la célula ha
perdido la integridad de su membrana plasmatica, la célula, incluido su nucleo, ha
sufrido una fragmentacién completa en cuerpos discretos "cuerpos apoptéticos" y/o su
cadaver (o sus fragmentos) ha sido engullido por una célula adyacente (Kroemer et al.,
2005).

Histéricamente se ha clasificado a la muerte celular en tres tipos morfolégicamente
distintos: apoptosis (muerte celular tipo 1), muerte celular autofagica (tipo Il) y necrosis
(tipo III) (Shimizu et al., 2014), las cuales pueden ejecutarse a través de vias de
sefalizacion distintas y, a veces, superpuestas, que participan en la respuesta a
estimulos especificos (Green & Llambi, 2015). Sin embargo, la podemos discutir en dos
modos: apoptosis, una forma programada y controlada de muerte celular, y necrosis,
una forma desordenada y accidental de muerte celular (Kanduc et al., 2002), cuyas
morfologias son ampliamente distinguibles (Figura 2).
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Necrosis

Apoptosis

Figura 2. Diferencia morfolégica entre apoptosis y necrosis. En la apoptosis se forman cuerpos
apoptoticos los cuales proceden de la membrana celular asi como fragmentacion del ADN. En
la necrosis se observa ruptura de la membrana celular con la consecuente liberacion del
contenido citoplasméatico.Tomado y modificado de Galluzi et al., (2018) & Alberts et al., (2015).

2.3.1 Necrosis

La necrosis celular o muerte celular necrética abarca una amplia variedad de procesos
de muerte celular con un denominador comun: la pérdida de la integridad de la
membrana plasmatica seguida de una fuga citoplasmica (Yuan & Kroemer, 2010). Es
una alternativa a la muerte celular apoptética y se considera un proceso en el que la
célula es una victima pasiva y sigue un modo de muerte independiente de la energia
(Elmore, 2007), por lo que es considerada la muerte patologica de las células y tejidos
del organismo (Lizarbe, 2007).

La apariencia morfologica de la necrosis es a menudo la de la oncosis, es decir, una
morfologia de muerte celular con hinchamiento citoplasmico, rotura mecanica de la
membrana plasmatica, dilatacion de organulos citoplasmicos (mitocondrias, reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi), asi como condensacion moderada de la cromatina
(Kroemer et al., 2005), ademas de una fragmentacion inespecifica del ADN y su

culminacién con la salida del material intracelular al espacio extracelular atrayendo a
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células del sistema inmune lo que genera un proceso inflamatorio (Ramirez-Agudelo &
Rojas-Lopez, 2010; Elena, 2002).

La necrosis puede ocurrir simplemente como consecuencia de un dafio tan extenso
que la integridad celular se ve alterada o por estrés mecanico (Green & Llambi, 2015),
el cual puede ser ocasionado por toxinas, hipoxia severa, agresidon masiva y cualquier

otra condicion que genere caida de ATP (Elena, 2002).
2.3.2 Apoptosis

La apoptosis es un programa codificado genéticamente que conduce a la muerte
celular (Tait & Green, 2010), este tipo de muerte es altamente programado, por lo que
juega un papel critico en el desarrollo y la homeostasis en los tejidos normales, debido
a que contribuye a la eliminacion de células no deseadas y aquellas que han sido
dafiadas, con el objetivo de mantener el equilibrio entre la supervivencia celular y la

muerte celular en metazoos (Hassan et al., 2014).

El proceso de muerte celular programada, o apoptosis, se caracteriza generalmente por
caracteristicas morfologicas distintas a otros tipos de muerte celular y mecanismos
bioquimicos dependientes de la energia (Elmore, 2007).

Morfologicamente, la apoptosis se caracteriza por la contraccion celular, que involucra
el redondeo de la célula, la retraccion de los pseuddpodos y la reduccion del volumen
celular, ademas de condensacion de la cromatina, fragmentacién del nucleo vy
fragmentacion del ADN internucleosomico, poca o ninguna modificacion ultraestructural
de organulos citoplasmicos, ampollas en la membrana plasmatica y mantenimiento de
una membrana plasmatica intacta hasta las ultimas etapas del proceso, debido a que la
célula muerta se empaqueta en cuerpos apoptéticos unidos a la membrana, que son
engullidos y eliminados por las células vecinas o los fagocitos residentes en el tejido
(Kroemer et al., 2005; Ashkenazi & Salvesen, 2014).

En cuanto a sus mecanismos bioquimicos, la apoptosis generalmente se considera una
muerte celular programada mediada por caspasas (Chen et al., 2018), debido a que

son éstas los componentes centrales de la respuesta apoptotica (Riedl & Shi, 2004).
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Las caspasas son una familia conservada de cisteina proteasas que se escinden
después de un residuo de aspartato en sus sustratos (Shi, 2002), organizando la
apoptosis a través de la escision de numerosas proteinas criticas estructural y
funcionalmente dentro de la célula, conduciendo asi al desensamblaje celular (Tait &
Green, 2010; Ashkenazi & Salvesen, 2014; Schultz & Harrington, 2003).

Las caspasas son fundamentales para el mecanismo de apoptosis y generalmente se
clasifican en dos categorias, las iniciadoras (caspasa 2, 8, 9 y 10, principalmente
responsables del inicio de la via apoptotica) y las caspasas efectoras o ejecutoras
(caspasa 3, 6 y 7, responsable de la division definitiva de los componentes celulares)
(Shi, 2002; Pistritto et al., 2016).

Existen dos vias de sefalizacion principales que desencadenan la muerte celular
apoptdtica: la via mitocondrial (la intrinseca) y la via del receptor de muerte (la
extrinseca) (Green & Llambi, 2015), estas vias conducen a la activacion de caspasa 3
(Majtnerova & Rousar, 2018), debido a que puede considerarse la principal caspasa
ejecutora y sello distintivo de muerte celular por apoptosis (Figura 3) (Choudhary et al.,
2014).

2.3.2.1 Apoptosis por via intrinseca o mitocondrial

La via mitocondrial de la apoptosis, también llamada via intrinseca, es el mecanismo
mas comun de apoptosis en los vertebrados (Green & Llambi, 2015). Esta, es activada
por sensores internos en respuesta al estrés celular, como la privacion de nutrientes, el
dafio al ADN irreparable, hipoxia, concentraciones extremadamente altas de Ca**
citosdlico y el estrés oxidativo severo, son algunos factores desencadenantes del inicio
de la via (Sharma et al., 2019; Pistritto et al., 2016).

La activacidon de esta via esta regulada principalmente por la familia de proteinas del
linfoma de células B (BCL-2) (Sharma et al., 2019), por lo que la activacion de los
miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2 (Bax, Bak) neutraliza las proteinas
antiapoptoticas Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1, lo que conduce a la modificacion de la
permeabilidad de la membrana externa mitocondrial de modo que las proteinas

normalmente confinadas en el espacio intermembranal se extienden al citosol. Estas

15



proteinas incluyen los llamados factores apoptogénicos (Pistritto et al., 2016), como el
citocromo-c que se une Yy activa la proteina APAF1 en el citoplasma, lo cual induce un
cambio conformacional que permite que APAF1 se una a ATP/dATP y forme el
apoptosoma, que media la activacion de caspasa 9 (Riedl & Shi, 2004), la cual activa a
las caspasas ejecutoras, principalmente caspasa 3 (Galluzi et al., 2018).

2.3.2.2 Apoptosis por via extrinseca o del receptor de muerte

La via extrinseca es iniciada por perturbaciones del microambiente extracelular
detectado por receptores de membrana plasmatica (Galluzi et al., 2018) como son
receptores de muerte de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF) como Fas,
receptor de TNF1, receptores de ligando inductor de apoptosis (TRAIL) relacionados
con TNF, entre otros, ubicados en la superficie celular (Sharma et al., 2019). Tras la
estimulaciéon del receptor de muerte por su ligando correspondiente, el mismo receptor
se somete a oligomerizacion y un cambio conformacional para revelar su dominio de
muerte citoplasmatico que en conjunto con proteinas adaptadoras (FADD/TRADD)
retienen al iniciador procaspasa 8 lo que da como resultado la formacion del
denominado complejo de sefalizacion inductor de muerte (DISC), aumentando la
concentracion local de procaspasa 8 y promoviendo la autoactivacion (Pistritto et al.,
2016), por lo que una vez activada caspasa 8, ésta activara a las caspasas ejecutoras,
principalmente caspasa 3 (Galluzi et al., 2018).
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Figura 3. Vias de muerte en el proceso apoptético. La via extrinseca se inicia por receptores de
membrana (por ejemplo, por el receptor de FAS) y por medio de la activacion de la caspasa 8;
mientras que la via intrinseca (o mitocondrial) se inicia por la activacion de la caspasa 9.
Ambas vias confluyen en activar la enzima ejecutora de la apoptosis, la caspasa 3.Tomado y
modificado de Chen et al., (2018).

La desregulacion de la apoptosis esta implicada en la patogénesis de varias
enfermedades, como el cancer, que se caracteriza por la acumulacion de células que
exhiben un compromiso insuficiente de activar la maquinaria apoptdtica y la evasion de
la apoptosis (Sharma et al., 2019), permitiendo que las células neoplasicas sobrevivan,
pese a la presencia de sefiales de regulacion, durante la vida util prevista, subvirtiendo
la necesidad de factores de supervivencia exogenos y brindando proteccion contra el
estrés oxidativo y la hipoxia a medida que la masa tumoral se incrementa y se
expande. Esto da tiempo para la acumulacion de alteraciones genéticas adicionales
que desregulan la proliferacion celular, interfieren con la diferenciacion, promueven la
angiogénesis, responden a proteinas exdgenas como las citocinas y aumentan la
invasividad durante la progresion del tumor (Hassan et al., 2014).
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2.4 Cancer

El cancer es una enfermedad provocada por un grupo de células que se multiplican sin
control y de manera autonoma, invadiendo localmente y a distancia otros tejidos (De la
Garza & Juarez-Sanchez, 2014). El dafo mecanico invasivo de las células tumorales,
destruye tejidos y érganos, nulificando la morfofisiologia de dicho 6rgano ocasionando
que sea la segunda causa de mortalidad en el mundo. Por lo que en la actualidad es un
importante problema de salud (Hassanpour & Dehghani 2017).

El cancer posee tantas manifestaciones diferentes como tejidos y tipos de células en el
cuerpo humano, involucrando innumerables agentes cancerigenos enddgenos o
exégenos (Coleman & Tsongalis, 2017), sin embargo, se reconoce que las células
cancerosas son células normales que acumulan una serie de mutaciones sucesivas en
los genes (Melford, 2018) las cuales cambian las funciones celulares. Estas
alteraciones afectan el ciclo celular y conducen a una proliferacion anormal de las

células (Hassanpour & Dehghani 2017).

Las diferentes formas de cancer comparten mecanismos moleculares comunes, que
implica la pérdida, mutacidn o desregulacion de genes que regulan positiva y
negativamente las funciones celulares, generalmente clasificados como
protooncogenes y supresores de tumores (Coleman & Tsongalis, 2017), es por esto
que, Hanahan & Weinberg (2000), propusieron algunas caracteristicas o sellos
distintivos del cancer que permiten comprender la compleja biologia del cancer, entre
los que se incluyen el mantenimiento de la sefializacion proliferativa, la evasion de los
supresores del crecimiento, la resistencia a la muerte celular, la inmortalidad replicativa,
la induccién de la angiogénesis y la activacion de la invasion y la metastasis.
Posteriormente, Hanahan & Weinberg (2011), afaden otras caracteristicas que son la
inestabilidad gendmica, la inflamacidn, la reprogramacion del metabolismo energético y
la evasidn de la destruccion por la respuesta inmune antitumoral. Estas caracteristicas
han demostrado ser fundamentales en nuestra comprension de los rasgos comunes del
cancer y, por lo tanto, en el disefio de futuros medicamentos mucho mas efectivos y
selectivos (Fouad & Aanei, 2017). A continuacion se describen los tres tipos de cancer

predominantes en la poblacion mexicana: cancer de mama, cervicouterino y de colon.
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2.4.1 Cancer de mama

En la mama hay una glandula mamaria, la cual tiene entre 15 y 20 |l6bulos separados
por una cantidad variable de tejido adiposo. En cada I6bulo hay varios compartimientos
mas pequefios llamados lobulillos, compuestos por racimos de glandulas secretoras de
leche denominados alvéolos insertos en el tejido conectivo. Las contracciones de las
células mioepiteliales alrededor de los alvéolos ayudan a propulsar la leche hacia los
pezones; cuando se produce la leche, viaja desde los alvéolos hacia una serie de
tubulos secundarios y luego, hacia adentro de los conductos mamarios. Cerca del
pezodn, los conductos mamarios se expanden ligeramente y forman senos llamados
senos lactiferos, donde se puede almacenar leche antes de ser liberada al conducto
galactéforo. Por lo general, cada conducto galactoforo lleva la leche desde uno de los
I6bulos hacia el exterior (Tortora & Derrickson, 2018).

El carcinoma de mama se origina del epitelio de los conductos y lobulos mamarios
(Donegan & Spratt, 1982). El cancer de mama es actualmente el cancer diagnosticado
con mayor frecuencia y la principal causa de muerte por cancer en las mujeres tanto en
México como de todo el mundo. Las estrategias dirigidas a eliminar el tumor primario
han mejorado notablemente, pero los tratamientos sistémicos para prevenir la

metastasis son menos efectivos (Redig & McAllister, 2013).
Las fases en cancer de mama son las siguientes:

Etapa 0. Se considera benigno porque no ha roto el tejido epitelial y no ha invadido

otros organos.

Etapa |. Tumor de menos de 2cm de diametro que no ha afectado a los ganglios ni

extendido fuera de la glandula mamaria.

Etapa Il. De 2 a 5 cm de diametro que se ha extendido a menos de tres ganglios

axilares.

Etapa Ill. Tumor de mas de 5 cm, extendido a mas de tres ganglios de la axila o tejidos
cercanos al pecho.
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Etapa IV. Tumor extendido a otros 6rganos (Carswell, 2002).
2.4.2 Cancer cervicouterino

El utero tiene la forma de una pera invertida, se encuentra situado entre la vejiga y el
recto y sus subdivisiones anatomicas incluyen: una porcién con forma de cupula
superior a las trompas uterinas denominada fondo, una porcion central estrecha
denominada cuerpo y una porcion angosta inferior denominada cuello que se abre a la
vagina (Tortora & Derrickson, 2018). El cuello uterino esta tapizado por dos tipos de
epitelio, el exocervical, que es plano pavimentoso y, el endocervical, que es cilindrico
mucosecretor. El sitio de union de estos dos epitelios se denomina zona de unién
escamocolumnar y es una area dinamica sujeta a cambios constantes relacionados con
la accién de las hormonas ovaricas, que transforman el epitelio cilindrico en epitelio
pavimentoso (metaplasia), debido a que en esta area hay cambios muy activos se le
denomina zona de transformacion, y es asiento de numerosos fenébmenos proliferativos

y de remodelacion (Alonso et al., 2000).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce dos tipos histolégicos principales
de cancer invasivo, el carcinoma de células escamosas, que constituye cerca del 75%
de todos los casos y el adenocarcinoma que constituye cerca del 15-25% de todos los
casos (Chavaro et al., 2009). En México, el cancer cervicouterino es la segunda causa
de muerte en mujeres por cancer (IARC, 2018), y uno de los factores mas importantes
asociados a este tipo de cancer es la infeccion con virus del papiloma humano (VPH)
cuya presencia se relaciona con algunos mecanismos de células tumorales para

favorecer su proliferacion y evadir la vigilancia inmunologica (Ciaran et al., 2007).

Actualmente se han descrito mas de 200 tipos diferentes de VPH, 30 de los cuales
estan relacionados con lesiones anogenitales. (Park et al., 2019). En 1974 se propuso
que los VPH son capaces de inducir cancer cervicouterino y para el afio de 1984 se
confirm®, cuando se descubrié el ADN proveniente de los virus tipo 16 y 18 en tumores
del cuello uterino (Helt & Galloway, 2003), siendo éste el causante de dicha
enfermedad desde un 90% a un 100% (Crow, 2012).
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2.4.3 Cancer de colon

El colon se divide en las porciones ascendente, transversa, descendente y sigmoidea.
En consonansia con su nombre, el colon ascendente asciende por el lado derecho del
abdomen, llega a la superficie inferior del higado y continua a través del abdomen
como colon transverso y cursa inferiormente hasta el nivel de la cresta iliaca con el
nombre de colon descendente. El colon sigmoideo comienza cerca de la cresta iliaca
izquierda, se proyecta en direccidn medial y termina como recto (Tortora & Derrickson,
2018).

El cancer colorrectal es una de las neoplasias mas malignas, situada en segundo lugar
después del cancer de pulmon en varones y del cancer de mama en las mujeres
(Tortora & Derrickson, 2018). La eleccidon del régimen en el tratamiento clinico, para
este tipo de cancer, depende del grado de diferenciacion tumoral. Segun las
caracteristicas histologicas, el grado de diferenciacion del cancer de colon incluye
diferenciacion alta, diferenciacion moderada, diferenciacion baja e indiferenciacion

(grado |, grado Il, grado lll y grado 1V, respectivamente) (Qi & Ding, 2018).

2.5 Tratamientos

Actualmente, la mayoria de las estrategias de tratamiento del cancer se basan en la
extirpacion de la masa tumoral, principalmente mediante cirugia. Los tratamientos
quimicos y fisicos, como la quimioterapia y la radioterapia, también han contribuido en
gran medida a la inhibicion del rapido crecimiento de las células malignas. Ademas,
estos enfoques a menudo se combinan para mejorar los indices terapéuticos (Mitra et
al., 2015).

2.5.1 Cirugia

Se extirpa el tumor y el tejido circundante, cuando la extirpacion completa del tumor no
es posible o podria causar un dafno excesivo al cuerpo, puede usarse la cirugia para
extirpar la mayor parte posible del tumor, que puede incluir una porcion del tejido, todo
el érgano o varios 6rganos. Ademas, éste puede ser el unico tratamiento o puede estar

combinado con quimioterapia o radioterapia (De la Garza & Juarez-Sanchez, 2014).

21



2.5.2 Radioterapia

La radioterapia es la terapia citotéxica mas efectiva disponible para el tratamiento de
los canceres sélidos localizados (Schaue & McBride, 2015), este método de tratamiento
consiste en la utilizacién de radiaciones ionizantes para destruir las células malignas y
hacer desaparecer el tumor o disminuir su tamafno, aunque el efecto de la radiacion
provoca también dafo en las células normales (De la Garza & Juarez-Sanchez, 2014).
Hay dos tipos de tratamientos de radiacion que se usan actualmente: radiacion de haz
externo y radiacion interna, llamada braquiterapia (Abshire & Lang, 2018).

La radiacién sola, o en combinacion con otras modalidades de tratamiento, produce
mejoras significativas en las tasas de curacion del tumor (Abshire & Lang, 2018).

Sin embargo, si la radioterapia es demasiada agresiva, también puede desencadenar
cancer, debido a que promueve mutaciones en células normales. Por lo tanto, puede
resultar contraproducente. Ademas, los efectos secundarios son diversos, como la
destruccion de células del foliculo piloso y eliminacion de células de la medula 6sea.
Esto lleva a la caida del cabello y recurrencia a infecciones.

2.5.3 Quimioterapia

La quimioterapia es un tipo de tratamiento que utiliza farmacos con la intencion de
destruir las células cancerosas (Macarulla et al., 2009), la mayoria de los farmacos
antineoplasicos actuan sobre el proceso de sintesis de ADN dentro de la célula
cancerosa, y es por ello que la selectividad de estos medicamentos para las células
cancerosas en comparacion con los tejidos normales esta determinada por la tasa de
sintesis de ADN vy la division celular (Waller & Sampson, 2018). Se conoce un gran
numero de estos farmacos, que por su naturaleza se clasifican en naturales, sintéticos
y semisintéticos, y por su mecanismo de accion se dividen en citotoxicos y citostaticos
(De la Garza & Juarez-Sanchez, 2014).

El método mas simple y facilmente disponible para administrar la quimioterapia es
mediante administracion sistémica, pero en algunas situaciones, se puede lograr un

mayor impacto de la quimioterapia al administrar una dosis mas concentrada de
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agentes anticancerosos directamente en la region que contiene el cancer (Aigner &
Stephens, 2016)

Apesar de que el tratamiento del cancer se fundamenta en tres pilares considerados
ortodoxos: cirugia, radioterapia y quimioterapia, otras posibilidades de tratamiento
incluyen la hormonoterapia, la inmunoterapia, las dianas o blancos terapéuticos no

citotoxicos y el trasplante de médula 6sea (De la Garza & Juarez-Sanchez, 2014).

En la actualidad, se utiliza la combinacion de la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia (mono o multidrogas). Sin embargo, no se logra curar o extender la vida
de pacientes con cancer avanzado, ademas de acarrear diversos efectos secundarios
que disminuyen la calidad de vida de los pacientes debido a que se destruyen aquellas
células que estan en divisidon célular tanto tumorales como normales. En consecuencia,
resulta primordial buscar nuevos compuestos que presenten ademas de actividad
antitumoral, una baja actividad necrética y selectividad, con el objetivo de no afectar a
las células normales con alto indice de mitosis, como las células de la médula 6sea, del
foliculo piloso y epitelio intestinal. Al respecto, las lactonas sesquiterpénicas han
llamado la atencion debido a sus propiedades antitumorales.

2.6 Lactonas sesquiterpénicas

Las lactonas sesquiterpénicas son representativas de un gran numero de productos
naturales que contienen 15 carbonos con una incorporacion comun de tres grupos
isoprenilo dispuestos en varios sistemas de anillos caracteristicos, que incluyen uno o
mas anillos de lactona (Ren et al, 2016). Se encuentran presentes en
aproximadamente 16 familias de plantas, sin embargo, prevalecen en la familia
Asteraceae, donde se pueden encontrar en casi todos los géneros, especialmente en
Artemisia, Arnica, Ambrosia, Helenium, Tanacetum'y Vernonia (lvanescu et al., 2015).

Las lactonas sesquitepénicas pueden clasificarse a partir de su esqueleto carbo-ciclico
en varios grupos: germacrandlidos, eudesmandlidos, eremofilandlidos, guaiandlidos,
pseudoguaiandlidos y hipocretendlidos (Ghantous et al., 2010), sin embargo, los
germacranolidos, guaianolidos, pseudoguiandlidos y eudesmanolidos son las clases
mas representativas (Figura 4). Los eudesmandlidos tienen dos anillos fusionados de 6
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miembros; los germacranolidos tienen un anillo de 10 miembros; los guaiandlidos
tienen un anillo de 7 miembros, un anillo de 5 miembros y un grupo metilo en C-4; los
pseudoguaiandlidos tienen un anillo de 7 miembros, un anillo de 5 miembros y un grupo
metilo en C-5. Todos contienen un grupo de lactona de 5 miembros fusionados (y
lactona) con un resto carbonilo en la posicion alfa (Chadwick et al., 2013).

o)
Y Ba
5 0]

Germacrandlidos © Guaiandlides
o)
0 0
o)
Eudesmandlidos Pseudoguaiandlides

Figura 4. Grupos mas representativos de las lactonas sesquiterpénicas. Tomado y
modificado de Ghantous et al., (2010).

Estos compuestos son los constituyentes activos de una variedad de plantas, utilizadas
frecuentemente como remedios herbales, por lo que presentan una amplia gama de
actividades bioldgicas, basadas principalmente en sus capacidades de alquilacién, que
subyacen en su potencial terapéutico (Amorim et al., 2013). Se les han atribuido sus
actividades bioldgicas principalmte a tres caracteristicas quimicas: su reactividad del
centro alquilante, su cadena lateral y lipofilicidad y su geometria molecular vy
caracteristicas electronicas (Ghantous et al., 2010)
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Dentro de las diversas bioactividades realizadas por las lactonas sesquiterpénicas se
incluye la citotoxicidad de las células cancerosas y la eficacia antineoplasica en
estudios in vivo (Ren et al., 2016). Actualmente, los farmacos derivados de las lactonas
sesquiterpénicas thapsigargin, artemisinina y partenolida se encuentran en ensayos
clinicos sobre cancer (Ghantous et al., 2010).

Sobre la base de las estructuras de varias lactonas sesquiterpénicas antitumorales, una
serie de analogos que muestran una mayor potencia se han aislado como productos
naturales o se han sintetizado parcialmente (Ren et al., 2016) los cuales son

candidatos para el estudio de sus propiedades bioldgicas.

Los germacranodlidos son el grupo mas grande y precursores biogenéticos de la
mayoria de las lactonas sesquiterpénicas (lvanescu et al., 2015), ademas de que son
considerados como los mas significativos con respecto a su funcién en los seres
humanos (Chadwick et al., 2013). A continuacion se presenta una tabla de algunas
lactonas sesquiterpénicas de tipo germacranolide de las cuales se ha probado su

efecto citotdxico en diferentes lineas celulares tumorales.

Tabla 1. Efecto citotdxico de lactonas sesquiterpénicas de tipo germacrandlide
probadas en cancer

Lactona Linea celular ICsg Autor Técnica

sesquiterpénica

Costunolide KB (Nasofaringeo) 0.57 pg/mL Scotti et Evaluacion
Tamaulipin A 1.26 pg/mL al., 2007 de proteina
Tamaulipin B 2.6 yg/mL total por el
Elephantol 36 pug/mL meétodo de
Eupatocunin 0.11 pg/mL Fenol-
Vernomygdin 1.5 yg/mL Folin-
Ciacalteau

Alantolactona NCI - H1299 (Pulmén) 20 pM Liu et al, MTT

2018

Anip973 (Pulmon)
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Extracto crudo
de diclorometano
obtenido de
Calea pinnatifida

Calealactone A
2,3-
epoxycalealacton
eA

Calealactone B
Calealactone C
Calein D
Juanislamin

2,3-

Epoxyjuanislamin

Rufesolide A
Rufesolide B
Rufesolide C
Rufesolide D

Tatridina A
Diacetil tatridina
A

Tamirin
Ineupatordlido

Tatridina A
Diacetil tatridina
A

Tamirin
Ineupatordlido

UACC-62 (Melanoma)
MCF-7 (Mama)
NCI-ADR/RES
(Ovario)

786-0 (RifdN)
NCI-H460 (Pulmodn)
PC-3 (Prostata)
OVCAR-3 (Ovario)
HT-29 (Colon)

K-562 (Leucemia)

U937 (Linfoma)

HT-29 (Colon)

HL-60 (Leucemia)

U937 (Linfoma)

13.77 pg/mL
204.85 pg/mL
228.58 pyg/mL
8.41 pg/mL
44 .22 pg/mL
24 .35 pg/mL
28.08 pg/mL
50.45 pg/mL
>250 pg/mL

3.5 uM
>5 uM
>5 uM
1.0 uM
>5 uM
3.0 uM
1.8 uM

3.0 uM
4.0 uyM
1.4 uM
1.0 uM

9.8 uM
0.7 uM
51 uM
2.8 uM

15.6 M
4.3 pM
12.1 uM
2.6 UM

Marchetti

etal., 2012

Yamada et

al., 2004

Ren et al.,
2012

Rivero et
al., 2003

Rivero et
al., 2003

Ensayo de
sulforhoda
mina B

MTT

MTT

MTT

MTT
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Eupakirunsin A KB (Nasofaringeo) 5.5 yg/mL Shen et Tincién con
Eupakirunsin C 8.1 ug/mL al., 2005 azul de
Eupakirunsin D 4.8 ug/mL metileno
Eupakirunsin A HelLa (Cervicouterino) | 8.9 pg/mL Shen et Tincién con
Eupakirunsin C 7.1 uyg/mL al., 2005 azul de
Eupakirunsin D 5.8 pg/mL metileno
Carlipsine G A549 (Pulmédn) 10.3 uM Zhu etal.,, Kitde
Carlipsine H 6.7 uM 2019 recuento
Cernuumolide | 5.2 uM celular 8
Cernuumolide J 4.7 uM (CCK-8, por
Incaspitolide D 4.0 uyM sus siglas
en Inglés)
Carlipsine G HL-60 (Leucemia) 6.2 yM Zhu etal.,, Kitde
Carlipsine H 5.6 yM 2019 recuento
Cernuumolide | 5.0 uM celular 8
Cernuumolide J 3.0 uM (CCK-8, por
Incaspitolide D 5.9 uM sus siglas
en Inglés)

2.6.1 Glaucdlidos

Dentro del grupo de lactonas sesquiterpénicas de tipo germacranodlide se encuentran
los denominados glaucdlidos, cuyas propiedades antitumorales se describen a

continuacion.

Se ha descrito que 2-epi-glaucolide E, un analogo de glaucdlido mostré6 una marginal
capacidad citotoxica al tener una dosis efectiva de 50% (EDsp) de 9.4 uyM en la linea
celular de colon HT-29 y una inhibicién del complejo NF-kB a una concentracion mayor
a 10 uM, sin embargo, se menciona que la configuracion del compuesto a través de la
adicion de dos dobles enlaces endociclicos condujo a la pérdida de citotoxicidad (Pan
et al., 2010).

Se reporta que el compuesto Glaucolide, presenta citotoxicidad en las lineas celulares
tumorales Hela, L929 y B16F10, con unas ICso después de 24 horas de tratamiento de
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2.1+/-1.8 uyM para Hela, y mayores a 100 yM para L929 y B16F10; ademas, se evalud
la genotoxicidad utilizando células de médula 6sea donde el compuesto causé dafio a
una concentracion de 137+/-15 pM y mostré una tendencia a dafiar el ADN, sin
embargo, no se evaluaron las propiedades mutagénicas. Ademas, se sefiala que la
presencia de grupos epoxi, como en el glaucolide, podria estar relacionada con un
efecto citotoxico mas significativo respecto a otras lactonas sesquiterpénicas (Buskuhl
et al., 2010).

Al evaluar el glaucolide A, se sugirié que el grupo «-metileno-y-lactona contribuye de

manera importante a la actividad biologica (Dirsch et al., 2000).

Un extracto de las hojas de Vernonia pachyclada de Madagasacar mostré citotoxicidad
moderada contra la linea celular de cancer de ovario humano A2780, al purificarlo, se
aislaron tres nuevas lactonas, el Glaucolide K, Glaucolide L y Glaucolide M, a las
cuales puede atribuirseles la actividad biolégica (Williams et al., 2005).

Para el compuesto Glaucolide B se ha reportado actividad genotoxica en linfocitos
humanos (Burim et al.,1999), ademas de que se ha utilizado como base para la
obtencion de un compuesto derivado llamado 5B-hidroxi-hirsutinolida, del cual se
evaluo la actividad antiproliferativa, necrética y apoptotica en cancer de mama (MDA-
MB-231), pulmon (SK-LU-1) y cérvix (CaSki), reportando una ICso de 18 pg/mL en la
linea celular MDA-MB-231, 15 ug/mL en la linea celular SK-LU-1 y 30 pyg/mL en la linea
celular CaSki. Ademas, no se reporta muerte necrotica en las lineas tumorales
utilizadas e induce muerte apoptotica en las mismas (Flores-Guzman et al., 2019).

2.6.2 Glaucolide E

Muchas especies del género Vernonia han sido estudiados y casi todas contienen una
alta cantidad de lactonas sesquiterpénicas oxigenadas, los mas difundidos son los
llamados glaucélidos (Zdero et al., 1991).

El compuesto Glaucolide E, (1aR,3S,7R,10aS,10bS,E)-3-acetiloxi-8-(acetiloximetil)1-
a,5-dimetil-9-oxo-1a,2,3,6,7,9,10a,10b,octahidrooxireno[2°3":9,10]ciclodecal[1,2-
blfuran-7-ylmetacrilato) fue aislado de la especie Vernonia liatroides, la cual fue
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recolectada en Ixtapan de la Sal, Estado de México, e identificado por métodos
espectroscopicos (Campos et al., 2003).

En cuanto a sus propiedades bioldgicas, el glaucolide E (Figura 5) se ha descrito como
capaz de relajar el musculo liso uterino y aoértico (Campos et al., 2003) ademas de ser
probado contra siete cepas de Trypanosoma cruzi, el agente etiologico de la
enfermedad de Chagas, en donde, también evaluaron su citotoxicidad para la linea
celular hipodiploide epitelial de rindn de Cercopithecus aethiops, Vero; y la linea celular
humana inmortalizada de linfocitos T, Jurkat, a través de un ensayo de viabilidad con
resazurina, obtiendo una ICso de >400 yM para las células Jurkat y de 2.37 uyM para las
células Vero, adicionalmente se menciona que cumple con la regla de cinco de

Lipinsky, indicando un adecuado perfil farmacocinético (Sepulveda-Robles et al., 2019).

Figura 5. Estructura quimica del compuesto Glaucolide E
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3. Planteamiento del problema

A pesar del notable desarrollo de nuevas terapias contra el cancer, éste sigue siendo la
segunda causa de muerte en el mundo (Gali-Muhtasib et al., 2015). Ademas, es
ampliamente conocido, que los actuales tratamientos contra el cancer inhiben el
crecimiento normal de las células no tumorales por lo que estan asociadas con efectos
secundarios graves Yy alta toxicidad, que a su vez, conducen a una baja calidad de vida
(Mitra et al., 2015)

En canceres metastasicos, los regimenes de quimioterapia actualmente disponibles
pueden dar lugar a varios problemas criticos, que incluyen una efectividad insuficiente,
efectos adversos graves y el desarrollo de resistencia a multiples farmacos (Ren et al,,
2016) principalmente basados en su actividad necrotica, es por esto, que continua la
busqueda de nuevos compuestos con capacidad antiproliferativa, induccion de muerte
apoptotica y selectividad continua. En este sentido, las lactonas sesquiterpénicas se
han distinguido por sus propiedades citotoxicas en diversas células tumorales in vitro,
por lo que en este trabajo se pretende estudiar el efecto antiproliferativo y apoptaético,
asi como la nula o baja actividad necrotica de la lactona sesquiterpénica Glaucolide E
en las lineas célulares CaSki, MDA-MD-231 y CT26-WT correspondientes a cancer
cervicouterino, mama y colon respectivamente, ademas de sus propiedades selectivas

en células linfociticas humanas.
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4, Justificacion

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial y la tercera en México. Dentro
de los canceres con mayor indice de mortalidad en cuanto a muerte por cancer en las
mujeres mexicanas se encuentran el cancer de mama y el cancer cervicouterino,
ocupando el primer y segundo lugar respectivamente, por su parte, el cancer colorrectal

es la principal causa de muerte por cancer en la poblacion mexicana.

Aunado a ésto, los actuales tratamientos contra el cancer suelen ser ineficientes en
estados avanzados de la enfermedad ademas de pocos selectivos, lo que conlleva al
deterioro de la calidad de vida de los pacientes, es por ésto que es necesario encontrar
nuevos compuestos que ataquen a las células cancerosas con poco o0 nulo efecto
necrotico en células no tumorales y en este sentido se ha encontrado que las lactonas
sesquiterpénicas, como el Glaucolide E, pueden tener actividad antiproliferativa en

células tumorales, por lo que resulta relevante su investigacion.
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5. Hipétesis

Se ha descrito que diversas lactonas sesquiterpénicas muestran actividad antitumoral
en diferentes tipos celulares de cancer, generando la posibilidad de que la lactona
Glaucolide E presente actividad antiproliferativa y apoptodtica en las lineas celulares
CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT.
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6. Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad antiproliferativa, necrotica y apoptotica de la lactona Glaucolide E
en las lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT, asi como en cultivos celulares

no tumorales provenientes de células linfociticas humanas.
Objetivos particulares

e Determinar la actividad antiproliferativa de la lactona Glaucolide E, expresada
como la concentracion requerida del compuesto capaz de disminuir en un 50%
el numero celular (ICsp) en las lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT

a través de la técnica de incorporacion de cristal violeta.

e Evaluar la actividad necrética del compuesto Glaucolide E en las lineas celulares
CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT a través de la valoracion de la actividad de la
enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes

celulares.

e Evaluar la actividad apoptoética inducida por el compuesto Glaucolide E en las
lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT a través de la observacién de
caracteristicas morfologicas propias de células apoptoticas por contraste de
fases y tincion con el fluorocromo DAPI, asi como la deteccion de la caspasa 3
activa, mediante microscopia de epifluorescencia y la cuantificacién de células

positivas a esta caspasa por citometria de flujo.

e Determinar el efecto de las IC5p obtenidas para las lineas celulares tumorales, en
la proliferacién de las células linfociticas humanas mediante el marcaje con

carboxiflouresceina (CFSE).

e Determinar si las ICsy obtenidas para las lineas celulares tumorales, inducen
muerte necrética en células linfociticas, mediante la deteccion de la actividad de
la enzima citoplasmatica LDH en los sobrenadantes celulares.
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e FEvaluar la actividad apoptotica inducida por el compuesto Glaucolide E en
células linfociticas humanas a través de la deteccion de la poblacion positiva a la
caspasa 3 activa, cuantificada por citometria de flujo.

34



7. Metodologia

7.1 Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares de cancer cervicouterino (CaSki), mama (MDA-MB-231) y colon
(CT26-WT) se obtuvieron de American Type Culture Collection (ATCC) y fueron
sembradas en cajas Petri de vidrio de 100 mm. Las lineas celulares CaSki, MDA-MB-
231y CT26-WT se cultivaron con medio RPMI-1640 (Gibco, USA) suplementado con L-
glutamina, rojo fenol y bencilpenicilina, a 5% de suero de neonato de bovino (SNB)
previamente desactivado a 57 °C por 30 minutos. Los cultivos se mantuvieron en una
incubadora (Nauaire, USA) a una temperatura de 37 °C con 5 % de CO,, y una

atmosfera himeda saturante.

La linea celular CaSki positiva a VPH 16 corresponde a células humanas provenientes
de carcinoma epidermoide cervicouterino, que fueron establecidas a partir de células
metastasicas en el mesenterio del intestino delgado (ATCC, 2012). La linea celular
MDA-MB-231, son células humanas de adenocarcinoma de mama triple negativo
establecido a partir de células metastasicas provenientes de un derrame pleural
(ATCC, 2012). La linea celular CT26-WT es una linea celular de carcinoma de colon
indiferenciado que al inocularse por via intravenosa desarrollan metastasis pulmonar en
ratones BALB/c. (ATCC, 2012).

7.2 Preparacion del compuesto

En una balanza analitica se pesaron 10 mg del compuesto Glaucolide E y fue
solubilizado en 100 pyL de Dimetil Sulféxido (DMSOQO), posteriormente se prepardé un
segundo stock tomando 10 yL de la primera preparacion y se le agregaron 40 pL de
Dimetil Sulfoxido (DMSO), teniendo una concentracion de 1000 pg/50 L. De este stock
se tomaron 5L y se afnadieron 995 yL de RPMI, teniendo una concentracion final de
100 pg/mL (1pg/10yuL). De esta manera, la concentracion de DMSO empleados en los
ensayos biolégicos fue menor de 0.5%.
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7.3 Evaluacion de la actividad antiproliferativa a través de la técnica de cristal
violeta

Las lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT se cultivaron en placas de 96
pozos de fondo plano a una densidad de 5,000 células por pozo con 100 yL de RPMI
con 5% SNB, las cuales se incubaron a 37 °C, al 5% de CO, y una atmosfera humeda
a punto de rocio por 24 horas. Transcurridas las 24 horas de adhesion, se retird el
medio y se trataron 6 repeticiones con las siguientes condiciones: un control testigo al
cual solo se le adicioné medio de cultivo, un control del vehiculo empleado en la
solubilizacion del compuesto (DMSO 0.5%), y diferentes concentraciones del
compuesto Glaucolide E (1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 y 12 uyg/mL) disuelto en medio
de cultivo. Después de 24 horas de tratamiento, se evalué la actividad antiproliferativa a
través de la técnica de incorporacion del colorante cristal violeta. Brevemente, se retird
el medio y se fijaron las células con 70 pL/pozo de glutaraldehido al 1.1% durante 20
minutos en agitacion constante, cumplido el tiempo se retird el fijador y se lavaron con
agua corriente dejando secar al aire. Posteriormente, se adicionaron 70 pL/pozo de
cristal violeta al 0.1% en solucién amortiguadora de acido formico pH 6 manteniéndose
por 20 minutos en agitacion constante, pasados los 20 minutos, se retird el exceso de
colorante y se lavd exhaustivamente con agua corriente dejandolas secar al aire. Se
agregaron 70 plL/pozo de acido acético al 10% por 20 minutos y se midié su
absorbancia a 590nm por espectrofotometria en un lector de placas (Chromate
Manager). Los datos obtenidos se analizaron en Microsoft Office Excel 2010 graficando
una curva dosis respuesta y calculando la ICsp.

7.4 Evaluacion de la actividad necrotica mediante la cuantificacion de la
actividad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH)

Las lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT se cultivaron en placas de 96
pozos a una densidad de 5,000 células por pozo con 100 yL de RPMI con 5% SNB, las
cuales se incubaron a 37 °C, al 5% de CO; y una atmdésfera humeda a punto de rocio
por 24 horas. Transcurridas las 24 horas de adhesion, se retird el medio y se trataron 6
repeticiones con las siguientes condiciones: un control testigo al cual solo se le

adicionara medio de cultivo, un control del vehiculo empleado en la solubilizacién del
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compuesto (DMSO 0.5%), un control positivo (Triton X-100) al 9% vy la 1Cso respectiva
para cada linea celular. Transcurridas las 24 horas de tratamiento, se recupero el
sobrenadante y se coloc6 en una placa de fondo coénico. Los sobrenadantes se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos, posteriormente se transfirieron 40 uL/pozo
del sobrenadante centrifugado a una placa 96 pozos de fondo plano a los cuales se le
adicionaron 40 pL del reactivo de LDH (LDH-Citotoxicity Assay kit Biovision: NO
Catk311-400) y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en
condiciones de oscuridad. Posteriormente, se midi¢ la absorbancia a 490 nm en un
lector de placas (Chromate Manager). El porcentaje de muerte necrética se calculdé en
Microsoft Office Excel 2010, el control positivo tratado con triton X-100 fue considerado
como el 100 % de actividad.

7.5 Morfologia apoptdtica en células tumorales por microscopia de contraste de
fases y epifluorescencia

Se cultivaron las tres lineas celulares en placas de 96 pozos a una densidad de 5,000
células por pozo con 100 uL de RPMI con 5 % SNB, las cuales se incubaron a 37 °C,
al 5 % de CO; y una atmosfera humeda a punto de rocio por 24 horas. Posteriomente,
se trataron las células con la concentracion de ICsy respectiva durante 24 horas,
considerando un control testigo, un control del vehiculo (DMSO 0.5%) y un control
positivo (15 pg/mL de camptotecina solubilizada en medio para la linea celular CaSki,
25 pg/mL para la linea celular MDA-MB-231 y 10 ug/mL para la linea celular CT26-
WT). Pasadas las 24 horas, las células se fijaron con 50 yL de una mezcla de
paraformaldehido 4 %-glutaraldehido 2.5 % durante una hora y media, al término del
tiempo se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS (pH 7.3).
Posteriormente, las células se permeabilizaron con 30 yL de una solucién de tritdn X-
100 al 1 % en PBS durante 20 minutos, se lavaron nuevamente 3 veces con PBS. Se
agregaron 3 pL del fluorocromo 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich, USA)
en el PBS del ultimo lavado y se incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente e
inmediatamente se lavo tres veces con PBS. Finalmente, se observaron las células en
un microscopio de contraste de fases y epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-FL,
Japon).
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7.6 Cuantificacion de células positivas a caspasa 3 activa por citometria de flujo
(FACS) e inmunofluorescencia

Las células se cultivaron en cajas de 6 pozos a una densidad de 200,000 células/pozo
en un volumen de 2.5 mL de RPMI-1640 al 5 % de SNB. Después de su adhesién (20-
24 horas), los cultivos se trataron con la concentracion correspondiente a la ICs,
ademas de un control testigo, un control del vehiculo (DMSO 0.5%) y un control
positivo (15 pg/mL de camptotecina solubilizada en medio para la linea celular CaSki,
25 pg/mL para la linea celular MDA-MB-231 y 10 ug/mL para la linea celular CT26-
WT). Después de 24 horas, se recuperaron tanto las células adheridas como las
células en suspension y se fijaron con etanol al 70% en PBS durante 30 min a 4 °C, al
término del tiempo, se lavaron cuidadosamente con PBS 3 veces por centrifugacion
(1600 rpm por 5 minutos). Inmediatamente se coloco el anticuerpo primario anticaspasa
3 activa hecho en conejo 1:1000 en PBS (Sigma, USA) y se incubo toda la noche a
4°C. Al dia siguiente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario acoplado a FITC contra conejo hecho en cabra 1:1000 en PBS
(Sigma, USA) durante 2 horas a 37 °C protegidas de la luz; transcurrido el tiempo se
lavaron 2 veces mas con PBS y se evaluaron en el citometro de flujo (FACS Aria Ill).
Los datos fueron analizados en el programa FlowJo (Becton Dickinson, (BD)
Biosciences.

Para la evaluacién por microscopia de epifluorescencia, se cultivaron las células y se
trataron con la concentracion correspondiente a la I1Csp, asi como un control testigo, un
control del vehiculo (DMSO 0.5%) y un control positivo (15 pg/mL de camptotecina
solubilizada en medio para la linea celular CaSki, 25 ug/mL para la linea celular MDA-
MB-231 y 10 ug/mL para la linea celular CT26-WT). Después de 24 horas se retird el
medio y las células se fijaron con una mezcla de paraformaldehido 4%-glutaraldehido
2.5% durante 2 horas, al término del tiempo, se lavaran 3 veces con PBS e
inmediatamente se colocd el anticuerpo primario anti-Caspasa-3 activa hecho en
conejo 1:1000 en PBS (Sigma, USA) y se incubo6 toda la noche a 4°C. Al dia siguiente,
las células se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC contra conejo hecho en cabra 1:1000 en PBS (Sigma, USA) durante 2
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horas protegidas de la luz; transcurrido el tiempo se lavaron 3 veces mas con PBS y se
agregaron 50uL de PBS con los que se observaron en un microscopio de contraste de
fases y epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-FL, Japdn).

7.7 Determinacion de la proliferacion de linfocitos humanos mediante la técnica
de incorporacion de carboxifluoresceina (CSFE)

Se obtuvieron aproximadamente 20 mL de sangre periférica de un sujeto
aparentemente sano en tubos BD-Vacutainer® con EDTA. Para separar los linfocitos
del resto de la muestra se coloco la sangre en tubos conicos de vidrio de 15 mL (Pirex,
USA) con 5 mL de Ficoll-Hysopaque (Sigma-Aldrich, USA) en una proporcion 1:1,
escurriendo suavemente por las paredes del tubo. Se centrifugaron inicialmente a una
velocidad de 300 rpm por 5 minutos, aumentando gradualmente la velocidad (300 rpm
cada 5 minutos), hasta alcanzar las 1500 rpm, en la cual se les mantuvo centrifugando
por 20 minutos.

Se retird el plasma y se colect6 el anillo de leucocitos, transfiriendo el paquete celular
que se obtuvo a tubos limpios. Se realizaron dos lavados con 10mL de RPMI sin suero
por tubo, centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos, retirando el sobrenadante y
resuspendiendo en 5 mL de RPMI sin suero. Posteriormente se realizdé un conteo con

ayuda de una camara de Neubauer.

Los linfocitos fueron marcados con 2 yM de CSFE. Para ello, se agregaron 50 pL de
200 uM de CSFE en 5 mL de RPMI sin suero (Sigma-Aldrich, USA) y se incubaron
durante 15 minutos protegidos de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron dos lavados agregando 5 mL de RPMI al 5% de SFB para eliminar el exceso
de CSFE. Se cultivaron en una placa de 96 pozos por quintuplicado 200,000 linfocitos
por pozo en 200 pL de RPMI con 20% de SFB con los siguientes controles: control -,-
(sin CSFE vy sin fitohemaglutinina PHA), +,- (con CSFE y sin PHA), control -,+ (sin
CSFE y con 20 yL/mL de PHA) y control +,+ (con CSFE y con 20 yL/mL de PHA). Los
pozos con linfocitos para determinar el efecto de las respectivas 1Cso se mantuvieron
con CSFE y con 20 yL/mL de PHA. La placa se incub6 en condiciones de cultivo por 48
horas (37°C, 5% CO,, atmosfera punto de rocio).
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Una vez transcurridas las 48 horas de incubacién, se procedié a retirar 100 uL/ pozo de
los controles. A los controles -,- (sin CSFE y sin PHA) y +,- (con CSFE y sin PHA) se
les agrego 100 yL/ pozo de RPMI al 20% de SFB fresco, mientras que a los controles -
,+ (sin CSFE y con PHA) y +,+ (con CSFE y con PHA) se les agreg6 100 pL/ pozo de
RPMI al 20% de SFB fresco con 20 pL/mL de PHA. Asimismo, para probar las I1Csg
obtenidas en las lineas tumorales, también se les retiré 100 pyL/ pozo y se agregaron
100 L de las respectivas de 1Csp a una concentracion 2X de la ICso de CaSki (19.82
pug/mL); 2X de la ICsp de MDA-MB-231 (12.84 ug/mL) y 2X de la ICso de CT26-WT
(13.80 pg/mL). El mismo procedimiento se efectu6 para el vehiculo, el cual consistio de
5 yL/mL de DMSO en RPMI al 20% de SFB y con 20 pyL/mL de PHA y se mantuvieron
en condiciones de cultivo por 24 horas.

Transcurridas las 24 horas (72 horas de cultivo total), se recolectaron las células en
tubos de citometria y se centrifugaron por 5 minutos a 1,500 rpm, se retird el
sobrenadante y se resuspendio el boton en 500uL/tubo de verseno frio por 5 minutos
para deshacer las colonias celulares. Se centrifugaron los tubos a 1500 rpm por 5
minutos y se retird el sobrenadante. Finalmente, a cada uno de los tubos se les agrego
500 pL de PBS adicionado con 5% de SFB. Se procedio a capturar 10,000 células en la
poblacién de interés, en un citometro de flujo FACS Aria-Il. Los datos fueron analizados
en el programa FlowdJo (Becton Dickinson, (BD) Biosciences.

7.8 Evaluacion de la actividad necrotica mediante la cuantificaciéon de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) en linfocitos humanos

Se sembro por quintuplicado 200,000 linfocitos por pozo en 200 yL de RPMI al 20% de
SFB y 20 ug/mL de PHA, en una placa de 96 pozos. La placa se incubd en condiciones
de cultivo por 48 horas (37°C, 5% CO, atmosfera punto de rocio). Al cabo de este
tiempo, se retiraron 100 pL de medio de cultivo en todos los pozos de la placa de 96
pozos, el cual fue substituido por 100 yL de medio (RPMI 20% al SFB y 20 pyL/mL de
PHA) al 2X (el doble de concentracion de las 1Cso) de cada una de las respectivas
condiciones: Al blanco, el control positivo y el control sin tratamiento, se les agreg6 100
pL/pozo de medio de cultivo. El vehiculo se agregé DMSO (0.5 %). Los tratamientos
con el Glaucolide E consintieron de 2X de la IC5y de CaSki (19.82 pg/mL); 2X de la ICsg
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de MDA-MB-231 (12.84 yg/mL) y 2X de la IC5o de CT26-WT (13.80 pg/mL). La placa se
incubd en condiciones de cultivo por otras 24 horas. Una hora previa a la cosecha, al
control positivo se le agregaron 18 pL de triton X-100 al 9%, con el objetivo de lisar las
células y asi liberar la enzima LDH al medio. Al cabo de 72 horas totales de cultivo, se
recolectaron 60 pL de los medios a una placa de fondo conico en donde se
centrifugaron por 5 minutos a 1500 rpm a 4°C, se pasaron 40 pyL a un placa de 96
pozos de fondo plano a los cuales se les agregaron 40 pyL de la mezcla de reaccién de
LDH (LDH-Citotoxicity Assay kit Biovision: NO CatK311-400). Se incubaron por 20
minutos en condiciones de oscuridad y se evalud la absorbancia a 490nm en un lector
de placas (Chromate Manager). El porcentaje de muerte necrética fue calculado en
Microsoft Office Excel 2010, tomando como el 100% al control positivo tratado con
tritdn X-100.

7.9 Evaluacion de la apoptosis en linfocitos humanos a traves de la inmuno-

cuantificacion de caspasa 3 activa por citometria de flujo

Se cultivo por quintuplicado 200,000 linfocitos por pozo en 200 yL de RPMI con 20% de
SFB y 20 yL/mL de PHA (un activador de la proliferacion de linfocitos) en una placa de
96 pozos. La placa se incubd en condiciones de cultivo por 48 horas (37°C, 5% COa,
atmosfera punto de rocio).

Al cabo de este tiempo, se retiré 100 uyL de medio de cultivo en todos los pozos de la
placa de 96 pozos, el cual fue substituido por 100 pL de medio (RPMI 20% de SFBy 20
uL/mL de PHA) al 2X (el doble de concentracion de las 1Csp) de cada una de las
respectivas condiciones: Sin marca, anticuerpo secundario (Ab 2°) y control: sélo
medio; vehiculo: 5 yL/mL de DMSO; 10 ug/mL de Camptotecina (CPT); 2X de la I1Csg
de CaSki (19.82 pg/mL); 2X de la ICsp de MDA-MB-231 (12.84 ug/mL) y 2X de la ICs
de CT26-WT (13.80 ug/mL). La placa se incub6 en condiciones de cultivo por otras 24
horas. Al cabo de 72 horas totales de cultivo, se cosecharon cada una de las
condiciones en tubos de citometria de flujo y se centrifugaron a 1500 rpm por 5
minutos. Se retiraron los sobrenadantes por decantacién y se resuspendieron los
linfocitos con 500 mL de verseno frio por 5 minutos para deshacer las colonias

celulares. Se volvié a centrifugar a 1500 rpm por 5 minutos y se retird el sobrenadante.
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Brevemente, cada uno de los tubos fueron permeabilizados con 100 yL de 0.3% de
saponina (Sigma), 5% SFB en PBS por 30 minutos a 37°C; a excepcion de las
muestras de DMSO, CPT y las ICsy, a las cuales en paralelo se les adiciond el
anticuerpo policlonal conejo anti-caspasa 3 (1:500, Sigma) e incubados por 30 minutos
a 37°C. Las muestras fueron lavadas 2 veces con 1 mL de 0.1% de saponina (Sigma),
5% SFB en PBS. Inmediatamente, las muestras de DMSO, CPT y las 1Cs se incubaron
con 100 pL del anticuerpo policlonal cabra anticonejo conjugado con el fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:500, Sigma) con 0.3% de saponina (Sigma) y
5% de SFB en PBS por 30 minutos a 37°C. Brevemente, las muestras se lavaron 2
veces con 1 mL de 0.1% de saponina (Sigma), 5% SFB en PBS. Finalmente, a cada
uno de los tubos se les agregd 500 uL de PBS adicionado con 5% de SFB. Se procedio
a capturar 10,000 células en la poblacion de interés, en un citometro de flujo FACS
Aria-ll. Los datos fueron analizados en el programa FlowJo (Becton Dickinson, (BD)
Biosciences.
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8. Resultados

8.1 Actividad antiproliferativa en células tumorales

Con el proposito de establecer si el glaucolide E presenta actividad antiproliferativa en
células tumorales, los cultivos de las lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT
fueron tratadas a concentraciones de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 y 12 pg/mL de la
lactona, y la actividad antiproliferativa fue expresada como la concentracion requerida
del compuesto para inducir un decremento del 50% en la densidad celular (ICs) a

través de la técnica de tincion con el colorante cristal violeta (Figura 6).

Glaucolide E
120
100 | T
7 =N
s T_TEN\"
< g0 L 1
1]
g
=
S 60 MDA-MB-231
= —— CaSki
§ 40 CT26-WT
-4
20
0
S O T T TR S G
()OQ Q

Concentracion (ug/mL)

Figura 6. Efecto antiproliferativo del compuesto Glaucolide E sobre las lineas celulares CaSki,
MDA-MB-231 y CT26-WT. Las células fueron estimuladas con diferentes concentraciones del
compuesto por 24 horas, posteriormente el numero celular fue determinado a través de la
técnica de incorporacién de cristal violeta. Los valores son representativos de tres ensayos
independientes, los cuales fueron analizados con una prueba ANDEVA (p<0.05 vs control).

Los resultados obtenidos, indican que el Glaucolide E afecta el potencial proliferativo en
las tres lineas celulares tumorales de una manera dependiente de la dosis, con valores

de ICsp entre 6 y 10 yg/mL mostradros en la tabla 2.
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Tabla 2. Concentraciéon requerida de Glaucolide E para
disminuir la densidad celular en un 50 %(ICsp)

Linea celular ug/mL uM
CaSki 9.9 22.1
MDA-MB-231 6.4 14.3
CT26-WT 6.9 15.4

Cabe destacar que la linea tumoral CaSki presentd una mayor resistencia a la
inhibicion de la proliferacién al tratamiento con el Glaucolide E, ya que se requirié una
mayor cantidad de compuesto (un 54%) con respecto a lo que se empleé en MDA-MB-
231. A pesar del hecho de conocer que el Glaucolide E inhibe la capacidad proliferativa
de las tres lineas tumorales, resulta necesario investigar el mecanismo a traveés del cual
lo hace. Por lo tanto, se procedié a evaluar si el decremento en el numero celular es

debido a un proceso de muerte necroético o apoptotico.

8.2 Actividad necroética del compuesto Glaucolide E

Con la intencién de investigar si el decremento en el numero celular observado en las
diferentes lineas celulares tumorales tratadas con el glaucolide E, es debido a la
induccion de una muerte necrotica, cultivos de las lineas celulares CaSki, MDA-MB-231
y CT26-WT se trataron con la lactona a las concentraciones de sus respectivas ICsp y la
muerte celular necrética se determiné evaluando los sobrenadantes provenientes de
estos cultivos, mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH). En las células vivas, la LDH debe estar presente en el interior
de la células, por lo que su presencia en el sobrenadante, es indicador de que las
células ha sufrido un proceso de lisis (Figura 7; Tabla 3).
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Figura 7. Actividad necrética del compuesto Glaucolide E en las lineas celulares CaSki, MDA-
MB-231 y CT26-WT. Las células fueron tratadas con las ICsy estimadas para cada linea celular
durante 24 horas. La actividad de la enzima LDH fue evaluada en los sobrenadantes
provenientes de los cultivos celulares mediante el uso del kit (LDH-Citotoxicity Assay kit
Biovision: NO CatK311-400). Los gréficos representan tres ensayos independientes, los cuales
fueron analizados con una prueba ANDEVA (p<0.05 vs control).

Tabla 3. Porcentajes de actividad de la enzima
citoplasmatica LDH

Linea celular %LDH
CaSki 0%
MDA-MB-231 4.0%
CT26-WT 2.9%

Los resultados obtenidos en la figura 6 y tabla 3 indican que el glaucolide E no induce
en las lineas celulares tumorales a liberar la enzima LDH en los sobrenadantes de los
cultivos, indicando que esta lactona no induce muerte celular necrética y que su efecto
antiproliferativo es debido a una causa diferente a la muerte necrotica.
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8.3 Morfologia apoptdtica

La muerte celular apoptotica se caracteriza por cambios morfolégicos como son la
contraccion celular, la condensacién de la cromatina, la pérdida de prolongaciones
citoplasmaticas, la compactacién nuclear, la formacion de cuerpos apoptéticos, entre
otras. Adicionalmente, la muerte apoptética posee caracteristicas bioquimicas, entre las
que se encuentra la activacion de algunas caspasas. Es por ello que para la evaluacion
de la actividad apoptética del compuesto Glacuolide E, se trataron las lineas celulares
tumorales con sus ICsp respectivas, posteriormente se observo su morfologia a traves
de microscopia de contraste de fases y microscopia de epifluorescencia por tincion
nuclear con el fluorocromo DAPI. De manera simultanea, se detecto la caspasa 3 activa
por inmunodeteccion y observada por microscopia de epifluorescencia (Figuras 8, 9, 10

y 11).
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Figura 8. Efecto del Glaucolide E sobre la morfologia de la linea celular CaSki y la
inmunodetecion de la caspasa 3 activa (C3). Las células fueron tratadas con 9.9 pg/mL de
Glaucolide E durante 24 horas. Las células fueron teiidas con el fluorocromo DAPI y la
caspasa 3 activa fue detectada por inmunolocalizacion, las células fueron observadas en un
microscopio de epiflorescencia. En contraste de fases (CF) las flechas negras indican cuerpos
apoptoéticos y condensacion del citoplasma, en las células tefidas con DAPI las flechas
amarillas indican condesacion de la cromatina y las fechas rojas fragmentacion de la misma,
las células positivas a caspasa 3 activa presentan una marca verde.
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Figura 9. Efecto del Glaucolide E sobre la morfologia de la linea celular CT26-WT vy la
inmunodetecion de la caspasa 3 activa (C3). Las células fueron tratadas con 6.4 ug/mL de
Glaucolide E durante 24 horas. Las células fueron teiidas con el fluorocromo DAPI y la
caspasa 3 activa fue detectada por inmunolocalizacion, las células fueron observadas en un
microscopio de epiflorescencia. En contraste de fases (CF) las flechas negras indican cuerpos
apoptoéticos y condensacion del citoplasma, en las células tefidas con DAPI las flechas
amarillas indican condesacion de la cromatina y las fechas rojas fragmentacion de la misma,
las células positivas a caspasa 3 activa presentan una marca verde.
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Figura 10. Efecto del Glaucolide E sobre la morfologia de la linea celular MDA-MB-231 y la
inmunodetecion de la caspasa 3 activa (C3). Las células fueron tratadas con 6.9 pg/mL de
Glaucolide E durante 24 horas. Las células fueron tenidas con el fluorocromo DAPI y la
caspasa 3 activa fue detectada por inmunolocalizacion, las células fueron observadas en un
microscopio de epiflorescencia. En contraste de fases (CF) las flechas negras indican cuerpos
apoptoéticos y condensacion del citoplasma, en las células tefidas con DAPI las flechas
amarillas indican condesacion de la cromatina y las fechas rojas fragmentacion de la misma,
las células positivas a caspasa 3 activa presentan una marca verde.
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Figura 11. Efecto del Glaucolide E sobre la morfologia de las lineas celulares CaSki, MDA-MB-
231y CT26-WT. La céulas fueron tratadas con 9.9, 6.4 y 6.9 uyg/mL de Glaucolide E durante 24
horas. Las células fueron tefiidas con el fluorocromo DAPI y observadas por microscopia de
epifluorescencia.

Los resultados obtenidos en las figuras 8, 9, 10 y 11 muestran que las células del
control y el DMSO presentan una morfologia similar, en la cual, las células presentan
su morfologia poliédrica tipica, con un citoplasma extendido y proyecciones
citoplasmasticas, ademas de nucleos homogéneos con la cromatina distribuida de
forma regular. Sin embargo, en las células tratadas con la Camptotecina y el Glaucolide
E se observa un notable cambio morfolégico, ya que se distingue una marcada
contraccion celular y pérdida de las proyecciones citoplasmaticas. Adicionamente, se
observan nucleos compactos y cromatina condensada, y en algunos casos,
fragmentacién de la cromatina, indicando que el compuesto Glaucolide E induce en las
células tumorales CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT a presentar caracteristicas
morfoldgicas tipicas de muerte celular apoptotica.

Con respecto a la deteccion de la caspasa 3 activa, en el control y en el DMSO no se
observa presencia de caspasa 3 activa, mientras que en la Camptotecina y el
Glaucolide E sobresale la presencia de esta caspasa, indicando que el compuesto
Glaucolide E induce muerte apoptdtica con la participacion de la caspasa 3 activa en
las lineas celulares tumorales CaSki, MDA-MB-231y CT26-WT.
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8.4 Células positivas a la caspasa 3 en células tumorales

Para determinar el numero de células positivas a la caspasa 3 activa al ser tratadas con
el Glacuolide E, las células tumorales CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT fueron tratadas
con sus respectivas ICsp y las células positivas a caspasa 3 activa fueron determinadas

mediante inmunodeteccion y cuantificadas por citometria de flujo (Figura 12; Tabla 4).
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Figura 12. Deteccion y cuantificacién de la caspasa 3 activa (C3) en las lineas celulares
tumorales CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT tratadas con el compuesto Glaucolide E por
citometria de flujo. Las células fueron estimuladas con las ICs, correspondientes a cada linea

celular durante 24 horas. Los valores son representativos de tres ensayos independientes.

Tabla 4. Porcentaje de células tumorales positivas a caspasa 3 activa

CaSki MDA-MB-231 CT26-WT
Control 5.1% 4.2% 4.9%
DMSO 3.7% 4.2% 5.3%
Camptotecina 38.5% 16.8% 18.6%
Glaucolide E 26.9% 20.6% 19.6%

Los resultados mostrados en la figura 12 y la tabla 4, indican que el compuesto
Glaucolide E induce la presencia de la caspasa 3 activa en las células tumorales CaSki,
MDA-MB-231 y CT26-WT. Estos resultados concuerdan con los cambios morfolégicos
descritos en las figuras 8, 9, 10 y 11, estableciendo asi, que el compuesto Glaucolide E

induce a una muerte apoptética con la participacion de la caspasa 3 en estas células
tumorales.
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8.5 Efecto antiproliferativo en celulas no tumorales

Dado que los resultados demuestran que el compuesto Glaucolide E presenta actividad
antiproliferativa en células tumorales CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT, es necesario
probar su efecto antiproliferativo en células no tumorales para determinar su accion
selectiva, por lo que, cultivos de una poblacion enriquecida de linfocitos de sangre
periférica humana fueron tratados a las 48 horas de cultivo con las concentraciones
correspondientes de las ICsp de las lineas celulares tumorales. Después de 24 horas de
tratamiento (72 horas de cultivo) se evalud su proliferacion a través de la técnica de
marcaje con carboxifluoresceina (CSFE) y la proliferacidon celular fue cuantificada por
citometria de flujo (Figura 13, Tabla 5).

No activado Control DMSO

S8C-A
SSC-A
SSC-A

FITC-A SSC-Asubset A’ FITC-A, S5C-A subset FITC-A, S5C-A subset
0 11.73% 0 1765% 0 179.4%
T T T T v v T v

SSC-A
SSC-A
S5C-A

FITC-A, SSC-A subset FITC-A, SSC-A subset ¥ FITC-A, S5C-A subset
0 163.9% 0 160.2% 0 ]402%
T T T T T T T T T

Figura 13. Efecto antiproliferativo del compuesto Glaucolide E sobre una poblacién enriquecida
de linfocitos humanos de donadores aparentemente sanos marcados con CFSE. Las células
fueron estimuladas con las concentraciones de ICs, correspondientes a las lineas celulares
CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT por 24 horas. Los graficos representan uno de tres ensayos
independientes.
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Tabla 5. Porcentaje de proliferacion de linfocitos tratados a las concentraciones
de ICso requeridas para las células tumorales
Tratamiento % de proliferacion
Control 76.5
DMSO 79.4
Glaucolide E (6.4 pg/mL) 63.9
Glaucolide E (6.9 pg/mL) 60.2
Glaucolide E (9.9 pg/mL) 40.2

Los resultados obtenidos en la figura 13 y tabla 5 indican que el compuesto Glaucolide
E afecta el potencial proliferativo de la células linfociticas de un 16.5 % a un 47.45 %,
sugiriendo que la accion antiproliferativa de este compuesto es dependiente de la

dosis.
8.6 Actividad necroética del compuesto Glaucolide E en células no tumorales

Con el proposito de establecer si el decremento en la proliferacién celular observada en
células linfociticas humanas tratadas con el glaucolide E es debido a la induccion de
una muerte necrética, cultivos de linfocitos se trataron a las concentraciones de las I1Csg
obtenidas para las células tumorales y se evalu¢ la actividad de la enzima LDH en los

sobrenadantes de los cultivos celulares (Figura 14; Tabla 6).
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Figura 14. Actividad necrotica del compuesto Glaucolide E en linfocitos humanos de donadores
clinicamente sanos. Las células fueron tratadas con las ICsy calculadas para las lineas
celulares tumorales durante 24 horas. La actividad de la enzima LDH fue evaluada en los
sobrenadantes provenientes de los cultivos celulares mediante el uso del kit (LDH-Citotoxicity
Assay kit Biovision: NO CatK311-400). Los graficos representan tres ensayos independientes,
los cuales fueron analizados con una prueba ANDEVA *(p<0.05 vs control).

Tabla 6. Porcentaje de actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los
cultivos celulares de linfocitos humanos

Tratamientos % LDH
Control 0
DMSO 0
Glaucolide E (6.4 ug/mL) 0
Glaucolide E (6.9 ug/mL) 9.8
Glaucolide E (9.9 ug/mL) 19.0
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Los resultados obtenidos en la figura 14 y tabla 6 indican que el compuesto Glaucolide
E induce muerte necrética en un 19 % en la concentracion mas alta del compuesto (9.9
Mg/mL) sugiriendo que este compuesto presenta una baja actividad necroética, sin
embargo, este porcentaje de muerte por necrosis no explica el porcentaje del
decremento en la proliferacion, indicando que la disminucion en la densidad celular no
solo es debido a una actividad necrética del compuesto, por lo que es necesario
evaluar otro tipo de muerte celular como la muerte celular apoptaética.

8.7 Determinacion de células positivas a la caspasa 3 activa en células no

tumorales

Para evaluar si el compuesto Glacuolide E induce muerte apoptética en las células
linfociticas, se cuantifico la poblacién celular que es positiva a caspasa 3 activa, los
cultivos celulares fueron tratados con las ICsy obtenidas para las lineas celulares
tumorales y las células positivas a la caspasa 3 activa fueron determinadas por
inmunodeteccion y cuantificadas mediante citometria de flujo (Figura 15; Tabla 7).
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Figura 15. Deteccién y cuantificacion de la caspasa 3 activa en linfocitos humanos de
donadores clinicamente sanos, tratadas con el compuesto Glaucolide E por citometria de flujo.
Las células fueron estimuladas con las ICsy correspondientes a cada linea celular tumoral
durante 24 horas. Los valores son representativos de dos ensayos independientes.

Tabla 7. Porcentaje de células tumorales positivas a caspasa 3 activa

Tratamientos

activa
Sin marca 0.80%
Ab 2° 0.74%
Control 5.12%
DMSO 4.52%

% células positivas a caspasa 3
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Camptotecina 23.3%

Glaucolide E (6.4 ug/mL) 12.3%
Glaucolide E (6.9 pg/mL) 15.8%
Glaucolide E (9.9 ug/mL) 16.9%

Los resultados obtenidos en la figura 15 y tabla 7 indican que el compuesto Glaucolide
E induce muerte apoptotica con porcentajes de 12.3 hasta 16.9%. De esta manera, el
porcentaje en la disminucion de la proliferacion, también es debido a un proceso de

muerte por apoptosis.
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9. Discusion

En la actualidad, el cancer es una de las enfermedades con amplia relevancia debido a
su alta tasa de mortalidad. En México, es la tercera causa de muerte sélo después de
las enfermedades del corazon y la diabetes mellitus (INEGI, 2018), aunado a que
muchas de las terapias antineoplasicas son téxicas (Weingart et al., 2018). En este
sentido, la quimioterapia es un campo de investigacion intenso y fértil, pero al mismo
tiempo, genera una amplia fuente de preocupacion debido a sus multiples efectos
secundarios y secuelas a largo plazo (Nurgali et al., 2018), asociados a la toxicidad
inespecifica de los quimioterapéuticos (Avendano & Menéndez, 2008). Por lo tanto, los
investigadores en el campo de la quimioterapia se ocupan en buscar nuevos
compuestos que sean mejor selectivos y mas efectivos.

Alrededor de la mitad de los medicamentos contra el cancer actualmente en uso clinico
son de origen de productos naturales, entre éstos, las plantas han representado
tradicionalmente una fuente principal de agentes anticancerigenos (Avendano &
Menéndez, 2008), de los cuales sobresalen las lactonas sesquiterpénicas debido a sus
diversas actividades biolégicas y antineoplasicas (Ren et al., 2016). Sin embargo,
pocas revisiones se han centrado en la extraccion, analisis y caracterizacion de
lactonas sesquiterpénicas en sistemas bioldgicos, particularmente para definir sus
actividades anticancerigenas (Ghantous et al., 2010). A pesar de ésto, en los ultimos
afos se han producido cambios en el campo de la quimica de las lactonas
sesquiterpénicas, y se han aislado nuevos compuestos biolégicamente activos
(Adekenov, 2017) cuyo potencial antitumoral aun se desconcoce, como es el caso del
compuesto Glaucolide E.

En la presente tesis, se describe que el glaucolide E tiene un efecto antiproliferativo
dependiente de la dosis en lineas celulares CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT,
mostrando un mayor efecto antiproliferativo en lineas celulares CaSki (9.9 pg/mL) y
MDA-MD-231 (6.4 ug/mL) en comparacion con el 5B-hydroxy-hirsutinolide, un derivado
de glaucolide B, cuyas ICsy fueron de 30 y 18 pg/mL respectivamente (Flores-Guzman
et al., 2019), requiriendo menos de la mitad del compuesto para ocasionar el mismo
efecto biologico, ésto debido a que la disminucién de la proliferacion también se le
atribuyd a una muerte apoptotica. Cabe recalcar que sucede el mismo comportamiento
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con otras lactonas sesquiterpénicas como el extracto crudo de diclorometano obtenido
de Calea pinnatifida del cual se reportan ICsyo de 204.85 pg/mL para la linea tumoral de
mama MCF-7 y de 50.45 ug/mL para la linea de colon HT29 (Marchetti et al., 2012),
lactonas que a pesar de pertenecer a la subclase germacrandlide requieren mayor
cantidad de compuesto (casi 3 veces mas) en estos tipos de cancer.

La resistencia a la inhibicion de la proliferacion de la linea tumoral CaSki cuando se
expone con el Glaucolide E, también se ha observado con el el 53-hydroxy-hirsutinolide
(Flores-Guzman et al., 2019). Conociéndose que las lactonas sestiquerpénicas son
capaces de inhibir la proliferacion a través del grupo a-metilo-y-lactona, la cual se une a
la cisteina 38 de la subunidad p65 del factor de transcripcion NF-kB, sugiere que el
blanco terapéutico en CaSki podria no ser dicha molécula, o que probablemente se
encuentre mutada (Guzman et al., 2018), sin embargo, se requieren mas estudios para
apoyar esta afirmacion.

A su vez, existen otras lactonas sesquiterpénicas de tipo germacrandlide que presentan
ICso similares. Para el cancer de colon, se ha reportado que el 2-epi-glaucolide E
presenta una ICsg de 9.4uM en la linea celular de colon HT-29 (Pan et al., 2010), asi
como los compuestos Rufesolide A-D con ICso de 1-4uM (Ren et al., 2012), mientras
que el glaucolide E obtuvo una ICsy de 15.38uM para la linea celular CT26-WT. Para
cancer cervicouterino se ha reportado que los compuestos Eupakirunsin A, C y D
presentan ICso de 5.8 a 8.9 uyg/mL en células HelLa (Shen et al., 2005), en comparacion
con el 9.9 pg/mL del Glaucolide E para la linea celular CaSki. A pesar de que estos
compuestos presentan concentraciones similares que disminuyen la proliferacion en un
50%, aun no se ha evaluado el proceso por el cual ocasiona dicha disminucion.
Después de corroborar que el compuesto Glaucolide E presenta un efecto
antiproliferativo en células de cancer de mama, cancer de colon y cancer
cervicouterino, se propuso investigar la causa de la disminucién en el numero celular,
por lo que se evalud la actividad necrética de esta lactona, obteniendo porcentajes de
muerte necrética de 0% hasta 4%, indicando que estas células tumorales no mueren
por necrosis, representando asi, una importante ventaja terapéutica del compuesto,
pues en caso de administrarse in vivo, los tumores eliminados probablemente no

desencadenen en efectos secundarios atribuidos a este tipo de muerte, como puede
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ser el dano tisular generado por la liberaciéon del contenido citoplasmatico y su
respectiva respuesta inflamatoria (Rock & Kono, 2008).

El objetivo principal de los agentes quimioterapéuticos es inducir cambios celulares que
culminen en el dafio del ADN que promuevan la apoptosis (Maioral et al., 2017), es por
ello que las lactonas sesquiterpénicas que actualmente se encuentran en ensayos
clinicos basan su mecanismo de accion en la inducciéon de muerte apoptética como son
la Partenolida y la Artemisinina (Jeyamohan et al., 2016; Wong et al., 2017), es por esto
que se evaluo la induccion de muerte apoptotica por el glaucolide E en células
tumorales. Se observaron caracteristicas morfologicas propias de este tipo de muerte y
se cuantifico la caspasa 3 activa por citometria de flujo, obteniendo porcentajes de
25.6% para la linea celular CaSki, de 25.1% para la linea MDA-MB-231 y de 19.6%
para la linea CT26-WT, confirmando asi el efecto apoptotico del compuesto sobre las
células tumorales.

Sin embargo, a pesar de que la induccibn de muerte apoptotica es una de las
caracteristicas mas importantes de los quimioterapéuticos, la selectividad también
cobra gran relevancia debido a que un compuesto prometedor sera aquel que afecte
poco o0 nulamente a las células normales. Es por esto que las lactonas
sesquiterpénicas no siempre se han considerado favorables como potenciales agentes
anticancerosos debido a su toxicidad y no selectividad (Ren et al., 2016).

Asimismo, el glaucolide E fue probado en linfocitos de sangre periférica humana, en
dénde inhibid la proliferaciéon hasta en un 47.5 % a la concentracion de 1Csp mas alta
(9.9 pg/mL). Sin embargo, en estudios realizados con el glaucolide B, a una
concentracion de 15 pg/mL inhibi6 por completo el crecimiento de las células
linfociticas humanas (Burim et al.,1999). Esto puede deberse a que las lactonas
sesquiterpénicas gracias a su estructura quimica inhiben el factor de transcripcion
nuclear NF-kB, por lo tanto, se puede suponer que NF-kB puede estar involucrado en el
efecto supresor de las lactonas sesquierpénicas sobre la produccion de citocinas y la
proliferacion de linfocitos (Koch et al., 2001), como la Partenolida , una lactona que se
considera un compuesto digno agente anticancerigeno, y a la cual se le han reportado
suprime la produccién de TNF-a, IFN-y, IL-18 e IL-17, y disminuye las células Th1 y
Th17 (Zhang et al., 2017).
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No obstante, se evalud la actividad necrotica y apoptética del compuesto Glaucolide E
sobre las células linfociticas humanas, obteniendo que la lactona inhibié un 40% la
proliferacion a través de un indice necrotico de 19% en la concentracion mas alta y un
indice apoptético de 12 a 17%. Es por esto, que este compuesto podria presentar una
aceptable selectividad, si se compara con otras lactonas sesquiterpénicas que estan en
investigacion clinica, como la Artemisinina, la cual se encuentra en fases avanzadas de
estudio y ha exhibido resistencia en modelos de laboratorio, asi como neurotoxicidad
en dosis altas (Meshnick, 2002). El hecho que el Glaucolide E afecte negativamente un
40% la proliferacion de una poblacion total de linfocitos por un proceso necrotico y
apotético, no debe descartarlo como un candidato terapéutico. En pacientes con cancer
avanzado se ha demostrado que existen linfocitos que se corrompen en favor del
tumor, por lo es importante investigar que tipo de linfocitos esta afectando. Ademas, en
el campo de trasplantes de érganos no compatibles, no se ha logrado resolver bloquear
la actividad anti-injerto que genera la respuesta inmune del huésped; por lo que es otro
campo de investigacion indispensable por explorar.

Por lo tanto, se considera que el compuesto glaucolide E es un compuesto prometedor
de seguir estudiando como un potencial agente terapéutico, asi como servir de
molécula base del cual podrian sintetizarse compuestos analogos que mejores su

accion selectiva.
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10. Conclusiones

El compuesto Glaucolide E presenta actividad antiproliferativa contra las lineas
tumorales CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT con valores de ICso de 9.9, 6.4y 6.9
Mg/mL respectivamente.

El Glaucolide E no induce muerte necrética en las lineas celulares tumorales
CaSki, MDA-MB-231 y CT26-WT.

El Glaucolide E induce cambios morfologicos caracteristicos de muerte celular
apoptotica ademas de la presencia de caspasa 3 activa en las lineas celulares

tumorales.

El compuesto afecta la proliferacion de linfocitos de sangre periférica humana de
manera dosis dependiente a concentraciones de 6.4, 6.9 y 9.9 pg/mL entre un
16.5 a 47.5 %, a través de proceso necrético (de 0 a 19%) y apoptotico (de 12 a
17%).
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12.Apendice

Preparacioén de reactivos

Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (Laboratorio Microlab) 10.42g
NaHCOs3; (SIGMA, USA) 29

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con
HCIl 1N y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por medio
de filtrado en vacio a través de una membrana con poro de 22 um. Se almacena a 4°C.
El medio de cultivo se complementa con suero de neonato de bovino (SNB), en la
proporcion requerida y posteriormente es nuevamente filtrado en vacio a través de una

membrana con poro de 0.22 uym. Se almacena a 4°C.
Desactivacion del suero

Una botella de suero de neonato de bovino (SNB) se coloca en bafio de agua a
temperatura ambiente para ser descongelado, posteriormente se coloca a bafio maria a
57°C durante 30 min. Posteriormente es trasvasado en alicuotas de 50 mL para su

mejor uso y manipulacion.
Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato.
Los componentes se diluyen en un volumen final de 1000mL de agua bidestilada.

Cloruro de sodio (SIGMA, USA) 8.00g
Cloruro de potasio (SIGMA, USA) 0.20g
Fosfato monoacido de sodio (SIGMA, USA)  2.16g

Fosfato diacido de potasio (SIGMA, USA) 0.20g
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Los reactivos en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCI
1N y se afora a un volumen final de 1000mL. Esta solucion se filtra por medio de filtros
de membrana con diametro de 42 pm, la solucién se esteriliza a una presion de
1.20kg/cm?y temperatura de 120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta el

momento del uso.
Verseno

Esta solucion se empled para despegar las células tumorales CaSki, MDA-MB-231 y
CT26-WT adherentes y funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y

magnesio de las uniones celulares. Para su preparacion se utiliza:

Etilen-diamen-tetra-acético EDTA (SIGMA, USA) 0.49

Cloruro de sodio (NaCl) (SIGMA, USA) 89
Cloruro de potasio (KCI) (SIGMA, USA) 0.4g
Tris (SIGMA, USA) 3.04g

Los reactivos se disuelven en 800mL de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.7 con HCI
1N y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucion se esteriliza a una presion de
1.20kg/cm?y temperatura de 120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta el

momento del uso.
Solucion cristal violeta (0.1%)

Para preparar 500 mL de cristal violeta en una concentracion 0.1% se requiere
previamente preparar una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM con un pH
6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye y se filtra usando papel

Whatman numero 2. Se almacena a temperatura ambiente.
Hidroxido de sodio (NaOH) (SIGMA, USA) 1.98¢g
Acido Férmico (SIGMA, USA) 2149

Cristal Violeta (SIGMA, USA) 0.5g
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Glutaraldehido (1.1 %)

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

Solucion de acido acético (10 %)
A 10 mL de acido aceético (J. T. Baker) se le agrega 90 mL de agua bidestilada.
Camptotecina

Se disuelven 5 mg de camptotecina en 1TmL de DMSO. Se almacena a temperatura

ambiente.
Paraformaldehido/glutaraldehido

Calenta en bafio maria a 60 °C 20mL de PBS y agregar 0.8 g de paraformaldehido, una
vez disuelto, se coloca la solucidn el hielo. A la solucion fria se le agrega 0.8mL de

glutaraldehido y se mezcla.
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