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Resumen

RESUMEN

Objetivo. Evaluar la actividad anticancerosa del peniocerol, un esterol aislado de
las raices del garambullo (Myrtillocactus geometrizans) una cactacea con tradicién
medicinal y que crece de manera abundante en la regién central de México. La
actividad anticancerosa de este esterol se determin6 mediante la actividad citotoxica
del peniocerol contra lineas celulares de cancer humano, asi como su efecto

antitumoral in vivo en un modelo de xenotrasplante utilizando ratones nu/nu.

Materiales y métodos. La actividad citotoxica se evalud utilizando las lineas
celulares de cancer de colon (SW-620, HCT-15y HCT-116), cancer de mama (MDA-
MB-231) y una no tumorigénica de mama (MCF-10A) las cuales se trataron con
peniocerol (10 a 80 uM) durante 24, 48 o 72 horas. La actividad citotoxica fue
determinada mediante la técnica de cristal violeta. La induccion de apoptosis celular
se detectd mediante citometria de flujo con el kit Annexin-V FLUOS/PI en las lineas
celulares HCT-116 y MDA-MB-231. También se evalud la actividad citotdxica del
peniocerol en las combinaciones por separado con el acido nordihidroguayarético
(NDGA) y con el ditiotreitol (DTT) compuestos con reconocida actividad
antioxidante. La actividad antitumoral de peniocerol se evalué en un modelo de
xenotrasplante de HCT-116 en ratones nu/nu. Después del tratamiento, se analizo
el efecto del peniocerol en secciones histolégicas de tumores mediante

inmunohistoquimica usando anticuerpos DAPI, anti-PCNA y PARP-1.

Resultados. El peniocerol inhibié el crecimiento celular e indujo apoptosis in vitro
de una manera dependiente del tiempo y la dosis. Por otro lado, la combinacién con
los antioxidantes aument6 la actividad citotéxica del peniocerol. Las dosis 30 mg/kg
y 15 mg/kg no ocasionaron toxicidad en los ratones. Adicionalmente, las
administraciones de peniocerol; 30 mg/kg, 15 mg/kg una vez por semana o 15 mg/kg
tres veces por semana durante tres semanas, tuvieron efecto antiproliferativo y
provocaron muerte celular por apoptosis en los tumores xenotrasplantados de los

ratones.

Conclusiones. Nuestros resultados demostraron que el peniocerol induce

apoptosis en ensayos in vitro e in vivo.
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Abstract

ABSTRACT

Objective. To evaluate the anticancer activity of peniocerol, a sterol isolated from
the roots of garambullo (Mytillocactus geometrizans), a cactus with a medicinal
tradition that grows abundantly in the central region of Mexico. The anticancer
activity of this sterol was determined by the cytotoxic activity of peniocerol against
human cancer cell lines, as well as its antitumor effect in vivo in a xenograft model

using nu/nu mice.

Materials and methods. Cytotoxic activity was evaluated using the colon (SW-620,
HCT-15 and HCT-116), breast (MDA-MB-231) cancer and non-tumorigenic (MCF-
10A) cell lines which were treated with peniocerol (10 to 80 puM) for 24 , 48 or 72
hours. Cytotoxic activity was determined by the crystal violet technique. Induction of
cell apoptosis was detected by flow cytometry with the Annexin-V FLUOS/PI kit on
the HCT-116 and MDA-MB-231 cell lines. The cytotoxic activity of peniocerol was
also evaluated in combinations separately with nordihydroguaretic acid (NDGA) and
with dithiothreitol (DTT) compounds with recognized antioxidant activity. The
antitumor activity of peniocerol was evaluated in a model of xenograft of HCT-116 in
nu/nu mice. After treatment, the effect of peniocerol on histological sections of
tumors was analyzed by immunohistochemistry using DAPI, anti-PCNA and PARP-

1 antibodies.

Results. Peniocerol inhibited cell growth and induced apoptosis in vitro in a time and
dose dependent manner. On the other hand, the combination with antioxidants
increased the cytotoxic activity of peniocerol. The doses 30 mg/kg and 15 mg/kg did
not cause toxicity in the mice. Additionally, peniocerol administrations; 30 mg/kg, 15
mg/kg once a week or 15 mg/kg three times a week for three weeks, had an
antiproliferative effect and caused cell death by apoptosis in the xenografted tumors

of the mice.

Conclusions. Our results showed that peniocerol induces apoptosis in vitro and in

Vivo assays.
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Capitulo I. Introduccién

l. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial [1], se estima
gue es responsable de mas de 9.6 millones de muertes y de mas de 18.1 millones
de nuevos casos, en 2018 [2]. Por lo tanto, la busqueda de mejores medicamentos
antitumorales no esté concluida. En este sentido, los llamados productos naturales
son una rica fuente de compuestos bioactivos que podrian considerarse prototipos

contra el cancer.

Los fitoesteroles son esteroles vegetales, componentes estructurales de la
membrana celular que participan en la regulacion de la fluidez, la permeabilidad y
el metabolismo asociados con la membrana [3]. Son productos de la biosintesis que
utiliza al escualeno como producto intermediario [4]. Los fitoesteroles pertenecen a
una familia de mas de 200 compuestos diferentes, los mas comunes son [3-
sitosterol, campesterol y estigmasterol [3]. Estos metabolitos secundarios han
demostrado proteccion contra diversas enfermedades crénicas como
cardiovasculares, hepaticas, diabetes y diferentes tipos de cancer [5, 6, 7, 8, 9]. Los
estudios de prevencion del cancer muestran que una dieta rica en fitoesteroles
puede reducir el riesgo de diferentes tipos de cancer [10]. Por ejemplo, la ingesta
de B-sitosterol, un potente agente antiinflamatorio [11] puede prevenir el cancer de
colon [12, 13].

En este contexto, hemos publicado previamente la actividad antiinflamatoria in vivo
y la actividad citotOxica in vitro contra las células humanas de cancer de mamay
colon del peniocerol, un esterol aislado del cactus Myrtillocatus geometrizans (Mart
Ex Pfeiff) Console [15, 16].

En este trabajo, demostramos la actividad apoptotica del peniocerol in vitro en lineas
celulares de céancer, asi como el efecto antitumoral in vivo en ratones

xenotrasplantados con células de cancer de colon humano.
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1. MARCO TEORICO
2.1 El Cancer

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion descontrolado de células
gue puede aparecer en cualquier lugar del cuerpo [15]. En el proceso canceroso,
las células normales evolucionan progresivamente en un curso de multiples etapas
qgue les permite convertirse en tumorigénicas y finalmente malignas. Los tumores
son tejidos complejos compuestos de diversos tipos de células que participan en
interacciones heterotipicas entre si, por lo que se han propuesto caracteristicas
distintivas para comprender la diversidad de las neoplasias [16].

Inicialmente, las células cancerosas dentro de los tumores son poblaciones
celulares homogéneas hasta que se da la hiperproliferacion combinada, la cual

genera distintas subpoblaciones clonales en el curso de la progresion del tumor [17].

Las caracteristicas distintivas incluyen el mantenimiento de la sefalizacion
proliferativa, la evasion de supresores de crecimiento, la resistencia a la muerte
celular, la permanencia de la inmortalidad replicativa, la induccion de angiogénesis,
la activacion de la invasion y la metastasis, asi como también evitando la activacion
inmune, la desregulacion del metabolismo energético, la inestabilidad y mutacion

gendmica y la inflamacién promotora del tumor (Figura 1) [17].

Mantenimiento de Evadiendo
sefal supresores
proliferativa de crecimiento

Desregulacion
del metabolismo
energético

Permitiendo la
inmortalidad

replicativa

Inestabilidad y
mutacion del

Activando
invasion y
angiogénesis metastasis

Figura 1 Caracteristicas distintivas de las células tumorales. En los recuadros se muestra cada una de las
caracteristicas distintivas adquiridas, necesarias para el crecimiento y la progresion del tumor. Modificado de
[18].
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2.2 Epidemiologia
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De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer se encuentra

entre las 10 principales causas de muertes en todo el mundo [1]. La incidencia y

mortalidad mundial relacionadas al cancer estan creciendo rapidamente. Aunque la

razon es complejay los factores de riesgo son diversos, no obstante, estos aspectos

de incidencia y mortalidad se pueden relacionar con el envejecimiento, el

crecimiento de la poblacion y el desarrollo socioecondémico. Los datos del

GLOBOCAN en 2018 revelan que existen mas de 18.1 millones de nuevos casos y

9.6 millones de muertes por cancer a nivel mundial. El cancer de pulmén es la

principal causa de muerte por cancer, seguido por el colorrectal, estbmago, higado

y mama, en cuanto a datos de incidencia, el cancer mas comunmente diagnosticado

es también el cancer de pulmoén, seguido por el de mama, colorrectal, prostata y

estomago en ambos sexos alrededor del mundo (Figura 2) [2].
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Figura 2 Porcentajes de nuevos casos de cancer y muertes por cancer en el mundo en 2018. Modificado

de GLOBOCAN,

https://www.uicc.org/news/new-global-cancer-data-globocan-2018,

septiembre del 2019.
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2.3 Factores de riesgo

La actual evidencia epidemioldgica vincula los factores del estilo de vida con el
impacto de riesgo de céancer, que se puede prevenir logrando cambios
generalizados en el estilo de vida. [19]. Estos factores de riesgo incluyen
tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, exceso de peso corporal, dieta, la
inactividad fisica, exposicion a la radiacion ultravioleta (UV), infeccion por bacterias
como Helicobacter pylori e infeccion por virus como el virus de hepatitis B (VHB),
virus de hepatitis C (VHC), virus de papiloma humano (VPH), virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) o virus del herpes humano tipo 8 (HHV8), virus de
Epstein-Barr (EBV), virus de leucemia de células T tipo 1 (HTLV-I) [20, 21, 22, 23,
24]. En la Tabla 1 se muestran los factores de riesgos y el tipo de cancer al que

estan asociados.

Factor de riesgo Tipo de cancer

Pulmén, boca, laringe, eséfago, pancreas, estémago, colon, cuello

Humo de tabaco : g . . , ;

uterino, rifién, vejiga, higado, préstata y leucemias

Consumo excesivo . .
Higado, eséfago, oral, mama y colorrectal

de alcohol

Colorrectal, mama, renal, esofagico, préstata, higado, vesicula biliar,

Exceso de eso . - ; : . .
P pancreas, estomago, ovario, cuello uterino, linfoma no Hodgkin y

corporal mieloma multiple

Dieta Cavidad oral/faringe, laringe, pulmén y colorrectal
Inactividad fisica Colon, mama, pulmén, préstata

uv Melanoma de la piel

Infecciones

Helicobacter pylori Gastrico

VHB y VHC Higado

HHV8 Sarcoma de Kaposi

VIH Linfoma no Hodgkin, cervical

VPH Cervical, vagina, pene, orofaringe

EBV Carcinoma nasofaringeo, carcinoma linfoepiteliales
HTLV-I Linfoma de células T

Tabla 1 Factores del estilo de vida relacionados con el impacto de riesgo de cancer. [20, 21, 22, 23, 24].
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2.4 Inflamacién en el cancer

La inflamacién se produce como una respuesta defensiva del sistema inmune por
exposicion a patdégenos invasores, asi como a riesgos fisicos y quimicos [25]. Sin
embargo, la inflamacibn es una caracteristica que también contribuye al

mantenimiento del cancer.

La especulacion sobre la asociacion entre inflamacion y el cancer se remonta a
1863, cuando Rudolf Virchow, fundador de la patologia celular, demostré la
presencia de leucocitos en lesiones cancerosas [26].

Actualmente estudios epidemiolégicos indican que, hasta el 25% de los tumores
malignos humanos estan relacionados con una inflamacion cronica, mientras que
otros estudios proporcionan evidencia de que la inflamacion cronica aumenta el
riesgo de cancer, promueve la progresion tumoral y la propagacion metastatica [27,
28].

2.4.1 Inductores inflamatorios relacionados con el cancer

Las infecciones persistentes inducidas por parasitos, bacterias y virus, asi como los
estimulos fisicos y/o quimicos pueden causar inflamacién [29]. La inflamacion
cronica puede promover la carcinogénesis, su desarrollo y su crecimiento
metastasico en ratones y humanos [27]. En la Tabla 2 se proporciona una vision
general sobre condiciones inflamatorias y patégenas que se consideran asociadas

con diversos tipos de cancer [27].

Inductor Inflamacion Cancer
Patégeno intestinal Enfermedad inflamatoria intestinal Cancer colorrectal
Humo de tabaco Bronquitis Can%er de pulmon
ronquial
Helicobacter pylori Gastritis Cancer gastrico
Virus del papiloma humano Cervicitis Cancer cervical
Virus de hepatitis B/C Hepatitis Carcinoma hepatocelular
Bacteria, calcg:loizren la vesicula Colecistitis Cancer de vesicula biliar
Tabaco, genéticos, alcohol Pancreatitis Céncer de pancreas
Virus de Epsterin-Barr Mononucleosis Linfoma de Burkitt
Luz ultravioleta Bronceado Melanoma
Fibras de asbestos Asbestosis Mesotelioma
Gram-uropatégenos Esquistosomiasis (Bilharzia) Cancer de vejiga
Acido géstrico, alcohol, tabaco Esofagitis Adenocarcinoma esofagico

Tabla 2 Inductores inflamatorios y su relacion con el cancer. Modificado de [27].
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2.4.2 Vias que relacionan la inflamacion con el cancer

La relacién entre la tumorigénesis y la inflamacion esta mediada por dos vias;
intrinseca y extrinseca. La via intrinseca se activa por alteraciones genéticas,
activacion por oncogenes o impulsada por la mutacién y/o inactivacion de los
supresores tumorales. Las células transformadas secretan mediadores
inflamatorios y generan asi un microambiente inflamatorio. La via extrinseca,
llevada a cabo principalmente por leucocitos que producen mediadores
inflamatorios [28].

La carcinogénesis inducida por inflamacion generalmente inicia por la via
extrinseca. Cuando ocurre una mutacion que origina una célula cancerosa, estas
activaran la via intrinseca, dandose la convergencia de ambas vias en las células
tumorales e inducen la activacion de factores de transcripcion, el factor nuclear kB
(NF- kB), transductor de sefial, el activador de la transcripcion 3 (STAT-3) y el factor
inducible por hipoxia 1 (HIF-1) en células tumorales. Estos factores de transcripcion
coordinan la produccion de mediadores inflamatorios, incluidas las citocinas, las
guimiocinas y prostaglandinas. Estos factores reclutan y activan varios leucocitos,
mas notablemente células del linaje mielomonocitico, ademas de macrofagos,
mastocitos, eosindfilos y neutrdéfilos. Las citocinas, quimiocinas y prostaglandinas
activan los mismos factores clave de transcripcion en las células inflamatorias, las
células del estroma y las células tumorales, lo que favorece la produccién de mas
mediadores inflamatorios y la generacion de un microambiente inflamatorio

relacionado con el cancer (Figura 3A) [25, 28].
2.4.3 Inflamacidén en la progresiéon de los tumores

La proliferacion de células epiteliales y la homeostasis de leucocitos en el epitelio
estd regulado por la sefalizacion mediada por mediadores inflamatorios
(quimiocinas, citocinas y prostaglandinas), autécrinos y paracrinos, en el epitelio
normal [27, 28].
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En la carcinogénesis in situ, los mediadores inflamatorios atraen un infiltrado que
promueve el tumor, por ejemplo, macrofagos asociados a tumores (TAM) y células
T reguladoras. La expresion de receptores de quimiocinas puede inducirse en

células tumorales tempranas [28].

Las quimiocinas, citocinas y prostaglandinas contintan atrayendo y modulando un
infiltrado que promueve el tumor, también promueven la angiogénesis y controlan la
remodelacion del tejido. Estan involucradas en la intravasacion de las células
tumorales en los vasos sanguineos y en la diseminacion linfatica, en la invasion
local [28].

En la metastasis, la sefializacion de estos mediadores inflamatorios promueve la
supervivencia de células malignas en organos distantes, atrayendo nuevamente un
infiltrado que contribuye a la capacidad de las células tumorales para colonizar el
nicho metastasico. Modelo presentado por Mantovani et al, 2008 (Figura 3B) [28].
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Figura 3 Representacidn ilustrativa de la inflamacién relacionada con el cancer. A) Esquema de las vias
que relacionan a la inflamacién con el cancer. B) Modelo de la inflamacion en progresion maligna de tumores.

Modificado de [25].

2.5 Resistencia a la muerte celular

La resistencia a la muerte celular o evasion de la apoptosis se ha propuesto como

una caracteristica distintiva del cancer [18].
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2.5.1 Apoptosis

La apoptosis es un proceso fisiolégico de eliminacion celular estrechamente
regulado y caracterizado por una secuencia de cambios morfolégicos
estereotipados: contraccion celular, condensacion de la cromatina y fragmentacion
nuclear y celular, con formacion de cuerpos apoptéticos que son engullidos por las
células fagociticas proximas antes de que se pierda la integridad de la membrana
[30].

La muerte celular programada involucra una serie de eventos celulares que
finalmente conducen a la activacion de las caspasas. En respuesta a varios
estimulos apoptéticos, se activan las caspasas "iniciadoras" (caspasa-2, caspasa-
8, caspasa-9 o caspasa-10). Las caspasas iniciadoras, a su vez, cortan y activan a
las caspasas “ejecutoras” (caspasa-3 0 -7), lo que resulta en la escision proteolitica

de sustratos celulares especificos y, en consecuencia, la muerte celular [31].
2.5.2 Vias apoptaoticas relacionadas con el cancer

Existen distintas vias apoptoticas; la extrinseca, la intrinseca y la mediada por
granzima B/perforina, sin embargo, sus mecanismos convergen en algun punto
hacia este tipo de muerte celular. En la via extrinseca o también llamada de receptor
de muerte, el iniciador caspasa-8 o caspasa-10 se activan mediante la formacion de
un complejo de sefial inductora de muerte en respuesta al acoplamiento de ligandos
extracelulares (Fas o TNF [factor de necrosis tumoral]) por los receptores de la
superficie celular (Figura 4A) [33]. En la via intrinseca, esta implicada la
permeabilizacibn de la membrana externa mitocondrial (MOMP); MOMP
desencadena la liberacion de un grupo de proteinas proapoptéticas, incluido el
citocromo c y el segundo activador de caspasas derivado de mitocondrias (SMAC),
desde el espacio intermembrana mitocondrial al citoplasma. En el citoplasma, el
citocromo c¢ se une a la proteina adaptadora APAF-1 (factor de activacion de la
proteasa apoptotica 1) para formar un complejo activador de caspasa-9, llamado
apoptosoma. SMAC aumenta la activacién de caspasa inducida por el citocromo ¢

mediante la unién y neutralizacion de XIAP (inhibidor de la proteina de apoptosis
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ligado al cromosoma X), un inhibidor de caspasa-3, caspasa-7 y caspasa-9 (Figura
4) (Figura 4B) [31, 32]. La via de granzima B/perforina para la induccion de
apoptosis es especifica de células del sistemainmune; las células T citoliticas (CTL)
y las natural killer (NK), llamadas asi en inglés, sobre las células objetivo. El
suministro de granzima B al citoplasma de una célula a otra, se lleva a cabo
mediante granulos en la que se empaqguetan granzima B y la perforina, esta Ultima
facilita el movimiento de granzima B al citoplasma de la célula diana a traves de la
formacién de poros. Una vez en el citoplasma granzima B escinde residuos de
aspartato, es decir, activa diferentes caspasas y sustratos de caspasas que a su
vez activan mecanismos para la fragmentacion del ADN y asi provocar la muerte

celular por apoptosis (Figura 4C) [33, 34].

A diferencia de las células normales, las células cancerosas estan sometidas a un
estrés constante, como el estrés oncogeénico, la inestabilidad gendmica y la hipoxia
celular. En respuesta a tales estimulos apoptéticos internos, las células cancerosas
pueden modular las vias apoptoticas de manera transcripcional, traduccional y
postraduccional. En algunos casos, las células cancerosas pueden escapar de la
apoptosis al aumentar o disminuir la expresion de los genes antiapoptéticos o
proapoptoticos, respectivamente. Alternativamente, pueden inhibir la apoptosis
estabilizando o desestabilizando las proteinas proapoptéticas o antiapoptoticas,
respectivamente. Ademas, las células cancerosas también pueden prevenir la
apoptosis al cambiar las funciones de las proteinas involucradas en la apoptosis a
través de modificaciones postraduccionales, como la fosforilacion. Es importante
destacar que estos mecanismos no son mutuamente excluyentes y las células
cancerosas pueden emplear uno o multiples mecanismos para evadir la apoptosis
[31, 32].
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Figura 4 Representacion ilustrativa de las vias que desencadenan la apoptosis: via extrinseca (A), via
intrinseca (B) o via granzima B/perforina (C). La via extrinseca se activa por los ligandos de la familia TNF
gue se unen a los receptores que contienen dominio de muerte, lo que resulta en la activacion de las caspasas
que contienen dominios efectores de muerte, desencadenando la activacién de mecanismos que convergen
con la viaintrinseca, llevando a la muerte celular por apoptosis. La via intrinseca se inicia mediante la activacion
de la proteina BH3-only. Entre las proteinas BH3-only, cuya expresién a menudo se induce transcripcionalmente
después de un estimulo apoptético, BID es Unico en el sentido de que se activa por escision de caspasas (2 y
8/10); BID escindido, denominado tBID. Las proteinas BH3 desencadenan la activacién de proteinas de dominio
multi-BH por unién directa o por inhibicion de las proteinas de la familia antiapoptética BCL-2. Una vez activadas,
las proteinas del dominio multi-BH forman oligémeros que inducen MOMP (permeabilidad de la membrana
mitocondrial externa). Esto permite que las proteinas proapoptéticas SMAC y el citocromo c se liberen al
citoplasma, donde el citocromo c induce la formacién del apoptosoma. El iniciador caspasa-9 activado dentro
del Apoptosoma inicia la activacion del ejecutor caspasa-3 y caspsa-7, lo que resulta en apoptosis. Los
triangulos coloreados indican que el gen o producto genético indicado puede estar transcripcionalmente (azul),
traduccionalmente (rojo) y/o postraduccionalmente (verde) regulado hacia arriba o hacia abajo en las células
cancerosas. En la via de apoptosis mediada por granzima B/perforina, la internalizacién de granzima B es
facilitada por la perforina. Tras la internalizacién, granzima B escinde Bid a gtBid que desencadena la liberacion
de citocromo ¢ mitocondrial y la formacion del apoptosoma, el cual activa a la caspasa-8 lo que desencadena
finalmente la fragmentacion del ADN. Granzima B también puede evitar la via mitocondrial e iniciar la activacion
de caspasa-3 directamente y/o escindir sustratos de caspasa-3 como el inhibidor de la desoxirribonucleasa
activada por caspasa (ICAD), permitiendo asi que CAD se transloque al nucleo para fragmentar el ADN.
Granzima B también escinde la proteina de membrana nuclear lamina B (Lamin B), lo que resulta en una pérdida
de integridad de la membrana nuclear._[31, 32, 34, 35].

2.6 Terapia contra el cancer

La terapia contra el cancer describe el tratamiento en un paciente con el objetivo de
curar o prolongar la supervivencia. Asi como preservar una mejor calidad de vida
en los pacientes con enfermedad avanzada [35]. Para determinar el mejor
tratamiento anticanceroso de un paciente se deben tomar en cuenta varios
pardmetros. El primero es la confirmacién clinica del diagnostico previo.
Posteriormente se debe evaluar el tipo, la localizacion y el estadio del cancer,

tomando en cuenta también el estado de salud del paciente [36]. Las terapias contra
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el cancer estan dirigidas hacia los blancos moleculares de las caracteristicas

distintivas de las células cancerosas (Figura 5) [18].

Inhibidores de ANt imientotie SYAdence Inhibidores de
EGFR sefial supresores CDK
de crecimiento S

Inhibidores de Desregulacion A,
glucolisis . del metabolismo 3 Activacion
aerobia energético - inmune ’ inmune

0 r@% Permitiendo la
o N\ 2 2 Inhibidores de
Proapoptéticos - inmortalidad ‘ telomerasa
9 replicativa
Inestabilidad y 10
InhllgdAg:s de ‘ TiiRCIAn ol [ ) . Antiinflamatorios
T ainca ‘ induciendo ;‘:‘3‘8";‘;’::‘; ‘ Inhibidores de
VEGF angiogénesis metéstasis HGF/c-Met

Figura 5 Blancos moleculares de las caracteristicas distintivas de la célula cancerosas. En los recuadros

de fondo blanco se muestran los inhibidores para cada una de las caracteristicas. Modificado de [18].

Existen diferentes modalidades de terapias contra el cancer son; la terapia
neoadyuvante, que consiste en reducir el tamafio del tumor antes del tratamiento
principal [35]. La terapia adyuvante, regimenes administrados después del
tratamiento primario [35]. Y la terapia paliativa que son los tratamientos en los que
el paciente no responde a los tratamientos anteriores, se centra en la calidad de
vida de los pacientes, teniendo como objetivo controlar los sintomas y dar una
calidad de vida a los pacientes. Debe estar presente desde el diagnostico a través
de las diferentes etapas evolutivas de los pacientes con cancer [36]. Los
tratamientos mas comunes disponibles para las modalidades anteriormente

mencionadas son la cirugia, radioterapia y/o la quimioterapia [37].
2.6.1 Cirugia

La cirugia como tratamiento para el cancer consiste en extirpar el tumor y tejido que
lo rodea durante una operacion, es el tratamiento mas antiguo contra el cancer, hoy
en dia continda siendo utilizada para muchos tipos de cancer. En una etapa
localizada, podria ser el Unico tratamiento o se podria combinar con otros

tratamientos, como quimioterapia o radioterapia [38].
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2.6.2 Radioterapia

La radioterapia o terapia de radiacién es un tratamiento curativo para los tumores
localizados en regiones no comprometidas con otros érganos y que a las dosis
precisas de radiacién destruye células cancerosas o hacer lento el crecimiento
tumoral. La radiacion suministrada causa dafio al ADN de las células cancerosas
que dejan de dividirse y mueren, lo que ocasiona la reduccion tumoral. La
radioterapia se puede implementar en combinacién con otras terapias como la

cirugia, inmunoterapia o quimioterapia [39].

La quimioterapia a diferencia de cirugia y la radioterapia que eliminan o dafian
células cancerosas en un area determinada, puede funcionar en todo el cuerpo,
causando la muerte a las células que se han diseminado a partes del cuerpo lejos

del tumor primario, debido a que el tratamiento es a nivel sistémico [40].
2.6.3 Quimioterapia

La quimioterapia tiene efectos terapéuticos en algunos tipos de cancer avanzado,
aunque el tratamiento no siempre es curativo, sin embargo, ha habido una mejora
en general significativa en la supervivencia libre de progresion. La quimioterapia
neoadyuvante, cuyo objetivo es reducir el tamafio del tumor primario y prevenir las
micrometastasis. Este tipo de tratamiento mejora las técnicas quirdrgicas mas
conservadoras para preservar la funcionalidad de los érganos importantes. La
guimioterapia neoadyuvante con efecto curativo esta indicada para muchos tipos de

cancer y con nuevos medicamentos y combinaciones efectivas [40].

La quimioterapia moderna comenzé con el descubrimiento de Goodman y Gilman
de la mostaza nitrogenada en 1942, gas letal utilizado en la Primera Guerra Mundial,
como un agente alquilante eficaz para el cancer. En esa misma década se llevo a
cabo el descubrimiento de la sintesis de andlogos de folato; aminopterina y
ametoterina (metotrexato), que podian suprimir proliferacion de células malignas en
leucemias [41]. Posteriormente, a principios de la década de los 50s, se

descubrieron los antimetabolitos, analogos de purinas como la 6-mercaptopurina (6-
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PM). Se demostré que este tipo de farmacos podrian inhabilitar el crecimiento de
las células tumorales a través de la inhibicion de la sintesis del ADN. En esa misma

década se descubrieron los alcaloides de la vinca [41, 42].

La quimioterapia combinada se comenzé a utilizar a finales de los 60s, con la
combinacién de metotrexato, vincristina, 6-MP y prednisona, el régimen POMP,
podia curar a corto plazo el cancer en nifios con leucemia. En 1964 fue descubierto
otro producto natural, el taxol, obtenido de la corteza de Taxus brevifolia arbol de
tejo del Pacifico, sin embargo, fue hasta 1992 que se aprobdé el paclitaxel como un
nuevo agente antimitotico que inhibia el ensamblaje de microtibulos, eficaz en el
tratamiento de pacientes con cancer de ovario. En 1966 se descubrio la
camptotecina, inhibidor de la topoisomerasa |, obtenida de Camptotheca acuminata.
Fue hasta 1996 que un analogo de la camptotecina, irinotecan, fue aprobado por la
FDA para el tratamiento del cancer de colon [41, 42].

Durante las décadas de 1970 y 1980 se llevaron a cabo descubrimientos de
farmacos importantes, aunque los agentes quimioterapéuticos habian ganado la
reputacion de tener un alto riesgo y pocas posibilidades de eficacia. Fue descubierto
el cisplatino para curar el cancer testicular, posteriormente se desarrollo el
carboplatino, un derivado del cisplatino, con amplia actividad antitumoral y menos
nefrotoxicidad. En los afios 90s el descubrimiento de nuevos medicamentos
transformé el desarrollo de estos, se comenzé la era de la "terapia dirigida" contra
el cancer, la cual incluia nuevos objetivos; factores de crecimiento, moléculas de
sefalizacion, proteinas del ciclo celular, moduladores de la apoptosis y moléculas
gue promueven la angiogénesis [58]. En el periodo a partir del afio 2000 se llevaron

a cabo la aprobacion por la FDA de estos nuevos farmacos (Figura 6) [41, 42].
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Linea del tiempo de la quimioterapia

Una combinacién de

Mostaza nitrogenada ciclofosfamida,

es usada por La camptotecina metotrexato y

Goodman y Gilman Ciclofosfamida,  Taxol aislado aislada de fluorouracilo (CMF) Carboplatino y Aprobacion de

para tratar a un 5-Fluorulacile agente alquilante de Taxus Camptott es d trada como otros derivados Imatinib, primer Desarrollo de
paciente con linfoma es utilizado por es aprobada por brevifolia es acuminata es un eficaz tratamiento de cisplatino son anticuerpo inhibidores de
no Hodgkin. Heidelberger.  la FDA. descubierto.  descubierta. adyuvante. desarrollados. moenoclonal. tirosina cinasa.

1942 1948 1957 1958 1959 1963 1964 1965 1966 1968 1975 1978 1989 1992 1996 2004 2005

Los antifolatos El metotrexato Prod La quimi pia Se demuestra que la Es aprobado el El paclitaxel Bevacizumab es
son utilizados es usado como naturales combinada quimioterapia cisplatino por la (Taxol) es aprobado por la
por Farber para agente unico empiezan a (régimen POMP) adyuvante puede FDA para una aprobado por FDA, primer
inducir con éxito que puede curar ser aislados. puede inducir mejorar las tasas de amplia gama de la FDA. antiangiogénico
remisiones en el primer tumor Alcaloides remisiones a curacién, por Emil tumores sélidos. clinicamente
nifios con sdélido, por Hertz  de la vinca. largo plazo en Freiy colegas. probado, para el
leucemia. y Chiu Li. nifios con tratamiento del
leucemia. cancer de colon.

6-mercaptopurina es
sintetizada, analogo
de purina por
Hitchings y Elion.

Figura 6 Linea del tiempo de los diversos agentes quimioterapéuticos descubiertos a lo largo de la
historia. Modificado de [41].

2.7 Productos naturales de origen vegetal

Las plantas sintetizan productos conocidos como metabolitos secundarios, los
cuales surgen como resultado de la adaptacion a su entorno o para actuar como
posible mecanismo de defensa contra los depredadores. La presencia de estos
metabolitos induce y participa en la supervivencia de la planta, lo que ha permitido
su evolucion a lo largo de millones de afios [43]. La biosintesis de productos
naturales se deriva de los intermediarios biosintéticos de los procesos de la
fotosintesis, la glucdlisis y el ciclo de Krebs. [43]. Los componentes basicos mas
importantes empleados en la biosintesis de productos naturales son los
intermediarios como, acetil coenzima A (acetil-CoA), acido shikimico, &cido
mevalonico. Estos compuestos estan involucrados en innumerables vias
biosintéticas, que implican numerosos mecanismos y reacciones diferentes, para
obtener una enorme variedad de compuestos alcaloides, polifenoles, triterpenos,
esteroides (Figura 7) [43, 44].
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Figura 7 Representacion esquematica de las vias de biosintesis de metabolitos secundarios. Modificado
de [45].

El uso de productos naturales a partir de plantas medicinales es el resultado de que
el hombre buscé durante cientos de siglos, mediante ensayo y error, remedios para
el tratamiento de enfermedades. Estos principios o productos naturales se pueden
utilizar en forma de medicamentos tradicionales, remedios, pociones y aceites. Sus
propiedades etno-farmacolégicas se utilizaron como fuente primaria para el

descubrimiento de farmacos [43].

De acuerdo con la OMS, el 80% de las personas todavia dependen de los
medicamentos tradicionales a base de plantas para la atencién primaria de salud,
el 80% de los 122 medicamentos derivados de plantas estaban relacionados con su
objetivo etno-farmacolégico original. EI conocimiento asociado con la medicina
tradicional promovié nuevas investigaciones de plantas medicinales como
medicamentos potenciales y condujo al aislamiento de varios productos naturales

gue se convirtieron en productos farmacéuticos bien conocidos [44].

Para el tratamiento del cancer en el periodo comprendido entre 1981 y 2014, fue
aprobada la comercializacién de un total de 174 nuevos compuestos. De los cuales,
56 que representa el 32%, eran productos naturales no modificados, es decir,
derivados directos, 37 (21%) inspirados en estructuras quimicas de productos

naturales, 43 (25%) eran entidades quimicas sintéticas, 33 (19%) de origen no
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biolégico y 5 (3%), vacunas. Asi, un total de 93 (53%) son productos naturales,

derivados directamente o basados en ellos [44].

Por lo que los productos naturales y sus derivados obtenidos de las plantas
medicinales han representado una importante fuente de agentes quimioterapéuticos
alo largo de la historia, siendo una fuente exitosa en el descubrimiento de farmacos

potenciales.
2.7.1 Fitoesteroles

Los fitoesteroles son productos naturales esteroideos que han llamado la atencion,
debido a que en diversos estudios han demostrado efecto antiinflamatorio [46, 47],
contra enfermedades cronicas cardiovasculares [48], diabetes [49] y efecto

antitumoral [50].

Los fitoesteroles son los esteroles de las plantas, componentes estructurales de la
membrana celular, participan en la regulacion de la fluidez, permeabilidad y
metabolismo asociado a la membrana [51]. Los fitoesteroles son subproductos de
la compleja ruta biosintética de isoprenoides, proveniente del mevalonato, en la cual
intervienen mas de 30 enzimas y se lleva a cabo exclusivamente en el citoplasma
[50]. La ruta biosintética, consiste en la conversion de isoprenil pirofosfato en
diversos intermediarios hasta farnesil pirofosfato que es convertido a escualeno y

finalmente en la gran diversidad de fitoesteroles (Figura 8) [52].

a
oM
= ooc
S-CoA S-CoA

Coenzima A 3-hidroximetil-3-glutaril coenzima A

v

oH Fitoesteroles
00C. \>‘vc H,OH - OPP i

Mevalonato Isoprenil pirafosfato

Farnesil pirofosfato Escualeno

Figura 8 Representacion esquematica de la biosintesis de fitoesteroles. Modificado de [52].
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Estructuralmente los fitoesteroles estdn formados por wun anillo de
ciclopenta[a]fenantreno tetraciclico, una cadena lateral larga y flexible en el atomo
de carbono C-17, los cuatro anillos (A, B, C, D) tienen uniones de anillo trans,
formando un sistema a. La cadena lateral y los dos grupos metilo (C-18, C-19) son
angulares a la estructura del anillo y por encima del plano, por lo que tienen una

estereoquimica B (Figura 9) [52].

Figura 9 Nomenclatura de la estructura quimica de los fitoesteroles. Modificado de [52].

Estos productos naturales comprenden mas de 200 compuestos diferentes que se
originan en una variedad de vegetacion. La fuente mas rica en fitoesteroles son los
alimentos como las nueces, semillas, aceites vegetales, cereales y legumbres. Los
fitoesteroles que se encuentran con mayor frecuencia son el [(-sitosterol, el

campesterol y el estigmasterol (Figura 10) [53].

B-sitosterol Campesterol Estigmasterol

Figura 10 Los fitoesteroles mas comunes presentes en la dieta.

Existen diversas investigaciones de la evaluacion de los efectos protectores contra
el cancer, asi como actividad antitumoral y antiinflamatorios de fitoesteroles. Una
serie de estudios de casos y controles realizados en los principales hospitales de
Uruguay han demostrado el papel protector de los fitoesteroles en la dieta para
aliviar el riesgo de cancer gastrico [54]. En un estudio poblacional existio

disminucién del riesgo de cancer de ovario en pacientes relacionado con la ingesta
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fitoquimica en la dieta [55]. Las poblaciones femeninas con bajo riesgo de cancer
de seno consumen mas fitoesteroles en la dieta que aquellas con alto riesgo. Por
ejemplo, los japoneses consumen alimentos basados en plantas y una dieta baja en
grasas animales que es rica en fitoesteroles. Las mujeres japonesas también tienen
una baja incidencia de cancer de mama [57]. En la siguiente tabla se resumen los

estudios epidemioldgicos de fitoesteroles en la prevencion del cancer.

Fitoesterol Estudio Referencia
B-sitosterol,
campesterol, Dieta a 360 pacientes con alto consumo, previene cancer [54]
estigmasterol y otros géstrico, en hospitales de Uruguay.

fitoesteroles.
Dieta a 696 pacientes basados en la poblacién, con la frecuencia
Mezcla de fitoesteroles correspondiente a los casos de edad y condado de residencia. [55]
Reduccion de cancer de ovario. NY, EU.
463 casos con cancer de pulmén y 465 controles hospitalizados.
Mezcla de fitoesteroles La ingesta total de esteroles vegetales se asoci6é con una [56]
reduccién en el riesgo del 50%.
Baja incidencia de cancer de mama. Japonesas que consumen

Mezcla de fitoesteroles . -
alto contenido en fitoesteroles.

[57]

Tabla 3 Estudios epidemioldgicos de fitoesteroles en la prevencién del cancer.

Existen estudios en diversas lineas celulares de cancer humano de los fitoesteroles,
en algunos la evaluacion ha revelado un efecto inhibidor, citotéxico y apoptotico
sobre la proliferacion de las células como; HT-29, PC-3, DU145, LNCaP, MDA-MB-
231, HEL, K562 (Tabla 4).

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia
Fitoesteroles Lineas ceIuIarSfJngcancer PC-3y Inhibicién del crecimiento celular [58]
Campesterol Monocito humano, células U937 Apoptosis [59]

Inhibe la hiperproliferaciéon de
. Linea celular de cancer de colon monocitos, cuando se tratan con
B-sitosterol humano, HT-29 suplementos de 16 mmol/L de b- [60]

sitosterol durante 5 dias
Inhibicién del crecimiento celular,

B-sitosterol Linea celular de cancer prostata prodgciendo antigeno prosté_tico [61]
LNCaP especifico (PSA) y fosfatasa &cida en
cultivo
. Linea celular de cancer de mama Inhibicién de la proliferacién celular
B-sitosterol humano, MDA-MB-231 inducida por acido cdlico inhibida [62]
Fitoesterol Eritroleucemia humana lineas
(Diosgenina Apoptosis [63, 64]

Solamargina) celulares HEL y K562

Tabla 4 Estudios experimentales in vitro de fitoesteroles en lineas celulares de cancer humano.
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En experimentos in vivo de la evaluacion antitumoral de los fitoesteroles, presentan
efecto inhibidor en la proliferacion celular, que se refleja en la disminucién del

crecimiento tumoral y en la metastasis en distintos modelos murinos, como se puede

observar en la Tabla 5.

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia
. Céancer de mama hereditario (ratones = Prevencién de la oxidacion de
Fitoesteroles  \virv.pyMT Tg) lipoproteinas [65]
= 0 .
Tumor inducido por metil nitrosourea g?g:cc:]oen gz;gﬁﬁlgpoﬁl ?ﬁr?;m:sﬁ
B-sitosterol en ratas, que se alimentaron con 0.2% q o 1 600 ' | [62, 66, 67]
de P-sitosterol por 28 semanas como una reduccion del 60% en los
tumores por rata
Ratones SCID xenotrasplantados con Dgspues de 8 semanas, los rator]es
MDA-MB-231, alimentados con 2% de alimentados gon fltpesteroles ~'[enlan
Fitoesteroles | una mezcla de fitoesteroles o tmugnsct){gfonsslﬁ rggi/o ptrenq;Jr(]e;:s d()e/ [68]
colesterol y acido célico al 0.2% para metastasis en comparacion con los
estimular la absorcién de esteroles . P
ratones alimentados con colesterol
Ratones atimicos ovariectomizados
Dietaricaen | que fueron inyectados con las células = Reduccion del 32-42% en el tamafio 69]
B-sitosterol de cancer de mama humano positivas = del tumor
para receptores de estrégeno MCF-7
Proliferacién celular inducida por acido
Mezcla de célico en el colon proximal de ratas Inhibicion del crecimiento tumoral [65]

fitoesteroles

Sprague-Dawley, alimentadas con 2%
de fitoesteroles

Tabla 5 Estudios experimentales in vivo de fitoesteroles en diversos modelos murinos.

Estudios clinicos de fitoesteroles en pacientes con hiperplasia de prostata,

mostraron mejoras en los sintomas clinicos a ciertas dosis, que puede estar

relacionado con un metabolismo alterado de la testosterona (Tabla 6).

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia
e N i e PAOEIN Wejoras  signifcatvas en s
B-sitosterol : ; . sintomas clinicos en comparacion [70]
salida causada por hiperplasia con el placebo
prostatica benigna (HPB).
B-sitosterol Consumo de 20 mg, tres veces al dia, Sintomas  clinicos meiorados de
(Mezcla de en pacientes con hiperplasia HPB ) [71]
fitoesteroles) = prostéatica por 4 a 26 semanas. )
Fitoesteroles Consumo de 60 mg/d@, por pacientes Efectos beneficiosos en la mejora de
con hiperplasia de préstata durante 18 [77]

B-sitosterol

meses.

sintomas

Tabla 6 Estudios clinicos de la ingesta de fitoesteroles en cancer.

En otros estudios sobre el efecto antiinflamatorio de los fitoesteroles (Tabla 7), se

encuentran diversos estudios in vitro que mostraron una inhibicion de la secreciéon
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de marcadores inflamatorios, asi como estudios in vivo, que demuestran la

reduccion de la inflamacién en modelos murinos.

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia
Disminuy0 el edema de pata en ratones
Mezcla de __Evaluacié_n del efecto por_carrager)in_a e in_hibié el edema de la
fitoesteroles antiinflamatorio en _edema en oreja de ratén |ndg|0|do por el acetato Qe [73]
modelos murinos 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) después
de la aplicacion topica
Evaluacion del efecto La alimentacion con fitoesteroles muestra
antiinflamatorio en la un efecto antiinflamatorio en la reduccién
B-sitosterol prevencion/ induccion/remision significativa de la gravedad de la [74]
en un modelo experimental de = enfermedad y mejoro la remision clinica e
colitis murino. histologica.
Evaluacion de la capacidad Potencial antiinflamatorio significativo. En
antiinflamatoria mediante la la prueba de edema de pata de rata
B-sitosterol prueba de edema de pata de inhibié del 50-70% en el ensayo de [75]
rata y el ensayo de pleuresia | pleuresia de rata, los hallazgos mostraron
de rata. una reduccion del 46%,

Se investigo el efecto sobre la
proliferacion celular
inflamatoria, el estrés
oxidativo, la histopatologia Modulacion de la inflamacion alérgica de

B-sitosterol 2, f . . [76]
pulmonar y la remodelacion, las vias respiratorias.
en un modelo de asma
inducida por ovoalbdmina en
cobayas.
Se investigo la actividad Capacidad de la formulacién para inhibir
B-sitosterol antinflamatoria in vitro en dos las vias de transduccién de sefiales de [77]
lineas celulares inflamacién en los macréfagos
Se investigaron los efectos Reprilr_ne el l_daﬁq hgp/%ticolagudo in_duciollo
Estigmasterol hepatoprotectores contra la por lipopolisacarido/d-galactosamina a [78]

inhibir la oxidacion y la inflamacién en

lesién hepética aguda inducida ratones

Tabla 7 Estudios del efecto antiinflamatorio de los fitoesteroles

2.7.2 Triterpenos

Los triterpenos son otro grupo de productos naturales también provenientes de la
ruta biosintética de isoprenoides, proveniente del mevalonato [79]. Este grupo de
metabolitos secundarios que poseen notables actividades, entre las que se
encuentran;  actividades  antineoplasicas, antivirales, antiinflamatorias,

antimicrobianas, también efectos hepato y cardioprotectores [80].

Existen estudios en los que se han explorado el papel anticancerigeno de los
triterpenos, demostrandose vias por las cuales estos compuestos presentan dicha

actividad. Dentro de estas rutas, interesantes de los triterpenos se encuentra la
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disminucion de los factores de transcripcion de proteina especifica, Spl, Sp3y Sp4
en distintas células de cancer humano [81, 82, 83].

Los factores de transcripcion de proteina de especificidad Spl, Sp3 y Sp4 son
miembros de la familia similar a Sp/Kruppel (KLF), necesarios para el desarrollo
embrionario y de la vida temprana, su expresion disminuye con la edad, sin

embargo, se expresan altamente en células cancerosas y tumores [82].

La disminucién de los factores de transcripcion de Sp, ya sea individualmente o en
conjunto, da como resultado la induccién de apoptosis dependiente de caspasay la
inhibiciébn del crecimiento [82]. Por lo tanto, se propone que la actividad
anticancerigena de los triterpenos se daba en parte, a la regulacion negativa de
Spl, Sp3 y Sp4. La regulacion negativa de estos factores de transcripcion de
proteina especifica, por parte de estos productos naturales se puede dar por dos
mecanismos; dependiente o independiente del proteosoma [81].

El mecanismo dependiente del proteosoma inducido por triterpenos en células de
cancer, mostraron que la regulacion a la baja de las proteinas Spl, Sp3 y sp4 se
revierte con inhibidores del proteasoma y la activacion del proteasoma es una via

principal para degradacion de los factores de transcripcion de Sp (Tabla 8) [81].

Se ha sugerido que en el mecanismo independiente del proteasoma, los triterpenos
perturban las mitocondrias, disminuyen el potencial de membrana mitocondrial
(MMP) e inducen especies reactivas de oxigeno (ROS) en distintas lineas celulares
de cancer [81, 85, 86, 87], regulando a la baja Sp1, Sp3 y Sp4. Esta respuesta se
bloquea en las células tratadas con acido betulinico (BA) mas antioxidantes glutation
(GSH) y ditiotreitol (DTT). Las ROS inducidas por farmacos son un mecanismo de
accion importante para muchos farmacos contra el cancer, como el cisplatino,
actuando a través de la disrupcién mitocondrial y la disminucion del MMP (Figura
11) [81].

Estos resultados demuestran por primera vez que ROS regula a la baja Sp1, Sp3y

Sp4 en lineas celulares de cancer y esta respuesta juega un papel en la inhibicion
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del crecimiento celular, inhibicion de la angiogénesis, induccion de apoptosis y
disminucion de la inflamacion [81], asociadas con ROS inducida por productos

naturales (Figura 11).

Triterpenos

Acido betulinico Acido ursélico Acido oleandlico
vy 7
~ )r\\ /l\f AN ,\[\ >
pine) A ool
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Independiente de proteosoma

Dependiente de proteosoma

— ‘® C—
N__sc_ B
Activacion del proteasoma
Perturbacion de la membrana mitocondrial
Inhibicion d‘e‘l crecimiento ‘celular Disminucion del MMP
Induccion de apoptosis
Inhibicién de la angiogénesis ‘
Disminucion de la inflamacion Induccién de ROS

Actividad anticancer de triterpenos
asociada a la baja regulacion de Sp

Figura 11 Esquema representativo de los mecanismos de triterpenos para la regulacién a la baja de Sp
[81].
2.9 Peniocerol aislado de Myrtillocactus geometrizans

El peniocerol 3B, 6a-diol-8-eno-colesterol (Figura 12) es un fitoesterol presente en
especies pertenecientes a la familia Cactaceae [88], en nuestro grupo este esterol

fue aislado de Myrtillocactus geometrizans (Mart. Ex Pfeiff) Console.

HO

H

Ol

I

Figura 12 Estructura quimica del peniocerol (3B, 6a-diol-8-eno-colesterol).
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2.9.1 Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Console

Taxonomia

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliphyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Pachycereeae
Género: Myrtillocactus

M. geometrizans

Especie: )
(Mart. ex Pfeiff.) Console

Tabla 8 Clasificacion taxondmica de Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Console.

2.9.1.1 Descripcion botanica de Myrtillocactus geometrizans

Myrtillocactus geometrizans es un cactus arbolado (Figura 13) perenne de hasta 4
metros de altura, tronco bien definido, ramas numerosas que a su vez se ramifican,
son ligeramente encorvadas, de color verdes azuladas. Presenta 5 o 6 costillas,
redondeadas. Areolas distantes entre si, lanosas, proliferas, a veces crecen de
forma ramificada. Posee espinas radiales generalmente de 5 a 9, cortas y gruesas,
rojizas cuando estan jovenes. También posee espinas centrales, muy grandes, en
forma de daga, aplanada lateralmente y de color negro. Las flores son pequefas de
color blanco verdoso, varias en la misma areola, en la parte superior. Los frutos son
pequefios, de color rojo oscuro, purpura o azulosos en la madurez, globosos hasta

elipsoide, sin espina, son comestibles [88].

Esta especie perteneciente a la familia de las Cactaceae es endémica de México,
se le conoce comunmente con el nombre de “Garambullo” y se distribuye desde
Tamaulipas hasta Oaxaca, en los mezquitales de los Estados del centro del pais;
Querétaro, Hidalgo, Guanajuato, San Luis Potosi y por el oeste se extiende hasta

Durango, Zacatecas, Jalisco y Michoacan [88, 89].
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Figura 13 Imagen de Myrtillocactus geometrizans, comiunmente conocido como “Garambullo” en el
municipio de San Juan del rio, Querétaro. Fotografia tomada por Beatriz Couder, 25 de mayo del 2015.

2.9.1.2 Usos etnobotanicos de Myrtillocactus geometrizans

Existen estudios de los usos etnobotanicos en nuestro pais de esta especie, en
diversos estados, los frutos se consumen como alimento fresco, mientras que los
tallos se utilizan como alimento forrajero y la planta entera se utiliza como cerco vivo
[90].

Estudios etno-biolégicos indican que en la region Mixteca de Oaxaca y en el
municipio de Nicolas Flores, hidalgo se utilizan emplastos de los tallos de M.

geometrizans contra fracturas y golpes fuertes [90, 91, 92].
2.9.2 Antecedentes de la actividad biolégica del peniocerol

El peniocerol ha sido estudiado por nuestro grupo en diversos modelos de actividad
biolégica tales cdémo la regulacibn del crecimiento de insectos, actividad
antiinflamatoria in vivo, produccién de oOxido nitrico en macrofagos de raton,
actividad mieloperoxidasa, proliferacion de lineas celulares de cancer humano y en

modelos de permeabilidad mitocondrial. Los estudios antiinflamatorios in vivo y
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antiproliferativos in vitro se tomaron como punto de inicio para el estudio de la

actividad antitumoral in vivo de este esterol.

2.9.2.1 Actividad antiinflamatoria del peniocerol

Hemos reportado el efecto antiinflamatorio del peniocerol, el cual fue evaluado a
través de dos modelos in vivo. Uno de ellos fue el modelo de edema de oreja de
ratén inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y el otro fue el modelo
de edema de pata de rata inducido por carragenina. En ambos modelos, el
peniocerol presentd actividad antiinflamatoria de manera dosis dependiente. En el
modelo de TPA incluso presentd mejor actividad, con valores menores de la dosis
efectiva media (DEso) que el farmaco de referencia, la indometacina (Tabla 9). Lo
gue sugiere que el peniocerol podria interferir con la biosintesis de eicosanoides, ya
gue, en el modelo utilizado, los niveles de eicosanoides comienzan a aumentar en

los tejidos tratados y se correlaciona con la respuesta inflamatoria [15].

DEso

Modelo : :
Peniocerol
Inflamacién inducida por TPA 0.091 umol/oreja | 0.272 pmol/oreja
Inflamacién inducida por carragenina 31.88 mg/kg 6.68 mg/kg

Tabla 9 Actividad antiinflamatoria in vivo del peniocerol en dos modelos.

2.9.2.2 Actividad citotoxica

La actividad citotoxica de peniocerol ha sido evaluada en diferentes lineas celulares
de cancer humano. Entre ellas las del sistema nervioso central (U-251), las de
prostata (PC-3), las de leucemia (K-562), las de colon (HCT-15) y las de mama
(MCF-7). En todas, la actividad citotoxica fue mediante el ensayo de sulforrodamina
B. Aunque en todas las células evaluadas el peniocerol mostré actividad citotoxica,
sin embargo, este esterol tuvo mayor efecto en las lineas celulares de mama, colon

y sistema nervioso central (Tabla 10) [15].
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Clso (UM)

U-251 ‘ K-562 ‘ HCT-15 MCF-7

Peniocerol 24.734#3.9  19.35+0.45 10.37+0.73 10.87+2.36 10.17+0.79
Doxorrubicina = 0.09+0.02 = 0.32+0.02 = 0.28+0.01 = 0.23+0.01 | 0.14#0.01

Compuesto

Tabla 10 Citotoxicidad del peniocerol en ensayo de sulforrodamina B en varias lineas celulares.

En otro estudio, se evalud la actividad citotoxica, in vitro, dependiente del tiempo.
La evaluacion se realizé mediante el método colorimétrico de cristal violeta a las 24
y 48 horas, en dos lineas celulares de cancer humano; de colon HCT-15 y de mama
MCF-7. (Tabla 11) [15].

Tiempo de incubacion

HCT-15  41.66:0.41 28.850.60
MCF-7  4817+0.35 21.77+0.39
HCT-15  0.36%0.03  0.16+0.02
MCF-7  0.37+0.02  0.28+0.01

Compuesto Linea celular

Peniocerol

Doxorrubicina

Tabla 11 Citotoxicidad inducida por el peniocerol a las 24 y 48 horas en las lineas HCT-15y MCF-7 en
ensayo de cristal violeta.

2.9.2.3 Induccién de apoptosis

Posteriormente se evalué mediante la induccion de apoptosis un ensayo de
citometria de flujo con Anexina V/ yoduro de propidio (AV/IP). En la linea celular de
cancer de colon (HCT-15) el peniocerol indujo apoptosis a las 24 horas, mientras
gue en las MCF-7 se observo a las 48 horas (Figura 14) a 40 y 60 uM [14]. También

se evalu6 magdougallina, otro esterol presente en M. geometrizans.
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Figura 14 Induccion de apoptosis por el peniocerol en las lineas celulares de A) HCT-15y B) MCF-7. Los ensayos
se llevaron a cabo mediante citometria de flujo con los marcadores Anexina V/Yoduro de propidio (AV/IP). En los
gréficos se representa a las células viables en el cuadrante inferior izquierdo (AV negativo, IP negativo), a las células
en apoptosis temprana en el cuadrante inferior derecho representa (AV positivo, IP negativo), a las células en apoptosis
tardia en el cuadrante superior derecho (AV positivo, IP positivo) y a las células necréticas en el cuadrante superior
izquierdo (AV negativo, IP negativo).

Adicionalmente el peniocerol indujo apoptosis mediante la escision de PARP en

ambas lineas celulares de cancer (Figura 15) [14].

HCT-15 MCE-7

Peniocerol 40 uM
eniocerol 40 uN
Penioceral 40 4M Control 12 24 36 (h)

Control 12 24 36 (h)
PARP
PARP
| PARP escindido
SRS B | PARP escindido

p-actina B-actina

Figura 15 Indiccion de apoptosis por peniocerol mediada por laescisién de PARP en las lineas celulares
HCT-15 y MCF-7. Los ensayos fueron realizados mediante western blot.

2.9.2.4 Arresto del ciclo celular

Mediante citometria de flujo en ambas lineas celulares, se determiné el efecto del

peniocerol a las 24 horas en la distribucidn del ciclo celular. El peniocerol tanto en
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HCT-15 como en MCF-7 presentd mayor incremento en el porcentaje en la fase
GO/G1 (Tabla 12) [14].

Fase G1
Control (DMSO) 49.82+0.61 59.6+0.78
40 M | 80.63+0.61 75.29+1.65

Compuesto

Peniocerol
60 UM 84.13+2.30 78.49+0.70
Timina 82.18+1.09 = 70.16%1.5
Nocodazol 9.2+0.85 | 3.90+0.92

Tabla 12 Fase de arresto celular inducido por peniocerol determinacion realizada por citometria de flujo
con el marcador yoduro de propidio (IP).

2.10 Metodologias en el descubrimiento de nuevos farmacos contra el cancer

Para el descubrimiento de compuestos bioactivos una gran cantidad de ensayos de
analisis se pueden utilizar. Los estudios preclinicos pueden ser a nivel celular (in
vitro), animal (in vivo) o molecular. Se pueden aplicar dos enfoques
complementarios la llamada farmacologia clasica y la farmacologia inversa. En la
farmacologia clasica, también conocida como descubrimiento fenotipico de
farmacos. En la farmacologia clasica, los primeros pasos de la investigacion del
desarrollo de farmacos contra el cancer se basan en la evaluacion in vitro en lineas
celulares establecidas de cada tipo de cancer, mientras que las lineas celulares no
cancerosas se usan como control [93]. En la farmacologia inversa el descubrimiento
de farmacos esta basado en objetivos, en la formulacion y prueba de hipotesis

moleculares especificas [93, 94].
2.10.1 Evaluacién antiproliferativa

La evaluacion antiproliferativa o citotoxica se realiza mediante ensayo de células
viables tefiidas con diferentes colorantes. Durante la muerte celular, las células
muertas se desprenden de las placas de cultivo celular, esta caracteristica se puede
usar para la cuantificacion indirecta de la muerte celular y para determinar las

diferencias en la proliferacion tras la estimulacién con agentes inductores de la
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muerte. Un método simple para detectar la adherencia mantenida de las células es
la tincion de las células adherentes con cristal violeta, el cual se une a las proteinas
y al ADN. Cuando las células que sufren la muerte celular se desprenden de la placa
celular, por lo tanto, la cantidad de tincion violeta cristal es reducida [93].

La citometria de flujo se ha utilizado para detectar células vivas y muertas. Es una
técnica que permite la deteccion rapida de células dafiadas. Varios estudios han
informado sobre la efectividad del citdmetro de flujo como una herramienta para
pruebas de deteccidn de apoptosis con Anexina V/yoduro de propidio (AV/IP). Esta
técnica proporciona resultados reproducibles rapidamente [95].

2.10.2 Estudio de xenotrasplante in vivo en ratones de la cepa nu/nu

Los ratones atimicos son un modelo valido, utilizado como herramienta en la fase
preclinica, particularmente como un segundo paso para confirmar el efecto del
farmaco con actividad in vitro [93, 94]. También se utiliza para la evaluacion de
nuevas formas o combinaciones de terapia convencional y la resistencia a los
medicamentos. Un aspecto importante para considerar el uso de modelos de
xenotrasplante es el hecho de que el efecto de los compuestos estudiados contra el
cancer en cultivos celulares in vitro a menudo no es similar a condiciones en las que
los tumores crecen in vivo [96]. Tomando en cuenta lo anterior, se hace
imprescindible que en la fase preclinica de la investigacion contra el cancer debe
incluir modelos in vivo que imiten al menos en cierta medida la situacién clinica en

un organismo vivo [93, 94, 95].

La primera descripcion de ratones atimicos desnudos fue presentada por Flanagan
en 1966 en el Reino Unido. Este descubrimiento se realizé en un conjunto de
ratones albinos. Posteriormente describid sus rasgos fenotipicos y genéticos. El
efecto de la falta visible de pelo se debe a un nuevo gen recesivo (localizado en el
cromosoma 11), al que llamé desnudo (cuya abreviatura es nu, a menudo se usa

para describir el gen o la combinacién de alelos nu/nu) [96].
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Un aspecto muy importante es que la falta de timo en los ratones desnudos causa
una deficiencia de células T [97]. El tipo especifico de inmunidad mediada por
células T es destruir las células infectadas o células malignas. Los linfocitos T son
responsables de la reaccién del huésped frente al injerto, que ocurre cuando un
huésped rechaza un alotrasplante o xenotrasplante [96]. Por lo tanto, la deficiencia
de linfocitos T compromete inmunolégicamente considerablemente a los ratones y
permite el trasplante, asi como su crecimiento y, finalmente, la metéstasis de las
células tumorales del xenotrasplante. En comparacion con otros ratones desnudos
o ratones inmunodeficientes, el BALB/c-nu tiene una tasa relativamente alta de

formacién de tumores [96].

En el método experimental de xenotrasplantes existen tres modelos basicos de
induccion tumoral. Estos se clasifican de acuerdo con la administracion de las
células cancerosas a los sujetos de experimentacion. En el modelo ortotopico, las
células se implantan quirirgicamente o se inyectan en el sitio de origen del tumor.
En el modelo heterotopico, las células se inyectan en un espacio subcutaneo. En el
modelo metastasico, las células tumorales se inyectan en la vena lateral de la cola
del ratdén o en la zona intracardiaca [96].

Al final del tratamiento, se sacrifican los animales, se extraen los tumores y se
pesan. Para evaluar la posible actividad anticancerosa de una sustancia, se pueden
establecer varios puntos finales, como un cambio en la tasa de crecimiento tumoral,
retraso en el crecimiento, supervivencia celular o niveles de marcador sustituto
apropiado como PCNA y PARP-1.

2.10.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se refieren a proteinas especificas u otros factores
cuya presencia en células en proliferacion, division activa o muerte celular sirve
como un indicador de células tumorales. Uno de los marcadores moleculares que
se revelan por técnicas inmunohistoquimicas es el antigeno nuclear de proliferacién
celular (PCNA). Por otro lado, en diversos estudios se ha utilizado como indicador
de muerte celular por apoptosis al marcador Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-

1) escindido.
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2.10.3.1 Antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA)

El antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) es un marcador del ciclo
celular, ampliamente utilizado en clinica. Esta proteina fue identificada por primera
vez en 1978 y se le dio este nombre porque se observo en el nucleo de las células
en division [98]. Dos afios después, otro grupo identific6 una proteina acida con
diferente expresion durante el ciclo celular, la denominé ciclina y otros experimentos
revelaron que PCNA y ciclina eran la misma proteina [98].

Este marcador de proliferacion juega papeles importantes en el metabolismo del
acido nucleico. Su funcién principal es la replicacién del ADN, pero también participa
en la reparacion de la escision del ADN, el control del ciclo celular, el ensamblaje

de la cromatina y la transcripcion del ARN [99].

El PCNA tiene importancia significativa en la clinica, el hecho de que la expresion
celular de PCNA esté significativamente elevada durante las fases S y G2 del ciclo
celular, pero muy baja en células inactivas, hace de esta proteina un buen marcador
de proliferacion celular. La tincidon inmunohistoquimica de PCNA se ha utilizado

ampliamente en el diagnostico y prondéstico del cancer [100].

2.10.3.2 Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1)

PARP-1 es la enzima poli (ADP-ribosilacién) mas conocida, que desempefia una
modificacién postraduccional de proteinas implicadas en procesos como la muerte
celular [101].

PARP-1, es un sensor de ADN y utiliza BNAD* para formar polimeros de ADP-ribosa
gue se unen ademas a los aceptores de proteinas nucleares. Para regular
estrictamente el recambio de poli (ADP-ribosa), su degradacién esta asegurada por
la enzima poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa (PARG). Durante la apoptosis, PARP-1
juega dos roles opuestos: su estimulacién conduce a la sintesis de poli (ADP-
ribosa), mientras que las caspasas causan la escision e inactivacion de PARP-1. La
protedlisis de PARP-1 produce un fragmento C-terminal de 89 kDa, con una
actividad catalitica reducida, y un péptido N-terminal de 24 kDa, que retiene los
dominios de unién al ADN [101, 102].
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

De acuerdo con la OMS, el cancer es una de las 10 principales causas de defuncion,
responsable de mas de 18 millones de muertes al afio. A pesar de que hoy en dia
se cuenta con varios farmacos anticancerosos, desafortunadamente muchos de
ellos inducen efectos colaterales intensos en los pacientes. Adicionalmente la
toxicidad que presentan varios farmacos anticancerosos su actividad terapéutica es
baja y en ocasiones nula. Por lo que surge la necesidad de utilizar todas las
alternativas posibles para generar nuevos agentes anticancerosos, un buen ejemplo
de ello son los productos naturales. Actualmente en la clinica existen quimioterapias
con productos naturales o derivados de estos, como el taxol aislado de Taxus
brevifolia o los alcaloides de la vinca aislados de Catharanthus roseaus. Por lo
anterior, la busqueda de farmacos anticancerosos a partir de moléculas de origen
vegetal es una actividad permanente [14, 106, 109]. Por ejemplo, nuestro grupo ha
informado de la actividad citotoxica a lineas de cancer humano, asi como la potente
actividad antiinflamatoria del peniocerol, un fitoesterol aislado de Myrtillocactus

geometrizans.
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V. HIPOTESIS

Se sabe que la inflamacioén crénica es un precursor de la tumorigénesis, asimismo
es conocido que algunos fitoesteroles antiinflamatorios han presentado actividad
antitumoral en experimentos in vivo, por lo que es factible que el peniocerol, el cual
posee una actividad antiinflamatoria potente in vivo, pudiera presentar actividad

antitumoral in vivo.
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OBJETIVOS

5.1 General:

Evaluar la actividad antitumoral in vivo del peniocerol aislado de Myrtillocactus

geometrizans.

5.2 Especificos:

Aislar y purificar el peniocerol a partir de la corteza de Myrtillocactus
geometrizans.

Evaluar la actividad citotéxica del peniocerol en las lineas celulares de cancer
de colon (HCT-116, HCT-15 y SW-620), mama (MDA-MB-231) asi como en
la no cancerosa de mama (MCF-10A). Todas las lineas celulares son de
origen humano.

Evaluar mediante citometria de flujo la induccién de apoptosis como posible
mecanismo de muerte celular inducida por el peniocerol.

Evaluar la actividad citotoxica de la combinacion de peniocerol y
antioxidantes en las lineas de cancer de colon (HCT-116) y de mama (MDA-
MB-231).

Determinar la toxicidad del peniocerol en ratones de las cepas nu/nu.
Evaluar la actividad antitumoral del peniocerol en modelos in vivo de cancer
de colon.

Determinar un posible mecanismo de inhibicién del crecimiento tumoral en
los tejidos de tumores extraidos, mediante la presencia de marcadores

moleculares detectados por inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.
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VI.  METODOLOGIA
6.1. Aislamiento de peniocerol

El peniocerol se aisl6 de Myrtillocactus geometrizans una cactdcea que crece
abundantemente en la regién central de México. M. geometrizans se colecto en los
alrededores del municipio San Juan del Rio en el estado de Querétaro. Para su
procesamiento se separo la raiz de la parte aérea. La corteza de la raiz fue separada
y secada a temperatura ambiente durante 48 horas. El material vegetal fue triturado
y sometido a maceracion consecutiva con hexano, acetato de etilo y metanol. La
destilacion a presion reducida, mediante el uso de un rotavapor, de los disolventes
permitio obtener los respectivos extractos. La destilacion del disolvente del extracto
indujo la precipitacion del peniocerol. La purificacion del peniocerol se logro
mediante cristalizaciones repetidas con hexano (Figura 16). La identificacion del
peniocerol se realiz6 mediante analisis de los espectros de resonancia magnética

nuclear de hidrogeno y carbono 13.

Para la extraccion se utilizaron disolventes de grado industrial que fueron destilados
en el laboratorio. Los reactivos empleados para la purificacion, analisis fueron de

grado reactivo analitico (Sigma).

6.2. Lineas y cultivos celulares

Para los experimentos in vitro se utilizaron las células de carcinoma de colon: HCT-
15, HCT-116 y SW-620. Asi como las células de adenocarcinoma de mama MDA-
MB-231 y células no tumorigénicas de mama humano MCF-10A. Todas las lineas
celulares fueron obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC). Las células
fueron cultivadas en medio (DMEM, DMpQ8-1L): suplementado con 10% de suero
fetal bovino (S1810), 100 Ul de penicilina/mL, y 100 g de estreptomicina/mL, DMEM
para las lineas de adenocarcinoma de colon y mama; DMEM/F12 suplementado
hidrocortisona (0.4 pg/uL), EGF (20 ng/pL) e insulina (100 mu/uL) para MCF-10A,
en condiciones de temperatura controlada a 37°C, 5% de CO. y 95% humedad. Se

utilizé tripsina (15400054) fue utilizado para la remocion celular.
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Figura 16. Esquema representativo del aislamiento del peniocerol.

6.3 Animales
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Para los experimentos in vivo se utilizaron ratones de la cepa nu/nu, de 6 a 8

semanas de edad y alimento ad libitum. Los animales fueron mantenidos en micro-

aisladores libres de patégenos, a temperatura ambiente de 22°C, humedad relativa

de 55% vy ciclos de luz oscuridad 12/12h. ElI comité de investigacion Animal aprobé

los procedimientos experimentales, que fueron realizados de acuerdo con las guias
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para el cuidado y el uso de animales del Laboratorio Bioterio del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, México.

6.4. Soluciones

Para los experimentos in vitro se prepard una solucion concentrada de 25 mg/mL
de peniocerol disuelta en (Dimetilsulféxido) DMSO (Sigma-Aldrich St. Louis, MO,
USA. Cat. D-4540-100mL) y una solucién de cisplatino (Sigma-Aldrich dicloruro
de cis- diaminaplatino (1) 479306-5G) de 1 mg/kg, las cuales fueron almacenadas
a -20°C. Las diluciones seriadas de peniocerol (80, 40, 20 y 10 uM) se prepararon
con el medio correspondiente y la concentracién de DMSO fue menor al 0.2%. Las
diluciones seriadas de cisplatino (10, 5, 2.5y 1.25 uM) se prepararon en el medio
correspondiente. Para los experimentos in vivo se prepararon soluciones
concentradas de 25 mg/mL disuelto en DMSO al 5% y aceite de ajonjoli y cisplatino
10 mg/kg en solucion salina. Todas las soluciones fueron preparadas el dia de la

administracion.

6.5. Evaluacion de la actividad citotoxica

La actividad citotoxica del peniocerol y los controles se evaluaron mediante el
ensayo de cristal violeta. Las células de cancer de colon (HCT-15, HCT-116 y SW-
620), de cancer de mama (MDA-MB-231), y las no tumorigénicas de mama humano
(MCF-10A) fueron sembradas en placas de 48 pozos con una densidad de 4x104
células por cm? en su respectivo medio. Las células fueron incubadas por 24 horas
en una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24
horas las células fueron tratadas con concentraciones seriadas de 80, 40, 20y 10

UM de peniocerol.

La viabilidad celular se evalué a las 24, 48 y 72 horas después del tratamiento con
los compuestos. Después de la incubacion con los diferentes tratamientos, las
células adheridas a los pozos fueron fijadas con DMEM/F12, SFB 2% vy
glutaraldehido 1.1% por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a las

células se les retir6 el medio de fijacion, se dejaron secar, fueron tefiidas con 200
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pL de cristal violeta por 15 minutos, se retirg el cristal violeta y finalmente la proteina

tefiida fue solubilizada con 500 pL de acido acético al 10 %.

Los valores de densidad 6ptica fueron obtenidos en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 595 nm. Una curva dosis respuesta fue graficada para cada
compuesto y la ICso fue estimada usando el programa estadistico Excel mediante

una regresion lineal.

6.6. Evaluacion de la induccion de apoptosis

El ensayo de induccion de apoptosis del peniocerol y los controles se llevo a cabo
mediante citometria de flujo con la identificacion de los marcadores Anexina V y
yoduro de propidio. Las células de cancer de colon (HCT-116) y cancer de mama
(MDA-MB-231) fueron sembradas en placas de 6 pozos con una densidad de
1.5x10° células por pozo. Las células fueron incubadas por 24 horas en una
atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24 horas las
células fueron tratadas con vehiculo, peniocerol (20 uM) y camptotecina (2 puM)
como control positivo (cada tratamiento se realizd por triplicado), a diferentes
tiempos (24, 48 y 72 hr), posterior a los tiempos de incubacion, las células fueron
cosechadas con tripsina, lavadas con PBS y centrifugadas a 1500 rpm por 5
minutos. El agregado de células fue re-suspendido en 500 uL de buffer,
posteriormente se agregaron 5 uL de Anexina V-FITC, 5 uL de yoduro de propidio y
finalmente se incubaron por 5 minutos, de acuerdo con las recomendaciones de
GeneTex Annexin V-FITC Apoptosis detection kit. Las células fueron analizadas
utilizando un citometro de flujo FACS Can del Laboratorio Nacional de Citometria
de flujo, 10000 células fueron analizadas con el programa BD Cell Quest Pro

Software.

6.7 Evaluacion de la actividad citotoxica en presencia de antioxidantes

Las lineas celulares de cancer de colon HCT-116 y de mama MDA-MB-231 fueron
sembradas en placas de 48 pozos con una densidad de 5x10* células por cm? en
su respectivo medio. Las células fueron incubadas por 24 horas en una atmasfera

de 5% de CO2y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24 horas las células fueron
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tratadas con concentraciones seriadas de 80, 40, 20 y 10 pM de peniocerol cada
una con la adiciéon de diversos antioxidantes, el sintético ditiotreitol (DTT) (0.125
mM) y el &cido norhidroguayarético aislado de Larrea tridentata &cido

norhidroguayarético (ANDG) (5 uM), por separado.

La viabilidad celular se evalu6 a las 48 horas después del tratamiento con los
compuestos. Después de la incubacion con los diferentes tratamientos, las células
adheridas a los pozos fueron fijadas con DMEM, SFB 2% y glutaraldehido al 1.1%
por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a las células se les retird
el medio de fijacién, se dejaron secar, fueron tefiidas con 200 pL de cristal violeta
por 15 minutos, se retird el cristal violeta y finalmente la proteina tefiida fue

solubilizada con 500 uL de acido aceético al 10%.

Los valores de densidad Optica fueron obtenidos en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 595 nm. Una curva dosis respuesta fue graficada para cada
compuesto y la ICso fue estimada usando el programa estadistico Excel mediante

una regresion lineal.

6.8 Evaluacion de la toxicidad en ratones nu/nu

Para la determinacion de la dosis letal media (DLso) mediante la formula DLso = (MO
+ M1)/2 donde MO es la dosis que no causa muerte en ningan ratén del grupo y M1
es la dosis que causa la muerte de al menos un ratén del grupo [103] y dos
esquemas distintos de tratamientos. Los ratones fueron administrados de forma
intraperitoneal, como se explica en la Figura 17. El peso y conducta de los ratones
fueron monitoreados cada tercer dia, durante el tratamiento. Los ratones fueron
sacrificados el dia 21 de la evaluacion. Se realizaron analisis de sangre en el
Departamento de Patologia de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
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Determinacion de la DL
Administracion unica Sacrificio
L 1
1
Dias 0 Monitoreo 14
Peniocerol 125 mg/kg 62.5 mg/kg
Unavez ala semana por tres semanas
Administraciones 1 2 3 Sacrificio
L L 1 I
I | ] i Vehiculo Aceite de ajonjoli + 5% DMSO
Dias 0 7 14 21 Peniocerol 30 mg/kg 15 mg/kg
Cisplatino 4 mg/kg
Tres veces ala semana por tres semanas
Administraciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Sacrificio
Vehiculo Aceite de ajonjoli + 5% DMSO
|—H—|—|—|—|—|—|—| Peniocerol 15 mg/kg
Dias g 5, 4 7 9 11 14 16 18 21 Cisplatino 2 mglkg

Figura 17 Esquemas de tratamientos para la determinacion de la toxicidad en ratones de la cepa nu/nu.

6.9 Evaluacion de la actividad antitumoral en ratones xenotrasplantados

Los ratones se distribuyeron en 7 grupos de 6 animales, los cuales fueron
xenotrasplantados con 1.5x10° células de la linea HCT-116. Para el ensayo de
xenotrasplante las células se re-suspendieron en 100 uL de PBS e inocularon
subcutaneamente en el flanco derecho del dorso del animal. La administracion de
los compuestos a evaluar, asi como el cisplatino se realizé hasta que el crecimiento
tumoral alcanzé un volumen aproximado de 50 mm?3. Los diferentes compuestos
fueron administrados en dos esquemas, hasta que el crecimiento tumoral alcanzo
un volumen aproximado de 50 mm?, una vez por semana y tres veces por semana,

durante 3 semanas. Los grupos se organizaron de la siguiente manera:

1. Control negativo: DMSO al 5% disuelto en aceite de ajonjoli, una vez por

semana.

2. Control negativo: DMSO al 5% disuelto en aceite de ajonjoli, tres veces por

semana.

3. Control positivo: 4 mg/kg de cisplatino, una vez por semana.
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4. Control positivo: 2 mg/kg de cisplatino, tres veces por semana.
5. Peniocerol 1: 30 mg/kg una vez por semana.

6. Peniocerol 2: 15 mg/kg una vez por semana.

7. Peniocerol 3: 15 mg/kg tres veces por semana.

Se monitore6 el peso de los ratones, asi como también el crecimiento tumoral
mediante la medicién con un calibrador (Vernier digital) tres veces por semana. El
volumen tumoral fue calculado usando la formula V = 11/6 x (didametro mayor x

[didmetro menor]? [104].

El experimento se llevd a cabo durante 21 dias, al final del experimento, los
animales fueron pesados, sacrificados y los tumores fueron extraidos y embebidos

en formaldehido al 10%.

Unavez ala semana por tres semanas
Xenotrasplante Volumen tumoral: 50 mm®
¥ Dpesarrollo tumoral -
Dias -14 L 0 7 14 21
L ] 'l ] ]
L] | | | | | | | |
Adminstaciones : 2 3 Sacrifcio
Vehiculo Aceite de ajonjoli + 5% DMSO
Tres veces ala semana por tres semanas Peniocerol 30 mg/kg 15 mg/kg
Cisplatino 4 mg/kg
Xenouasplante - Volumen tumoral: 50 mr”
Desarrollo tumoral A 4 Ver_u’culo Aceite de ajonjoli + 5% DMSO
Dias -14,____, 0 2 4 7 9 11 14 16 18 21 Peniocerol 15 mg/kg
I I I I I I I Cisplatino 2 mg/kg
Administraciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Sacrificio

Figura 18 Esquemas de tratamientos para la evaluacién antitumoral en ratones de la cepa nu/nu.
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6.10. Analisis de los tumores tratados con peniocerol

La tincidon con hematoxilina-eosina e inmunofluorescencia 4°,6-diamidino2-fenilindol
se llevaron a cabo en secciones histoldgicas 5 pum obtenidos a partir de cortes de

los tumores tratados.
6.10.1 Tincién de Hematoxilina-Eosina (H-E)

La observacion de la estructura tisular se realizé mediante la técnica de tincién con
hematoxilina-eosina (H-E). Las secciones histoldgicas fueron expuestas a una
temperatura de 60°C por 15-30 minutos y rehidratadas con las siguientes soluciones
por 5 minutos: xilol (x2), etanol/xilol 50:50, etanol 100%, etanol 96%, etanol 80%,
etanol 70%, etanol 50%, agua destilada y PBS. La membrana celular fue
subsecuentemente permeabilizada con una disolucion de Triton x-100 al 0.5%
durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Se
agrego hematoxilina 150 puL a la muestra por 2 minutos, se lavé con agua destilada
y se cubrié con eosina durante 20 segundos, se lavé con agua destilada y se realizo
el montaje. Las muestras fueron analizadas en un Microscopio investido Olympus
IX71, se capturaron las imagenes mediante el programa QImaging en la Unidad de

microscopia del Instituto de investigaciones Biomédicas de la UNAM.

6.10.2 Evaluacion de nucleos apoptéticos por tincion con 4',6-diamidino2-
fenilindol (DAPI)

La visualizacion de la muerte celular ocasionada por el peniocerol se logré mediante
la visualizacién de nucleos fragmentados/ condensados mediante tincién con 4',6-
diamidino2-fenilindol (DAPI). Las secciones histoldgicas fueron expuestas a una
temperatura de 60°C por 15-30 minutos y se rehidrataron por 5 minutos, con las
siguientes soluciones: xilol (x2), etanol/xilol 50:50, etanol 100%, etanol 96%, etanol
80%, etanol 70%, etanol 50%, agua destilada y PBS. La membrana celular fue
subsecuentemente permeabilizada con una disolucion de Tritdn x-100 al 0.5%

durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. EI kit
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utilizado fue medio de montaje Vectashield para fluorescencia con DAPI de Vector
Laboratories.

6.10.3 Determinacion del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA)

Para determinar si el efecto de inhibicién del crecimiento tumoral del peniocerol era
debido a un efecto antiproliferativo se realiz6 el ensayo de inmunohistoquimica del
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA). Las secciones histoldgicas
fueron expuestas a una temperatura de 60°C por 15-30 minutos y se rehidrataron
por 5 minutos, con las siguientes soluciones: xilol (x2), etanol/xilol 50:50, etanol
100%, etanol 96%, etanol 80%, etanol 70%, etanol 50%, agua destilada y PBS. La
membrana celular fue subsecuentemente permeabilizada con una disolucion de
Tritdn x-100 al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5
minutos cada uno. La exposicion del antigeno se llevé a cabo calentando las
muestras hasta ebullicidbn en una solucion de citrato de sodio 0.25mM a pH. 6.2 por
20 minutos. Después se dejan a T° ambiente por 20 minutos y se hacen 2 lavados
de PBS por 5 minutos. La peroxidasa enddgena se bloqued, exponiendo los tejidos
a 3% H20, por 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
La permeabilizacion de la membrana se realizé con una disolucion de Triton x-100
al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
Posteriormente, se bloqued la sefal inespecifica, delimitaron el area de las
muestras previamente con un lapiz de cera, el bloqueo se realizé con H>Ozal 1% +
albumina al 5%, en PBS durante 30 minutos, seguido de 1 lavado con PBS de 5
minutos. Se incubd con el anticuerpo primario, para lo cual se utilizo el anticuerpo
anti-PCNA, adquirido de las compafiias PCNA (sc-25280, Santa Cruz
Biotechnology, INC). La incubacion se realizé durante toda la noche a 4°C, seguido
de 2 lavados con PBS cada uno de 5 minutos. La incubacién con el anticuerpo
secundario por 60 m a 37°C (anti-mouse IgG para PCNA, GTX77315, GeneTex). El
revelado, la deteccibn de las sefiales inmunohistoquimicas se realizé con
diaminobenzidina (DAB) por 10 minutos, se removio el excedente con agua
destilada. La contratincion: con el fin de diferenciar los ndcleos marcados con

productos inmunoreactivos o con hematoxilina; se realiz6 una tincién con
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hematoxilina de Harris durante 3 a 5 minutos en cada tejido, posteriormente se
removid el excedente con agua destilada. Se cubrié con Li:CO3 durante 15
segundos, posteriormente se removio el excedente con agua destilada. Y una vez
gue las muestras se secaran por completo, se realiz6 el montaje con EcoMount de
Biocare Medical y se cubrié con un cubreobjetos. Para el analisis cualitativo de
células positivas a PCNA se llevo a cabo mediante el paquete de procesamiento de

imagen ImageJ-win64 [100].
6.10.4 Determinacion de la poli [ADP-ribosa] polimerasa 1 (PARP-1)

Para determinar si el efecto de inhibicién del crecimiento tumoral del peniocerol era
debido a un efecto apoptotico se realizo el ensayo de inmunohistoquimica de PARP-
1. Las secciones histologicas fueron expuestas a una temperatura de 60°C por 15-
30 minutos y se rehidrataron por 5 minutos, con las siguientes soluciones: xilol (x2),
etanol/xilol 50:50, etanol 100%, etanol 96%, etanol 80%, etanol 70%, etanol 50%,
agua destilada y PBS. La membrana celular fue subsecuentemente permeabilizada
con unadisolucion de Tritdn x-100 al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados
con PBS de 5 minutos cada uno. La exposicion del antigeno se llevé a cabo
calentando las muestras hasta ebullicion en una solucion de citrato de sodio 0.25mM
a pH. 6.2 por 20 minutos. Después se dejan a T° ambiente por 20 minutos y se
hacen 2 lavados de PBS por 5 minutos. La peroxidasa enddgena se bloqued,
exponiendo los tejidos a 3% H202 por 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS
de 5 minutos cada uno. La permeabilizacion de la membrana se realizé con una
disolucién de Tritdn x-100 al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con
PBS de 5 minutos cada uno. Posteriormente, se bloqueé la sefial inespecifica,
delimitaron el &rea de las muestras previamente con un lapiz de cera, el bloqueo se
realizé con H202al 1% + albumina al 5%, en PBS durante 30 minutos, seguido de 1
lavado con PBS de 5 minutos. Se incubd con el anticuerpo primario, para lo cual se
utilizé el anticuerpo anti-PARP-1, adquirido de las compafiias PARP-1 (anti-mouse
IgG for PARP-1, GTX77315, GeneTex). La incubacion se realizé durante toda la
noche a 4°C, seguido de 2 lavados con PBS cada uno de 5 minutos. La incubacion

con el anticuerpo secundario por 60 m a 37°C (anti-mouse IgG para PARP-1,
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GTX77315, GeneTex). EI revelado, la deteccion de las sefiales
inmunohistoquimicas se realiz6 con diaminobenzidina (DAB) por 10 minutos, se
removio el excedente con agua destilada. La contratincion: con el fin de diferenciar
los nuicleos marcados con productos inmunoreactivos o con hematoxilina; se realizé
una tincién con hematoxilina de Harris durante 3 a 5 minutos en cada tejido,
posteriormente se removio el excedente con agua destilada. Se cubrié con Li>COs3

durante 15 segundos, posteriormente se removié el excedente con agua destilada.

Las muestras secas se colocaron con EcoMount de Biocare Medical y se cubrié con
un cubreobjetos. Para el andlisis cualitativo de células positivas a PCNA se llevo a
cabo mediante el paquete de procesamiento de imagen ImageJ-win64 [105].

6.11 Analisis estadistico

Los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado o sextuplicados. Los datos
son representados como la media + desviacion estandar (SD) de tres experimentos
independientes. Las diferencias estadisticas fueron determinadas usando el
software GrapdPAd Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Comparacion
entre los tratamientos con peniocerol y los grupos controles fue realizado con la
prueba t-test unpaired y de ANOVA de dos vias. Una diferencia estadistica de

*P<0.05 fue considerada significativa.
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VIl.  RESULTADOS

7.1 Obtencién del peniocerol

El peniocerol fue aislado a partir del extracto de acetilo de la corteza de la raiz de
Myrtillocactus geometrizans. El material vegetal pulverizado inicial fue 3.016 kg
pulverizado, lo que proporciono 203.8531 g de extracto de acetato de etilo y 6.5089
g de peniocerol. El fitoesterol fue purificado al 99% y su identificacion se realizo
mediante la comparacion de del punto de fusién y resonancia magnética nuclear 1H
y 13C, previamente reportadas por Salazar et al., 2010. El peniocerol puro total
obtenido fue 6.3419 g.

7.2 Evaluacion de la actividad citotoxica del peniocerol

Para la evaluacion del efecto citotdxico del peniocerol en las lineas de cancer de
colon HCT-15, HCT-116, SW-620 y de mama MDA-MB-231, asi como la no
tumorigénica de mama MCF-10A, se realiz6 el ensayo de cristal violeta. Las curvas
de viabilidad celular (%) con respecto a la concentracion (uM) del peniocerol en las
diferentes lineas celulares a 24, 48 y 72 horas fueron graficadas y se determinaron
las Clso (Figura 19). La linea celular mas susceptible al peniocerol fue la HCT-116 a
los tres tiempos, en comparacion con las otras lineas, por lo que la linea celular
HCT-116 fue utilizada para los subsecuentes experimentos in vivo. Por otro lado, la

linea celular menos susceptible al peniocerol fue la no tumorigénica MCF-10A.
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24 horas
100 Cl_ (uM) 24 horas
~ -®: HCT-15 .
S 807 - HCT-116 Linea celular _Tratamiento
E ‘A° SW-620 Peniocerol = Cisplatino
2 60 1 -v- MDA-MB-231 HCT-15 48.89+0.95 @ 12.14+0.5
2 MCF-10A HCT-116 39.14+0.1 2.87+0.3
s 40 SW-620 47.19+0.31  13.58%0.4
z MDA-MB-231 | 35.82+0.42 @ 16.87+0.7
.;_‘ 207 MCF-10A 96.05+5.02 = 18.37+0.5
0 T T
10 20 40 80
Concentracién (gM)
48 horas
100 Clso (M) 48 horas
- - HCT-15 S E—
s . Tratamiento
< 804 - HCT-116 Linea celular Peni | isplati
5 4 SW-620 eniocerol Cisplatino
E 604 v- MDA-MB-231 HCT-15 34.72+0.4 8.54+0.3
© MCE-10A HCT-116 18.68+0.35 0.87+0.1
S a0 SW-620 23.10£0.18 | 10.14+0.9
= MDA-MB-231 = 20.75+0.16 4.03+0.1
e 201 MCF-10A 58.1942.01 = 12.37+0.9
>
0 T
0 10 20 40
Concentracién (gM)
72 horas
100
~ e HCT-15
§ 801 % HCT-116 Linea celular _Tratamiento
= A- SW-620 Peniocerol Cisplatino
< 60+ -v- MDA-MB-231 HCT-15 23.57+0.19 3.46x0.8
e MCF-10A HCT-116 13.20+0.0.04 | 0.34+0.05
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Figura 19 Actividad citotoxica del peniocerol en las lineas celulares de cancer de colon HCT-15, HCT-
116, SW-620, de mama MDA-MB-231 y no cancerosa MCF-10A. Gréficos de viabilidad celular representados
en porcentaje con respecto a las concentraciones (UM) ascendentes de peniocerol en diferentes tiempos (24,
48 y 72 horas), con sus respectivas tablas que muestran la Clso (UM) en cada linea celular del peniocerol y
cisplatino como control positivo. Las barras en los gréficos representan la desviacion estandar de tres
experimentos independientes por cuadruplicado y en las tablas se representan los promedios + DE de tres
experimentos independientes por cuadruplicado.

7.3 Evaluacién de lainduccion de apoptosis por el peniocerol

La muerte celular por apoptosis fue evaluada mediante citometria de flujo y
utilizando la tincion de AV/IP. Las evaluaciones se realizaron en las lineas celulares
HCT-116 y MDA-MB-231 las cuales fueron incubadas con 20 uM de peniocerol
durante 48 y 72 horas.
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En la Figura 20 se puede observar que, a mayor tiempo de tratamiento de
peniocerol, mayor es la induccion de apoptosis en las HCT-116 con respecto a las
células tratadas con vehiculo, las células apoptoticas se incrementan después de
las 72 horas de tratamiento.

Sin embargo, el andlisis citométrico revela que el tratamiento con peniocerol induce
presencia de células necroticas. Por lo que, considerando las células necréticas y
apoptoticas, como el porcentaje total de células muertas, las células muertas a las
48 y 72 horas fueron de 80.05+0.26% y 89.78+0.26%, respectivamente, lo cual
demuestra que la muerte celular por peniocerol es mayor que la inducida por

camptotecina el farmaco de referencia.

Oh 48 h 72 h

FLaHFl
102t 1ot

Vehiculo

Peniocerol 20 uM

Camptotecina 2 uM =

o' 10 " W' £}
FLIH anexna VTG P o 12 il
FLIH anexra ¥ FITC

B Células apoptéticas (%)

Tratamiento Oh 48 h 72 h
Vehiculo 8.57+0.1% 12.72+0.02% @ 2.71+0.02%
Peniocerol 20 yM | 8.67+0.3% 67.21+0.24% 72.32+0.04%
Camptotecina2 pM | 8.53+0.2% @ 47.33+0.2% @ 95.53+0.31%

Figura 20 Induccion de apoptosis por peniocerol en la linea celular HCT-116 a 0, 48 y 72 horas. Los
ensayos se realizaron mediante citometria de flujo con los marcadores Anexina V/Yoduro de propidio (AV/IP).
A) Representaciones gréficas de puntos de células HCT-116 tratadas con vehiculo, peniocerol 20 uM y
camptotecina 2 uM. B) Tabla de porcentajes de células en apoptosis inducida por peniocerol. Los nimeros
representan el promedio de tres experimentos independientes + DE.
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En la Figura 21 se puede observar un comportamiento similar al de las HCT-116 en
las MDA-MB-231 tratadas con peniocerol, a mayor tiempo de exposicién del
compuesto, mayor es la induccién de apoptosis con respecto a las células tratadas
con vehiculo. Las células apoptoticas incrementan de 32.4+3.5% a las 48 horas a
90.1+1.6% después de las 72 horas de tratamiento. También revela que el
tratamiento con peniocerol induce necrosis, siendo el porcentaje de células muertas
a las 48 horas de 62.47+4.12%, por lo que la muerte celular por peniocerol en esta

linea celular es mayor que la inducida por camptotecina.

Oh 48 h 72 h

Vehiculo

Peniocerol 20 UM %=}

Camptotecina 2 uM

(L L [ o 162 w0t ot
FLYH anexira V FITC. FL1H anexina V FITC

B
Células apoptéticas (%)
Tratamiento Oh 48 h 72 h
Vehiculo 7.61+0.5% 11.55+0.02% 17.12+0.61%

Peniocerol 20 pM 7.3+0.6% 32.4+3.5% 90.1+1.6%
Camptotecina2 pM | 8.56+0.7% @ 47.33+0.2% 87.96x2%

Figura 21 Induccién de apoptosis por peniocerol en lalinea celular MDA-MB-321 a 0, 48y 72 horas. Los
ensayos se realizaron mediante citometria de flujo con los marcadores Anexina V/Yoduro de propidio (AV/IP).
A) Representaciones graficas de puntos de células HCT-116 tratadas con vehiculo, peniocerol 20 pM y
camptotecina 2 uM. B) Tabla de porcentajes de células en apoptosis inducida por peniocerol. Los nimeros

representan el promedio de tres experimentos independientes + DE.
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7.4 Evaluacién de la actividad citotéxica del peniocerol en presencia de un

antioxidante

Mediante el ensayo de cristal violeta se evaluoé si el efecto citotoxico del peniocerol
en las lineas celulares HCT-116 y MDA-MB-231 era mayor o menor en combinacion
con un antioxidante. En la Figura 22 se grafica la viabilidad celular (%) con respecto
a la concentracion (uUM) ascendente del peniocerol en adicion de un antioxidante
sintético (DTT) o un producto natural (ANDG), las concentraciones de los
antioxidantes fueron 0.125 mM y 5 pM, respectivamente. Ninguna de las
concentraciones utilizadas de los antioxidantes mostré actividad citotdxica. En las

tablas se muestran las Clsp de todos los tratamientos.

Los resultados muestran que, en presencia del antioxidante, ya sea DTT o ANDG
el efecto del peniocerol mejora en ambas lineas celulares, caso contrario ocurre con

el cisplatino que, en adicion de un antioxidante, su actividad disminuye.

7.5 Evaluacion de la toxicidad del peniocerol en ratones de la cepa nu/nu

La dosis letal media (DLso) del peniocerol en ratones nu/nu se determiné utilizando
la dosis de 125 mg/kg y 62.5 mg/kg. Tomando en cuenta la formula mateméatica de
Chinedu et al, 2013 en la cual se calcula la DLso mediante el producto de la suma
de la dosis que le causoé la muerte a por lo menos un raton del grupo mas la dosis
gue no le quité la vida a ningun raton. Los datos experimentales indicaron una DLsg

de 93.75 mg/kg para el peniocerol en ratones nu/nu.

El peniocerol a dosis mayores de 93.75 mg/kg es toxico, como se puede observar
en la Tabla 13. Tomando en cuenta lo anterior se buscO las dosis que no
ocasionaran ningun dafio téxico en los ratones, en los esquemas de administracion

gue serian posteriormente utilizados en los modelos de xenotrasplantes.
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100 100
—~ —®= Peniocerol —_ =¥- Cisplatino
£ 4 Peniocerol + DTT £ 4 Cisplatino + DTT
s Peniocerol + ANDG s Cisplatino + ANDG
2 %0 B
E 40 E 40
% 20 ;; 20
> >
0 T T T — 0
0 10 20 40 0 0.625  1.25 25 5
Concentracién (gM) Concentraciéon (gM)
1l
_ Clg, (M)
Tratamiento g —
| Sin antioxidante +DTT + ANDG
Peniocerol 20.75+0.16 15.51+0.49** | 16.18+0.27****
Cisplatino 1.24+0.04 4.03+£0.1** | 5.0+0.038****

100 100

—®= Peniocerol =¥- Cisplatino
Cisplatino + DTT

Cisplatino + ANDG

80 Peniocerol + DTT

®
)

Peniocerol + ANDG

Viabilidad celular (%)
Viabilidad celular (%)

T T T
0 10 20 40 0 0.625 1.25 2.5 5

Concentracién (gM) Concentraciéon (gM)

_ Clg, (M)
LI = =T ] (o I ———E,

| Sin antioxidante +DTT + ANDG
Peniocerol 18.68+0.35 15.700.15**** | 12.27+0.85****
Cisplatino 0.87+0.1 3.39+0.03***** | 3,98+0.03****

Figura 22 Actividad citotéxica mejorada del peniocerol en adicién de un antioxidante (DTT o ANDG) en
lineas celulares de cancer. A) HCT-116 y B) MDA-MB-231. Gréficas de la viabilidad celular representada en
porcentaje con respecto a las concentraciones ascendentes de peniocerol o cisplatino en pM, con sus
respectivas tablas que muestran las Clsp de cada tratamiento. Las barras en las gréficas representan la
desviacion estandar de 3 experimentos independientes por cuadruplicado y en las tablas se representan los
promedios + desviacion estandar de 3 experimentos independientes por cuadruplicado. Los datos fueron

analizados v comnarados contra el tratamiento sin antioxidante ****n<0.0001 (t test).

Tratamiento Sintomas de toxicidad

Vehiculo No existi6 cambio en el comportamiento, ni en el peso de los ratones.

Cambio de comportamiento a los 5 minutos después de la administracion.
A las 3 horas: diarrea y letargo.

125 mglkg Antes de 24 horas: muerte de tres ratones.
Antes de las 48 horas: muerte de los otros dos ratones.
No ocasioné la muerte de ningun ratén.

62.5 mg/kg Cambio en su comportamiento.

A las 5 horas: diarrea.
Al término del experimento se observé la recuperacion del peso de los ratones.

Tabla 13 Sintomas de toxicidad del peniocerol en ratones de la cepa nu/nu con una dosis.
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Considerando que la dosis de 62.5 mg/kg de peniocerol fue la mayor dosis de este
esterol que no fue toxica, entonces se decidié utilizar la dosis de 30 mg/kg,
aproximadamente 50% de la dosis de 62.5 mg/kg. También se utiliz6 la dosis de 15
mg/kg. Primero se evalud el peso corporal de los ratones. En la Figura 23A se
muestran los gréficos de los pesos corporales (g) con respecto al tiempo, se puede
observar que no hay diferencia estadistica significativa en los pesos de los ratones
gue fueron tratados con peniocerol a 30 y 15 mg/kg una vez a la semana durante
21 dias, con respecto al vehiculo. En contraste la administracién de cisplatino
produjo un decremento significativo en el peso corporal de los ratones comparado
con el control (p<0.0001). El peso de los ratones tratados con cisplatino se redujo
en un 42%, lo que sugiere un efecto toxico inducido por el cisplatino. La
administracion de 15 mg/kg de peniocerol tres veces a la semana durante 21 dias,
tampoco produce cambios en el peso corporal de los animales comparado con el
control negativo. Por el contrario, cisplatino administrado en una dosis mas baja de
2 mg/kg, induce decremento significativo del peso corporal comparado con el control
negativo (p<0.0001).

El dafio potencial del peniocerol fue analizado en la salud del raton, mediante un
analisis bioguimico de sangre, incluyendo glucosa, hemoglobina, urea, creatinina,
alanina transferasa y alanina transferasa y un conteo celular incluyendo leucocitos,
linfocitos y eritrocitos. Los resultados son mostrados en la Figura 23B. El andlisis
revela que el peniocerol a esas dosis no produce ningun cambio en los
componentes bioquimicos y celulares de la sangre comparado con los ratones que
recibieron el vehiculo. De manera contrastante, la administracién de cisplatino
resultd en un decremento significativo en leucocitos, linfocitos y hemoglobina
(p<0.05) y un incremento en la concentracion de enzimas del higado alanina
transferasa y aspartato transferasa (p<0.05). Estos resultados sugieren que el
peniocerol (15 mg/kg y 30 mg/kg) no presenta toxicidad y que los ratones sanos lo

toleran bien.
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Una vez alasemana por tres semanas Tres veces a lasemana por tres semanas
40 40
Vehiculo Vehiculo
5 — o= T T ] ~¢ Peniocerol 30 mg/kg 5 B - T T T T‘__: T_,_JE_J- —&- Peniocerol 15 mg/kg
= Lg,dg-;—;:::st:ﬁ\/‘ = Peniocerol 15 mgky = f/‘i‘ﬁf‘z I’l L° Cisplatino 2 mg/kg
s ¢ I r I Cisplatino 4 mg/kg s
g 20 5 20
@ 10 @ 10
o o
04— T T 1 04— T T 1
o 7 14 21 o 7 14 21
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
+* +* * *+ 21 2 2 2 2
Andlisis sistémico del peniocerol en ratones nu/nu
Cisplatino Peniocerol
Anélisis bioquimico Referencia [110] Vehiculo 2 mg/kg 15 mg/kg
4 mglkg 3 veces/semana 15 mg/kg 30 mgrkg 3 veces/semana
Leucocitos (x10%/L) 3.2-7.0 4.57+0.5 2.06 £ 0.12* 1.61 +0.23* 3.77+£0.25 3.6 +0.56 3.23+0.23
Linfocitos (x10%L) 3.16-7.8 3.17 £ 0.65 0.52 + 0.04* 0.52 + 0.08* 3.58 £ 0.39 3.37+£0.25 3.57+0.21
Eritrocitos (x10%/L) 7.1-10.2 7.17+1.04 7.37 £0.46 7.14 £ 0.26 7.43 £0.45 7.23+0.85 7.63+0.32
. 152.33 115.33 %
Hemoglobina (g/L) 149 -170 105 153 113.33+1.53 155+ 13 151 +14.73 153 +8.54
Glucosa (mmol/L) 6.6 -8.5 7.6+1.39 8.56 + 0.15 7.83+0.45 7.93 £ 0.40 8+0.8 8.17 £ 0.49
Urea (mmol/L) 2.6-35 3.07 £ 0.67 757+04 9.06 + 0.45 2.53+0.25 2.83+0.61 3.33+0.15
. 2433 + " 23.33 2433 =
Creatinina (mmol/L) 8.8-26.5 208 29.06 +1.9 43.33+0.68 252 208 25+3
Alanina transferasa (U/L) 46 - 55 522':;32i 62.89 £ 1.21* 75.06 + 1.68* 49 + 4,58 4%32:;’_i 51.67 +0.58
Aspartato transferasa ~ 92.33 151.25+ " 94.67
(un) 85-101 252 135 197.32+1.18 96+ 2 251 93.67 +1.53

Figura 23 Toxicidad del peniocerol evaluada en ratones de la cepa nu/nu. Esquema de tratamiento: una
vez por semana durante tres semanas, las administraciones se realizaron los dias 0, 7 y 14. En el esquema de
tres veces por semana durante tres semanas, se realizaron administraciones, los dias 0, 2, 4,7, 9, 11, 14, 16 y
18. En ambos esquemas, los animales fueron sacrificados el dia 21. A) Graficos de toxicidad: una vez una
semana durante tres semanas, dosis de 30 mg/kg y 15 mg/kg de peniocerol, 4 mg/kg de cisplatino y aceite de
sésamo + DMSO 5% como vehiculo; tres veces a la semana durante tres semanas, dosis de 15 mg/kg de
peniocerol, 2 mg/kg de cisplatino y aceite de sésamo + DMSO al 5% como vehiculo. El peso de los ratones se
monitoreo tres veces por semana durante tres semanas. Las flechas indican los dias de administracion. Los
resultados mostrados son la media + desviacion estandar de la monitorizacion de tres ratones. La diferencia
significativa **** p <0,0001 se comparé con el control negativo (prueba t). C) Tabla de andlisis sistémico de
peniocerol en ratones administrados una vez por semana y tres veces por semana durante tres semanas. Los
datos mostrados son los valores medios + DE de tres ratones por grupo. Diferencia significativa * p <0.05 en
comparacion con el vehiculo (prueba t).

7.6 Evaluacién de la actividad antitumoral del peniocerol
7.6.1 Tratamiento una vez a la semana por tres semanas

Para la prueba del efecto potencial del peniocerol en el crecimiento tumoral in vivo,
se establecié un modelo en ratones usando la linea celular HCT-116, debido a que

esta linea fue la mas sensible al compuesto, en comparacion con las otras lineas
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de colon y mama. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 50 mm? los
ratones fueron tratados con dosis de peniocerol, cisplatino o con vehiculo. Como se
puede ver en la Figura 23A, ambas concentraciones de peniocerol inhibieron
significativamente (p <0.01) del volumen tumoral al final del experimento. En la
Figura 23B se puede observar la diferencia en el tamafo de los tumores. Como se
esperaba, el tratamiento con cisplatino fue el que mejor efecto inhibitorio
significantivo del volumen tumoral (p <0.0001). Finalizado el experimento los
tumores fueron removidos y pesados. Los resultados presentados en la Figura 23C
demuestran que peniocerol indujo una reduccién en el peso tumoral de 75.2% a
76.4% cuando fueron administradas las dosis de 30 mg/kg y 15 mg/kg,

respectivamente, comparado con el peso de los tratados con vehiculo.
7.6.2 Tratamiento tres veces a la semana por tres semanas

Nuestros resultados sugieren que el peniocerol tiene un efecto antitumoral
significante en los ratones, asi que se decidio investigar si un incremento en la
frecuencia de dosis podria producir un mayor efecto. Los resultados muestran que
la administracion de nueve dosis de 15 mg/kg de peniocerol induce una significante
inhibicion en el volumen tumoral comparado con las dosis anteriores (p<0.05)
(Figura 25A). Sin embargo, no se alcanzé los niveles de inhibicién producida por los

tratamientos con cisplatino (Figura 25B, C).
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Figura 24 Actividad antitumoral de peniocerol evaluada en ratones de la cepa nu/nu. Esquema de

tratamiento: una vez por semana durante tres semanas. El tratamiento comenzd cuando los tumores
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bt

Peniocerol 15 mg/kg

Gramos = DE
4.35+0.37
1.08+0.24****
1.03+0.26****
0.24+0.17%***

Vehiculo

Peniocerol 30 mg/kg
Peniocerol 15 mg/kg
Cisplatin 4 mg/kg

Cisplatino 4 mg/kg

!

alcanzaron un volumen aproximado de 50 mm?, en los dias 0, 7 y 14. Los animales fueron sacrificados el dia 21.

A) Gréficos de actividad antitumoral. Grupos de seis ratones nu/nu fueron inoculados con 1.5 x 106 células HCT-
116 y tratados una vez por semana durante tres semanas con 30 mg/kg y 15 mg/kg de peniocerol, 4 mg/kg de
cisplatino y aceite de sésamo + 5% DMSO como vehiculo, los dias 0, 7 y 14 (flechas). Los tumores se midieron
tres veces por semana. Las barras indican la DE de la media **p<0.01, **p<0.001 y ****p<0.0001 en comparacion
con el vehiculo (ANOVA y prueba t). B) Fotografias de los tumores al final del experimento. C) Tabla de pesos

tumorales + DE.
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mE 50004 Vehiculo 3 veces/semana
IS -8 Peniocerol 15 mg/kg 3 veces/semana 7
= 4000 =¥ Peniocerol 15 mg/kg 1 vez/semana
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c 20001 e
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* *+ 2+ 92 *+ 1+ 2 *
B Vehiculo Peniocerol 15 mg/kg Cisplatino 2 mg/kg
(W = o
Peso tumoral ‘
Tratamiento Gramos*DE
Control negativo 4.34+0.48

Peniocerol 15 mg/kg = 0.78+0.12****
Cisplatino 2 mg/kg = 0.23+0.10****

Figura 25 Evaluacion de la actividad antitumoral del peniocerol en ratones de la cepa nu/nu. Esquema
de tratamiento: tres veces por semana durante tres semanas. se realizaron un total de nueve
administraciones, cuando el tumor alcanz6 un volumen aproximado de 50 mm?, en los dias 0, 2, 4, 7, 9, 11,
14, 16 y 18. Los animales fueron sacrificados el dia 21. A) Gréfico de actividad antitumoral. Grupos de seis
ratones nu/nu inoculados con 1.5 x 108 células HCT-116 fueron tratados tres veces por semana durante tres
semanas, las dosis probadas fueron 30 mg/kg y 15 mg/kg de peniocerol, 2 mg/kg de cisplatino y se usé como
control negativo el vehiculo (aceite de sésamo + 5% DMSO). El tamafio de los tumores se midi6 tres veces
por semana. Las barras indican la desviacion estandar de la media ** p <0.01, *** p <0.001 y **** p <0.0001
en comparacion con el vehiculo (prueba ANOVA y t). B) Fotografias de los tumores al final del experimento.
C) Tabla de pesos tumorales * DE al final del experimento.
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7.7 Analisis inmunohistoldgico de los tumores

Los cortes histolégicos fueron obtenidos de los tumores diseccionados de los
ratones una vez finalizado el modelo de xenotrasplante. En el ensayo de H-E se
mostrd una modificacion en la morfologia celular que puede ser observado por su
forma amorfa y condensada en las muestras de tumor que fueron tratados con
peniocerol (30 mg/kg y 15 mg/kg, una vez a la semana y 15 mg/kg tres veces a la

semana), comparado con el tratado con vehiculo (Figura 26A).

Para explorar el efecto del peniocerol en las caracteristicas morfolégicas del ntcleo
celular del tejido se hizo una tincion con DAPI. Como se puede ver en la Figura 26B,
el nucleo presentdé condensacion o fragmentacion, lo cual es un indicador de
apoptosis. Estos cambios se observaron, principalmente en el tratamiento con 30
mg/kg (Figura 26B).

Para determinar si el tratamiento con peniocerol era capaz de inhibir la proliferacion
celular, los cortes histolégicos fueron incubados con un anticuerpo anti-PCNA
(Figura 26C). Los resultados de la inmunotincién especifica indican que ambas
dosis 30 mg/kg y 15 mg/kg una vez a la semanay 15 mg/kg tres veces a la semana
de peniocerol, inhiben la proliferacion celular, en comparacion del grupo que solo
recibio vehiculo (p<0.0001). En las dosis de 30 mg/kg y 15 mg/kg administrados una
vez a la semana, un porcentaje de 150.07+£17.14 y 143.1+34 de células marcadas
fueron detectadas respectivamente; mientras que la dosis de 15 mg/kg administrada
tres veces a la semana, 95.57+18.85 células fueron marcadas, comparado con el

tratamiento con vehiculo que fue de 328.3164.07 de células marcadas (Figura 27C).

Finalmente, para la determinacion de la muerte celular por apoptosis, los cortes de
los tejidos fueron expuestos a la inmunotincion con anti-PARP-1 (Figura 26D). Los
resultados indican que la administracién de peniocerol induce apoptosis mediante
la escisibn de PARP-1, ya que todos los tratamientos con este fitoesterol en
comparacién con el vehiculo presentan una disminucion significativa (p<0.0001) en
la cuantificacion de PARP-1 en el nucleo, asi como también un aumento significativo

(p<0.0001) en la cuantificacion de PARP-1 escindido en el citoplasma (Figura 27B).
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Peniocerol 30 mg/kg Peniocerol 15 mg/kg Peniocerol 15 mg/kg Cisplatino 4 mg/kg Cisplatino 2 mg/kg
Vehiculo Unavez ala semana Unavez alasemana Tresveces alasemana Unavezalasemana Tresveces alasemana
H-E
DAPI
c W7 SRS 4

Figura 26 Efecto antiproliferativo y apoptético del peniocerol determinado mediante fotomicrografias de tejidos obtenidas de tumores xentrasplantados
con células HCT-116. Los tejidos fueron tefiidos con: A) Hematoxilina-eosina (HE) (las flechas negras indican forma condensada y amorfa de las células). B) 4', 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (las flechas blancas indican condensacion y fragmentacion de los nacleos). C) Inmunotincién especifica para el antigeno nuclear de
células en proliferacion (PCNA) (las marcas marrones muestran las células positivas para PCNA). D) Inmunotincion especifica para poli (ADP-ribosa) polimerasa 1
(PARP-1) (nucleo marrén) y PARP-1 escindido (citoplasma marrén). El texto en la parte superior indica el tratamiento para cada grupo experimental. La adquisicion
de las imagenes se realiz6 a 20x en la escala microscépica en el software de captura Q capture pro 5 Qlmaging.
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Figura 27 Efecto antiproliferativo y apoptético del peniocerol determinado mediante la cuantificacion de

marcadores moleculares. A) Efecto antiproliferativo del peniocerol sobre el marcador de proliferacion celular

PCNA en los tejidos de tumores xenotrasplantados con células HCT-116. B) Efecto de muerte celular apoptética

del peniocerol sobre el marcador PARP-1 y el marcador PARP-1 escindido en los tejidos de tumores

xenotrasplantados con células HCT-116. Las barras representan el promedio de células positivas + desviacion

estandar de tres tejidos analizados por cada grupo experimental. Los datos fueron analizados y comparados

con el control negativo **** p <0,0001 (prueba t).
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VIIl. DISCUSION

El Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI, USA), ha definido cierta
actividad antineoplasica minima para seleccionar compuestos potenciales
anticancerosos a partir de productos naturales. Aunque no es una regla formal, son
considerados activos cuando presentan una DEso < 4 ug/mL [101, 102]. Bajo esta
premisa, muchos compuestos de origen natural podrian ser considerados inactivos.
Sin embargo, parece existir una probable relacion entre las propiedades
antiinflamatorias de los metabolitos secundarios y sus efectos antitumorales in vivo,
como algunos fitoesteroles y triterpenos antiinflamatorios lo han mostrado [62, 65,
66, 67, 68, 69, 73, 78, 81].

En estudios previos, nuestro grupo indico la potente actividad antiinflamatoria del
peniocerol y su modesta actividad citotoxica contra diversas lineas celulares de
cancer humano in vitro [14, 15]. Tomando en cuenta la posible relacion entre
compuestos antiinflamatorios y su posible actividad antitumoral in vivo, en este
trabajo se propuso la evaluacion de la actividad antitumoral del peniocerol en

modelo de xenotrasplante en raton.

Para elegir la linea de cancer mas adecuada para los estudios in vivo se realizaron
evaluaciones con varias lineas de cancer humano. Asi, el peniocerol mostro
actividad citotoxica en cuatro lineas celulares de cancer (HCT-15, HCT-116, SW-
620 y MDA-MB-231). Sin embargo, la linea mas susceptible fue la HCT-116, por lo
gue se eligi6 para los experimentos subsecuentes (Figura 19). En estudios
anteriores, habiamos demostrado que el peniocerol podria desencadenar las vias
apoptéticas tanto dependientes como independientes de caspasa [108]. En el
presente estudio se demostrd, por citometria de flujo, el porcentaje de apoptosis
inducida in vitro por el peniocerol en las lineas HCT-116 y MDA-MB-231 (Figura 20
y 21).

En la busqueda de un mecanismo de muerte celular mediado por la perturbacién de
la membrana mitocondrial, como lo hacen triterpenos estructuralmente parecidos a

este fitoesterol, un resultado no esperado fue el aumento de la actividad
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antiproliferativa in vitro del peniocerol cuando fue evaluado en presencia de
antioxidantes (Figura 22). Este resultado es un poco sorprendente ya que
previamente habiamos detectado la actividad del peniocerol en la mitocondria
iniciando de esta manera el proceso de apoptosis [108]. Se ha postulado que en
este proceso de apoptosis estan involucradas especies reactivas de oxigeno. Por lo
tanto, el incremento de la actividad del peniocerol en un ambiente reductor indicaria
posiblemente un nuevo mecanismo de accion de este fitoesterol. Indiscutiblemente

nuestro resultado es preliminar, sin embargo, abre una nueva linea de investigacion.

Dado que se decidio evaluar la actividad antitumoral en ratones nu/nu, por lo tanto,
se evalué previamente la toxicidad del peniocerol en esta cepa. Nuestros resultados
mostraron que a dosis de 15 o 30 mg/kg de peniocerol bajo la administracion de tres
0 una vez por semana, no tuvo modificacion significativa en el peso corporal en
comparacion con aquellos animales que solamente se les administr el vehiculo.
Por otro lado, el grupo cisplatino mostré hasta el 42% de la pérdida de peso corporal
(Figura 23).

Adicionalmente, a los grupos de ratones tratados con peniocerol se les realizé un
analisis bioquimico de sangre. Elandlisis reveld que el peniocerol no produjo ningun
cambio en los componentes bioquimicos y celulares de la sangre en comparacion
con los observados en ratones que solo recibieron vehiculo. Este analisis también
reafirma la toxicidad tan intensa que el cisplatino induce en ratones. Por ejemplo, la
administracion de cisplatino dio como resultado un aumento significativo de alanina
y aspartato transferasa, asi como la disminucién de hemoglobina, linfocitos y
leucocitos. Estos resultados mostraron que a pesar de que ambos compuestos
mostraron una actividad antitumoral similar, no obstante, cuando se administran tres
veces a la semana, la toxicidad del cisplatino es bastante mas intensa que la
inducida por el peniocerol (Figura 23A). Adicionalmente, estos hallazgos indicaron
gue una mayor frecuencia de administracién del peniocerol, pero a una dosis menor
mejora su actividad antitumoral (Figura 24 y 25). Resultados que podrian sugerir

gue la frecuencia de administracién es mas significativa que la dosis.
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Las propiedades antitumorales del peniocerol estan de acuerdo con otros resultados
para este tipo de compuestos. Varios estudios han demostrado que la ingesta de
fitoesteroles reduce el riesgo de padecer diversos tipos de cancer. En estudios
experimentales in vivo de neoplasias de ovario, mama, colon y otros, se observé
que el consumo de B-sitosterol o fitoesteroles mixtos en la dieta, reducia el nUmero
de animales con tumores o el tamafio de estos [60, 62, 66, 67, 69]. Adicionalmente,
en estudios epidemioldgicos, la ingesta de 3-sitosterol y estigmasterol se asocié con
un menor riesgos de cancer de esotfago [54] y de ovario [55], respectivamente.
Ademas, se ha informado que las poblaciones femeninas que presentan un riesgo
minimo de cancer de seno tienen un mayor consumo de fitoesteroles en la dieta

comparadas con aquellas que presentan alto riesgo [57].

Nuestros hallazgos muestran que la inhibicion del crecimiento tumoral de peniocerol
esta relacionada con un efecto anti proliferativo y de induccion de apoptosis. El
marcador celular antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) se usa en
clinicas como herramienta de diagndstico y prondstico de la proliferacion celular
[100]. La disminucion significativa en la expresion de PCNA en las muestras
tumorales tratadas con el peniocerol indica una accion antiproliferativa inducida por
este esterol (Figuras 26C y 27A). Por otro lado, PARP-1 es una enzima nuclear
abundante y ubicua relacionada con la reparacion del ADN [101]. Su sobreexpresion
esta relacionada con el desarrollo de algunos tipos de cancer. Por lo tanto, la
inhibicion de PARP-1 inhibe selectivamente varios tipos de células tumorigénicas
[102]. En nuestro caso el peniocerol indujo una disminucién significativa de PARP-
1 en el ndcleo y un aumento significativo de PARP-1 escindido en el citoplasma

indicando una muerte celular por apoptosis (Figura 26D y 27B).

Por dltimo, en la Figura 28 se ilustran y resumen los efectos del peniocerol
relacionadas con su actividad antitumoral realizados por nuestro grupo de

investigacion.
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Figura 28 Esquema representativo de los efectos antiinflamatorio in vivo, antiproliferativo in vitro,

induccion de apoptosis, arresto del ciclo celular del peniocerol relacionados con su actividad

antitumoral in vivo.
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IX.  CONCLUSION
Nuestros resultados indican que el peniocerol y el cisplatino muestran resultados
similares cuando se evaluaron en las mismas condiciones en un ensayo de
xenotrasplante con células HCT-116 de colon. Sin embargo, se sugiere que el
peniocerol no induce una toxicidad tan intensa como el cisplatino. De hecho, un
analisis de bioquimica sanguinea demostr6 que los valores de los grupos control y

de aquellos tratados con peniocerol no mostraron diferencias.

Asi mismo demostramos que la administracion de peniocerol con una frecuencia
mas alta, pero con una dosis mas baja proporciona un mayor efecto terapéutico, lo
gue sugiere la posibilidad de desarrollar un medicamento contra el cancer a partir
de este fitoesterol.
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X. PERSPECTIVAS
La actividad antitumoral interesante del peniocerol en esta investigacién, nos
permite proponer que en posteriores estudios este fitoesterol puede ser utilizado en
combinacién con el cisplatino, el cual tuvo mejor efecto antitumoral, esta
combinacién podria ser en dos esquemas de tratamiento, es decir, a la par del
tratamiento con cisplatino o podria ser un tratamiento previo con el fitoesterol y
posteriormente el tratamiento con cisplatino, con la finalidad de disminuir los efectos
toxicos de este Ultimo. Por otra parte, en el estudio in vitro en el que el peniocerol
en combinacién con antioxidantes, el efecto antiproliferativo mejora, nos permite
sugerir que podria realizarse in vivo, con la finalidad de tener un mayor efecto
antitumoral. Y finalmente, en estudios previos el peniocerol demostréo un efecto
antiinflamatorio in vivo interesante, el cual considero deberia ser estudiado el

mecanismo de accion.
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XIl.  ANEXOS
11.1 Otros experimentos

A lo largo de este trabajo de investigacion, también se realizaron otros
experimentos, en la busqueda de la mejora del efecto citotoxico del peniocerol con
la modificacién estructural, ademas del mecanismo de accion del fitoesterol y la
evaluacién de la toxicidad en otra cepa de ratones, por lo que se plantearon los

siguientes objetivos especificos:
11.1.1 Objetivos especificos:

Modificar estructuralmente el peniocerol mediante una reaccion de acetilacion.
Evaluar la actividad citotoxica del peniocerol diacetilado en lineas celulares de
cancer de colon (HCT-116 y SW-620), de mama (MDA-MB-231) y no tumorigénica
de mama humano (MCF-10A).

Evaluar la induccién de senescencia del peniocerol en la linea celular HCT-116
mediante el ensayo de B-galactosidasa.

Determinar la DLso en ratones de la cepa CD1.

La metodologia y los resultados se muestran a continuacion:
11.1.2 Modificacién estructural del peniocerol a peniocerol diacetilado

Se pesaron 50 mg de Peniocerol y se colocaron en un matraz balon de 100 ml. El
Peniocerol se disolvio con 5 ml (0.06 mol) de piridina mediante agitacién constante.
Una vez disuelto en la piridina, se adicionaron 5 ml de anhidrido acético (0.05 mol)
por las paredes del matraz conservando la agitacion. Se coloco un refrigerante
sobre el matraz de la reaccién y se mantuvo la reaccion a temperatura ambiente y

con agitacion durante 15 horas.

Una vez transcurridas las 15 horas, se adiciond hielo sobre el matraz de reaccion
directamente hasta obtener la solucion acuosa. La fase organica fue extraida con

acetato de etilo (3 x 10 ml) y cada una de las fases organicas se colectaron en un
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matraz Erlenmeyer de 250 ml. La fase orgéanica fue lavada con una solucién de HCI
al 10% (3x10 ml) y finalmente un ultimo lavado con agua destilada (2 x 10 ml).

La fraccion organica fue secada con Na2SO4 anhidro, y filtrada en un matraz balon
de 250 ml. El disolvente fue retirado mediante el rotavapor y el producto resultante
fue recristalizado con metanol destilado, el cual fue filtrado sobre una capa de celita

para obtener el compuesto puro como un polvo blanco cristalino (Figura 29).

Disolucion con piridina Separacion de fase organica Filtrado Recristalizacion con
metanol

Adicion de anhidrido acético
Agitacion por 15 horas

Adicion de Na,SO, anhidro Evaporacion de disolvente
Figura 29 Esquema de la metodologia parala obtencién del peniocerol diacetilado.

11.1.3 Obtencién del peniocerol diacetilado

Se obtuvo el peniocerol diacetilado a partir de la reaccion de acetilacion del

peniocerol (Figura 30).

/ %, \
%, [¢] o

5 o

Clin

H = \f
H N
\ Peniocerol Peniocerol diacetilado /

Figura 30 Reaccién de acetilacion del peniocerol.

El peniocerol diacetilado fue corroborado mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén (*H) en donde podemos observar la aparicién de los
dos grupos CH3z pertenecientes a los acetilos y las dos sefiales en carbono-13,

correspondientes a cada uno de los acetilos (Figura 31).
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Figura 31 Comparacion para la determinacién del peniocerol diacetilado mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de proton (*H)

11.1.4 Evaluacion de la actividad citotoxica del peniocerol diacetilado

La actividad citotoxica del peniocerol diacetilado se evalué mediante el ensayo de
cristal violeta. Las células de cancer de colon (HCT-15, HCT-116 y SW-620), de
cancer de mama (MDA-MB-231), y las no tumorigénicas de mama humano (MCF-
10A) fueron sembradas en placas de 48 pozos con una densidad de 4x10* células
por cm? en su respectivo medio. Las células fueron incubadas por 24 horas en una
atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24 horas las
células fueron tratadas con concentraciones seriadas de 80, 40, 20 y 10 uM de

peniocerol.

La viabilidad celular se evalu6é a las 48 horas después del tratamiento con los

compuestos. Después de la incubacion con los diferentes tratamientos, las células
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adheridas a los pozos fueron fijadas con DMEM/F12, SFB 2% y glutaraldehido 1.1%
por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a las células se les retird
el medio de fijacién, se dejaron secar, fueron tefiidas con 200 pL de cristal violeta
por 15 minutos, se retird el cristal violeta y finalmente la proteina tefiida fue
solubilizada con 500 pL de acido acético al 10 %.

Los valores de densidad 6ptica fueron obtenidos en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 595 nm. Una curva dosis respuesta fue graficada para cada
compuesto y la ICso fue estimada usando el programa estadistico Excel mediante

una regresion lineal.
11.1.5 Resultados de la actividad citotéxica del peniocerol diacetilado

El peniocerol diacetilado no presento actividad citotoxica a ninguna concentracion
(10, 20, 40 y 80 uM) a las 48 horas, en las diferentes lineas celulares de cancer
humano evaluadas. En la Figura 32, se muestra que la concentracion maxima

evaluada (80 uM) no presento diferencia significativa con respecto al control celular.

80 pM
100
= 80
s
(1]
= 60
=
2
=
= 0
0
Control HCT-116 SW-620 MCF-10A  MDA-MB-231

celular

Linea celular

Figura 32 Citotoxicidad nula del peniocerol diacetilado en diferentes lineas celulares de cancer humano.

11.1.6 Evaluacién de lainduccién de senescencia

La evaluaciéon de la induccién del peniocerol se llevo a cabo mediante la
tincion citoquimica de SA-B-galactosidasa. Las lineas celulares anteriormente

mencionadas fueron sembradas en placas de 24 pozos, con 2 mil células por pozo,
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se incubaron con 2.5 uM de peniocerol a 24, 48 y 72 h. Se realizé la tincion
citoquimica con SA-B-Galactosidasa Staining Kit, utilizando las instrucciones del
mismo, al término de los respectivos tiempos de incubaciébn se retird
cuidadosamente el medio de las células y se lavaron con 500 pL de PBS, después
se afadio solucion fijadora al 1x por 15 minutos, transcurrido el tiempo se lavaron
nuevamente con PBS dos veces, la placa fue incubada a 37°C por 14 horas sin CO2
y se afiadio la solucién de mantenimiento al 1x, previamente ajustada a un pH de
6.0. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, el conteo celular se
realizé mediante un microscopio de campo claro Nikon T-MSF. Las células tefidas
de azul son las que resultaron positivas para SA-B-Galactosidasa y se determiné el
porcentaje de células senescentes contando tanto las células tefiidas como las
tefiidas por campo, teniendo en cuenta contabilizar aproximadamente 300 células
por 10 campos de cada muestra.

Y los resultados mostraron que la modificacion estructural del peniocerol, es decir,
el peniocerol diacetilado, no presenta actividad citotoxica en las lineas celulares de
cancer humano evaluadas. Asi como tampoco, su mecanismo de accion es por

senescencia.

11.1.7 Resultados de induccion de senescencia

El peniocerol no induce senescencia a la concentracién de 2.5 uM, en la linea
células HCT-116, en un tiempo de incubacion de 24, 48 y 72 horas, debido a que
no presenta diferencia estadistica significativa en comparacion con el control

negativo (Figura 33).
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1001 - _
g con_tml negative Células senescentes (%) + DE
» g0 [ Peniocerol - - |
2 Tratamiento/Tiempo (h) 24 48 72
§ 60 Control negativo 0.1440.1 = 0.76+0.1 @ 12.2+2.9
E 404 Peniocerol 0+0 0.41+0.3 | 12.5#15
0
o
- 20+
o

0 T T

24 48 72

Tiempo (horas)

Figura 33 Induccion de senescencia nula del peniocerol. A) Fotomicrografias del peniocerol a las 24, 48 y 72 horas de
evaluacion en comparacion con el control negativo. B) Grafica del porcentaje de células senescentes inducidas por el
peniocerol con respeto al tiempo (24, 48 y 72 horas), en comparacion con el control negativo. C) Tabla de los resultados de
las células senescentes (%). Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes.

11.1.8 Determinacién de la DLsp en ratones de la cepa CD1

La dosis letal media se determindé mediante la evaluacion de las dosis de 175y 55
mg/kg, se utilizo la formula DLso = (MO + M1)/2 donde MO es la dosis que no causa
muerte en ningun ratén del grupo y M1 es la dosis que causa la muerte de al menos
un ratén del grupo [92]. El peso y conducta de los ratones fueron monitoreados cada
tercer dia, durante el tratamiento. Los ratones fueron sacrificados el dia 21 de la

evaluacion.
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11.1.9 Resultado de la determinacién de la DLs en ratones de la cepa CD1

La dosis de 175 mg/kg fue tan toxica que matd a todos los ratones administrados
con peniocerol, mientras que la dosis de 55 mg/kg no presentd signos de toxicidad
a simple vista, en la Tabla 14 se describen los efectos de toxicidad que fueron
observados. La dosis letal media del peniocerol en ratones de la cepa CD1 fue de
115 mg/kg.

Tratamiento Sintomas de toxicidad

Vehiculo No existié cambio en el comportamiento, ni en el peso.

20 min: cambio de comportamiento, letargo, piloereccion, ojos casi cerrados.
Peniocerol | 40 min: espasmos musculares, respiracion agitada, temblor.
175 mg/kg 24 horas: 2 ratones murieron y los vivos no recuperaron peso y hay presencia de piloereccion.
48 horas: los 3 ratones restantes murieron.
No ocasion6 la muerte de ningln raton.
No hubo cambio en su comportamiento.
No presentaron signos de toxicidad

Peniocerol
55 mg/kg

Tabla 14 Sintomas de toxicidad del peniocerol en ratones de la cepa CD1 a una dosis.
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11.2 Articulo publicado

Couder-Garcia, B.C., Jacobo-Herrera, N.J., Zentella-Dehesa, A., Rocha-Zavaleta, L.,
Tavarez-Santamaria, Z., & Martinez-Vazquez, M. (2019). The Phytosterol Peniocerol
Inhibits Cell Proliferation and Tumor Growth in a Colon Cancer Xenograft Model. Front.
Oncol, 9:1341. doi: 10.3389/fonc.2019.01341.
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Arg-tumor Aottty of Pancoard

products 2re 2 rich source of cacree compounds that could be
comsidered 2 prolotypes aginst s Gnor.

Piyisternls zre plant sterok, studerl componenis of the

m the of fudey
wik the membmne {3} They
are byprodects of 2 mmples isoprenoad bicsymikesis patheay
through the squalene €1l Fhytosierols bdong o 2 fEmily
of more San 200 dfferenl The mest common
are -sitosterol, ampestenl, stigmasieral (3. They have
dermonsiraled peolechion aginst vanious chronic discases such 2=
ardtiovasralar, bver, diabetes, and diffecent types of cmeer (5-21
Cancer prevention studies show that a diel nch in phytosteroks
@n reduce the risk of different types of @ncer (10}, For cxample,
the miake of f-silosterol, 2n anti-miammatory agent (111, c2n
prevenl colon camcer {12, 130, In s combext, we have previoesly

eblished the anti-infly actrity te ¥ivoand e cpiolomc
.tlhi}'ﬂtﬂm:p]rlnlﬁm?bm lnin:run czrcer cellls of

the pemiocerol, 2 steml sobied from the @dns Myrtlincactus
jeometrisans (Marl Ex Peilf) Consale (14, 15) In thisartide, we
=i e acavily of e peniacerol bath im wilro agamst
the colon @ancer ool bme B8CT-1 15, a5 woll 2 ils antEomer effect
in e,

MATERIALS AND METHODS

Extraction and Isolation

Pemiocerol (38, Ga-thol-cholest-3-eme] wes isolated  from

Myriiiiocactas geometrinmns and pamified as previously desorbed

Lﬂﬂ?ﬁ?ﬂdhu@nﬂmﬂ:mnﬂdnﬂﬁm
a .

Cell Lines and Cell Gulture

Colon axinoma clls SW-530, HET-15, and HCT-11& were
oblamed from the Amerian Type Celture Collectiom [ATOCL
Cells were calured m proper medo (DMEM, DMPCE-1L) =

previcusly reparied

Animals

Male nuny mice, 6-3 wodks old were esoil The animals were
housed, fed, 2md maintamed followmg the recommiendations of
the cibacs commiltee. The Animal Research Commiliee approved
the experimental procedures and were zrmiad oul in accomdance
o the Gmdelines for e Care and Use of Animals of the
Riotermm Laborstory of e Instimio Macoml de Cences
Midiczs ¥ Mutricién Sahador Fubiim (IMNCMMER), Moo
Oy, Mexion.

Solutions
Waorking solutions of pemiccerol (35 mg'mlL) were preparcd
in dimethyl selfomde (M50 (Sigma-Aldich, 5L Louis, M0,
USA. Cab D4S40- 100 mL) and stored 2t — 31°C. The peniooenol
diintans (80, &0, M, and 10 pM) were prepared with SIEM
and the DMS0 concenirabion was <02% Ospiatin (Sgma-
Aldrich, 5 Lo, MO, USA. Cat 479306 107), was inchedod ax
a positive control 11 mgky), disohed m DMEM. For te v
upu:lrne T, 25 m mehhdpmh:ﬂﬂﬂulm'nun
wesmme oil amd 5% M50 and dsplatm 10

mgky in mhme soletion. All saliebions were preparad on the day
of administration.

Cytotoxicity
The colls HCT-15, HCT- 115, and 5'W 530 weree seeded n £8-well-
plates 21 2 densey of 4 = 1Y cells porom® m DMEM plus 109
FRS. The cells were mozbated for 24k in 2n tmosphere of 5%
100 and 95% Eumidity at 7. Afier 24 b the colls weee treated
with serial concenirztions of peniocenol (30, 40, 30, and 10pMb
el wiahilwy was evaluated al 34, 48, and 72 B Oisplittn was esed
as 2 positve conbml 2 concenbrbons - 10 LA Medem pls
138450 was inchedd 25 2 negatiee control. Afier incubation, the
cells weee fixad wth DMBIEM, Hmmllﬂjmﬁd&rﬁr
for 15min 21 Toom lemperature , the fxabon
madum was removed fml]u-l:lh.:ﬂmuilunty slained
with 200 pL of vielet crystal for 15min, the viokd orystal was
removed and finally, the stamed was saluhitmed with 500
plL of 108 acetic aod. Crptical ty values weee determined
al a wavekmgth of 595 mm. A dose-response curve was plotiod.
im'min:mpnmilrﬂl]ulcmnmumndmwhaml
siatishical program uﬂ%uw regression. The tests were armed
out in guadriplicate in mdependen] experments.
Flow Cytometric Detection of
Cells

ol death wes deiermined usmg flow cpiometry with
the identifigbon of Armexin ¥ and propideem sodide markens
{ITXA5591, GeneTex). HOCT-116 colon cancer cells were sexaded
m 6-well-phies weh 2 densty of 15 = 10* cells per well The
cels were inubaled for 34h m @ atmospheree of 5% OO,
and 5% Eumidity a1 7=, Afler 24k the colls were treatod
with wehadie, pemiocerol (20pM) and amplofecn (IpM) =
a positive control fmch breatment was done o inphicalel, al
daferent times (24, 48, and 72 h) Afier incubatiom bmes, the celis
were harvesicd witk irypsm, wasted with PES and centrifoged
al 1,500 rpm for 5min. The ol aggregale was resespended in
500 pL of binding buffer, then 5 pL of Annexm V-FITC, 5 pL
.ummmndhhmﬂadmiﬁnih'lmhadimsnm

g o the manufadurers metrucions. The cdls were
analyad esing 2 FACS Can flow cptometer from the Mabomal

Firw Cylometry Laboratory, 10,000 cells were analyaed with the
R Celll (sl Pro Software program.

Toxicity Assessment in nu/nu Mice

Lethal dese 50 (1.Dg) dterminzbion was periormed usmg two
groups of &ree emale mace cach. Ome group was. treated with
125 mg'kg and the seoomd wil 625 mg'ky of peniooeeol. Food
and water were admmisicred wp 1o 4 h afier tretment.

was ohezrved durmng the st 4B The Lids wes determined by
the formela Lw= (MO + M112 where 80 & the dose that does
mol use the destd of any mousz in the group and M1 = the
diose Lzt ceses the death of 2t lesst ome moese m the group {165
The determination of the doses that did not tndeece toxic effeds
was carmad out esing female mwtew mice dstribeted tn groups of
three mice. Pemioczrel wes admmisicred mimpertoncally (Lp.)
m two treatment schemes, once 2 week, and three mes 2 week
both for 21 days (Figare 34} The weight and behavior of the
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mmce were monilored ewery third day during trestment Mice
were morificed on day twenty-one. Elood losis wore
in the Departamenio de Paologia de la Fameliad de Modicima
Velorinara y Zooleonm, UMMM, Mexion Cily, Moo,

Antitumor Activity Evaluation in
Mice

Male aw'nw mice were deinbeted mosewen of & mice
wach. Theantmak were senografied with 1.5 = 10% BCT-116 cells
resuspendind im 100 1. of PRS and inooubiied iz subcutaneoes
in the might Sk from e back of e animal The irmimenis
were admmistered (Lp.) m two schemes, once 2 weok or Leree
times a week, botk for 21 days. The treatments started when the
tumeans reached 3 volume of 50 mre”. The groups were crganiaed
as follows:

1. Megzimer control: 5% D850 desolved m scsame oil, once
2wk

I Megpimer oomtrol: 5% DMS0 disolved m sesame oil, tBree
LoTeas 2 Wk

3, Posttive oomitrol: dsplatin 4 mygrlg omoe 2 weoke

4. Posttive comtrol: dsplatin 2 tthree bmies a werik

%, Pemocerol 30 mgtkg oncea

&, Pemoceral- 15 mgfhy onoe a week

7. Pemnceral- 15 mgfhg thee tmes per week

The weight of ke mice and B wmor growth were measured
three mes 2 week Tumor volume was alodizied neng the
formuby ¥ = mx(larger dlameters [smaller diameterfl {171
The cxperiment was mied ool for 21 at the end of
the cxperimenl, the anmmals were cuthantard 2md
the bemors were extracted, Exed in formabm, and embedded

in paraffin.

Histolegic Evaluation of Tumors
Parafim-embedded tnmon weee o2t in hstologic sesons. of
% thack and used for subscquen! zmalyss with hematoxylin-
oosin, DAP]L, and mmunobsinchemisiry. The mmples were
anahyrd in an Olympes D071 microsmope, with the Qimaging
pogram 2 the Microsoopy Uit of the Eiomodial Resarch
Instiule, UNAM, Moo,

Hematoaylin-Eosn Staining (H-E}

Timue shides were exposcd 2t 2 \emperature of &1°C far 15—
3min and rch with the folowing sobetson for 5 mme
Ayl (ewacel, & wylcl 5050, 100% cttamel, 96% cthanal,
1% ethanol, 70% cikamel, 50% cétamel, dstilled water, and PRS
The coll membrane was subsaguently imad with 2 5%
Trilon salubion x- 100 for 33 min, followed by two washes with
PHS of 5 min each. One hundred fifty microliier of hematonyiin
was added #o the sample for 2 min, wasted wik dslilled waler,
and covered with eosin for 208, washed with detilled waber
and assembiled

& E-Dinmidino-2-Phenylindale:
Immunoflucrescsncs

The dewarmg and rehydrated of tssnes perfiormed
miuﬂydumhadimll-!ﬂmhﬁmhmn:

permezhilized with 2 0.5% Trion solution x-100 for 30mm,
follrwed by hen washes with PR of 5 min each. The It used was
Wedashickd moentmg medrem for luorsoence with DAPI from
Weclor Lahorfories

MNudsar Antigen of Proliferation Cells
{PCHA] Determination
The and rated of bsems were rmad 2=
mﬂmﬁfu: stammg. The ml?ﬂ'i’ was
permezhilized with 2 0.5% Trion solution x-100 for 30mm,
foll mwed by twn washies with PES of 5 min cach. Anligen exposers
was czried oul L samples n 2 0,35 mM sadium crale
solution 2t pH 6.2 for 20mm 0 2 microwave oven. Then,
samples were lefl 22 room leweperature for 20min and shdes
were washol fwice with FES for Smm. Endogenous peromidass
was inhibmed by the tssues 1o 3% HxO4 for 30mm,
foll mwed by 2 washes wath PRS for 5 mm each. The ol memboane
permezhilization was periormed with 2 0.5% Trilon solution =-
100 for 30 mm, fllowed by two wastes with PES of 5min e
. the nom was blocked by moshation
m:}:’ﬂl + thmlﬁ“& far !-I:Irlﬂn. Tobowed
by one wash with PES of Smin. The shds were inoubated
weh the primary anb-PUNA anisbody (sc-25180, Sanla Oz
Riotechmology, TNCL Incubatiom was overnight al
4=z, i by two washes with PES for Smm The shdes
were mozbated wih the seoomdary anlibody for S0mm al
I7C (anb-momse g0 for PONA, GTXET73LS, GemeTexl. The
deteciion of mmunoksinchemial sgnak we performed with
demmobenridme (DAE] for 10mm, the excess was removed
wrh dutilled waler, Couterstam: Harris hemaloxylm sainimg
was performed for 3-5min on cac tisue, then the cooss was
removed with distillied waler. 1t was covered wigh 1500w for
15% then the cross was remowed with distiled water. Once
the mmples dricd complelely, Be 2esembly wes rmed oul with
Ecooend from Rincre Medical and covered with a covenshp,
Cualiatwe aralyss of PCMA postree celk was cimiod ool usimg:
the Image]-winéd tmage prcessng padkage

Paohy[ADP-Ritose} Polymerass

{PARP-1] Detsrmination

The dewaring and rehpdrted of bssses were performed 2=
provicusly described for H-E stammg. The membane was
permizhilized with 2 0.5% Trion solution €100 for 30mm,
foll mwed by twn washies with FES ol 5 min cach. Antigen

was o, heating e symples n 2 025 mM sndum cl@ie
solutiom at pH A2 for 20mm i 3 mioroeave oven. Then, the
sammples were lefl 2l oo iemperatore for 3 min, and shdes weree
washod twice with PES for Smin. was
i by expeng he L 05 o o S, b
By b waasies wth PES for 5 min cach,

The cell memibrame was performed with a
01.5% Trilon solebion x-100 for 20 min, folimeed by teo wastes
with PRS of 5mm exh , e mon-spedific signal
was hlockrd by moshaton with 1% HeOg + 5% albumin m FE5
for 30min, follewsd by one wash with FES of 5min. The shdes
were incubated with the primary ans- PARP. | antibody {sc- 3007,
Sanla Criue Riotechnology, DNC). Incubation was performd.
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awermight al 4=, followad by teo washes with PRE for 5mm
The shides were tncubated with thesecondary ansbody for 60 min
al 37 [2nS-moes Igo for PARF.1, GTXT7315, CeneTex).
The delection of immunokisiochermical = was performed
with dizminohenmdine (DAR] for 10 m?r;.ﬂi'l.'hn 3 T
removed with distilied water. Coulerstain: Harms hemalomyin
saining was performed for 3-5min on cach Sssoe, then the
enress was removed with dstilled waler. 1L wae covered with
L0 for 155 then, the esoes was removed with distilied
waler. Once the samples dricd completely, e asembly was
crmicd ot with Ecoldoent from Riocare Medicl and ooverod

with 2 coverslip. Qualiniwe analysis of PARP.1 posimer amd

cawed-PARP.1 c2ls was @rmied oet usimg the Image-winsd
T proceing package.

Data Analysis
Each wes performed m irtiphaie. Data are 1o
umm {h'luhunE'lnflhmm 1
experimenis. Stalisticl differences were determined using the
GrpbFad Prem &0 software program (GmaphPad Software Inc,
1a Jolla, CAL Comparsons between the ireated and comtrel
groups weee made m the 1-iest of unpaired datz and the feo-
way ANMOVA. Al comparisons are made conceming untreated
controls. & statstaal difference m *P = 005 was considerd.
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RESULTS

Cvtotoxicity of Pen "
The chermcal structure of pemoceeal s shown tn Figare 1A The
Ototosic activity of pemocrod was assessed usmng the aystal
wioks cdl staintng . The HCT-116 calls were e most
ssscptible %o (Figase IR), In comperison o the
ofher two call bmes. Therefoce, the HCT-116 line was msed for
scheoaquent expertments.

Detection of Apoptosis

HCTH6 cells traated with pemoceral expentmented apopecsts tn
2 time dependent manner. As stown tn Figare 2A, oo daath
was chserved afier 48k of troatmert and tncreased afier 725,
6721 + 024, and 7232 & Q.04%, rospecttvely. The level of
apoptosss induced by pentocerol was simiar (o that prodaced by
ampiothecin (Figare 2B). These resdts are Lotally tn agreement
with those previcusly cbtanod where it was peoved, through

diemage of PARP-1 2nd flow cytometry, that thes sterol mduced
apoptnss tn several human cancer ltnes (14, 18).

Toxicity of Peniocerol of Peniocerol Was

We firet evaluated tBe offect of pensocerol admimstrated once
a wack dering 21 days at 15 or 30 mgrkg doses. Our resats
showed that mo signtficant medification tn body 1 were
notxcod compere wils those of animal coatrol As tn
Figure 3B, when mice recetved pemocercl three times 2 week
at ditferent dosss, 2lso no sgnficent duferences 1 weght weee
detected. In coatrast, the admintstration of asplatan cne Gme 2
wack peodiaced 3 symificant decrease tn body wetght compered
with the negative comtrol (p = 2.0001). The wesght of mace treated
with caplatin was redaced by 42%, which suggests 2 Loxx effoct
of the postiive control. Administrason of 15 mgkg of pensocercl

48 h
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thraz times 2 week for 21 days did not prodoce a change in the
wright of e 2rmals 3s compared with the negative contral. On
the comirary, dsplatin admimstened in the lower dose (2 mgkg)
thrae s 2 week induced a derrease in body weighl
corpared with e negative comtrol {p = QU031 L.

Tao further analyze the polenbial toxic cfiect of penincerol
in healthy mice, we performed a biochemial blood analyss:
incheding pglamse, hemoglobin, wrez, cremtinine, aanine
transierase, and asperiate imnskree, and a ool coent mouding
lekncytes, and erpihrocyies (Flgare 3CYL The
analysis revealed thal pemiocerel did mot produce any cange
in blood eochemical nﬂw:u mpared with
thme cheerved m mace thal & yohide In shap
oomtrest, admimsirbon of cephtin rsuked m 2 sgnificnt
decrease in leuknoytes, lympiocytes, and Eemogiobm (p < 0uS)
and zn tncrease in Se mnceniations of Bver danine
transferse and aspartale transierase {p = Q051 These rosclls
waggest thal peniocerol {15 mgfky and 30 mgiky) = les onc
than ceplatin, and that healthy mice inlerate it well.

To 1est the potential effect of peniocerol on bemor growtl m
v, we eshhished 2 senogrft modd in mie wing the BBCT-
116 cedl hme. When the lnmors reached a mean of 50 em® mice
were reated with pemoceral (15 or 30 mgiky dose] ome me

a week fior 21 days, cisplatm 4 mg'hg! also one e 2 weok
for 31 days. As stem in Flgure4A, botl concentmtions of the
pemincernl indeced 2 signdfiamt reduction of fumer wolume al
the end of the {p = 001 Asexpeciod, ireabment with
m-mhﬁmﬂumdmrdm
{p = 00001} At the Enale of the experment the remaining tumor
s wore dissacied and weighod, the resulis presented in

?-I.I,E demonstrted thal pemocerol mduced a reduction
lumaor weight of 75.2 and 76.4% when administerad at 30 or 15

mgrkg, respeciively.

Our resulis suggest thal pemoceenl has 2 sigmficant anb-
fumor effecl on mice, 50 we decided Lo imwesti whiiker
an increase of frequency of adminsir@on of e lower
doses pvalmied of would produce a major effect
Adminisiration of penincerol al 15 mgfy doss three Lmes
a weck for 21 days indoced 2 d-u:mrnerl of
1m1dmmmudmmlw':j uced by the
admmEirbon {p = 005; Fgane 541 Howewer, ldﬂml.m.l:h
the lewel of inksbition prodered by treatment with csplalin
{ Fignres 5B,
Immunchistological Analysis of Tumaors
Tsue shdes were cbhined fom emos diseded afier

treatment. k- Eshowed 2 previse modibation of ool morpholegy
that @n be obescrved by amorphowss and comdensed in
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Cirougpe of s Moy mice noculeied with © 5 x 407 HET-198 ool ware tradad chom & wiek o 71 cge with 30 mgha wndt 15 mxyeg of pencomes. 4 mghhg of
hplaln and S vencis e of 4 S DARSO), on cea O T, s 14 iacik o, Thie lumers wane masorec Tom e par sk This b b B 50 of
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the tumor samples $at were treated with pemtocerol (30 and 15
my/kg, coce 2 wesk and 15 myp'kg three tmes 2 week), compared
btkpmmoonkdtﬁmﬂl.

furthermoes, ®e noclet Usus wore stamed with
DAPL As shown in Figare6B, nucdo with condemsaton
or fragmeatatiom, tndscative of apopiosts, an be scen n
pemocerol Lreatments.

To determme of penmarol was able 1o inhba ol
proltferation, tumor shdes were incubaled with an 2o
PCNA. Results of spectfic tmmu indscate that both
doses 30 and 15 mg'ky once a week 2nd 15 mpfky three bmes
2 week of pentocerol, decreased the number of postitve cells
compered %o the nogattve control (Figere6C). The resslls
show bt whibtied (p < 0.0001) the
S e e
comtrol. In the doses of 30 mp%g and 15 mykg admimstered

once 2 woek, 150.07 = 1734 and 1431 + 34.7 Rbded cells wore

daetected respectivdly; wide the dose of 135 admmstered
three ttmes 2 woek, 95.57 + 1885 colls were compared
wrth &e nogative coatral that was 3283 + 6407 labeled cols
(Figare 7A)

The induction of tn &ist sectons was
dotermmed with the tmmune statmng of antt-PARP-1

(Figare 6D). The rosuks show that mdependently of the
pemoceral doses, Sere = 3 sgnificant decrease (p < 0.0001) tn
the expression of PARP- 1 tn the madeus, compared to the vehide
(7834 + 332%). On the contrary, in the expression of ceaved
PARP-1, lhe doses of 30 my'kg (54.96 + 2.28%) and 15 mg'ky
(5996 + 9.09%) once 3 week, and 15 mg/ky three tmes 2 week

(607 £ 1.56%), noese e
%0 the weitde (5.64 + 235%). Pensoc umm

simifarly to that of csplatin (Figare 7R).
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DISCUSSION stmihar to tha can te wiro (Figare 2B).
The Namonal Cancer (NCI, USA), B regulated ;mmmw" i m‘ wmm#.w“m
c Institute ) t and
the natera] products antmenphstic activity to select polential  pothways (12).
compounds. Although 1t = not 2 formal rule, they are considered To determine the toxscty of peniocerol fermake sa/ew mice
ative when EDsp < dpg'md (19, 20). Undor this premise,  were wsed. Oor results showed that 2t 15 or 30 mg'ky doses
compoznds of nateral ocygtn, indading phytostercls,  of pemsoceeal under three or once 2 wack adminstration, there
wdbc constdered mactive. Howewer, Sere soems S0 be a was no symificant medification tn body wesght compared with
protable rodatyonshe between the anlt-milammatory propertsss  the untrealed mice. 1t ts worth to note &t the os-platm grosp
of sorse secondary metaboittes such s the phytosterals, and therr  showed unttl 42% of body wieght loss 3AB)
antitumor effocts te vhvo (21, 22). Our reseanch group peblished Exchemical blood analyss was perjormed to evaluate the
the exceptioral ant-sflarematory activity of pentocerol and 25 potenisl efiect of pemocreal m healtby antmak. The analyss
modest Cysoloxsc activiy agamst the HOT-15 and the MCR7  rewaaled $at penoceral did not prodoce any chamge m blood
ancer cell lines tv vitro (14). Comsoquently, we evaluated the  Blochemicl and colfular compared with those
anittumor actrvity of pentocerol tn xenografied mice. chserved tn mice that the velide. This amalysts abo
showed cytoloxic activity on the colon  reatfrms the toxaty so substantsd that asplatin tnduces 1n
ances bnes, HOT-15, HCT-116, and SW-620, the HCT-116  mace. For cxample, the admmastration of csphitin resslled ma
bne was the most susceptile, so 1t was chosen for the next  sigmficant increase of alamme- and aspertate transferase 2s wall s
caperiments. The level of apoptoss mdaced by peniocercl was lhtmufhmoﬁobln.lymphamaﬂkmmm
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porrraruan | PACE 1) forowe nuckeus e Casec ST -1 foown ofoplesy The bed o e op T F=p Tha
mdhwnm-nmnmunnommsmmm
A - o resuks showed that m spete that both compoends showed smdar
e == =n-..mu-.u-..-.. antitumarzl acteity tn the three tmes 3 wask administration,
i _— 5",,:::"3;?;':;‘,‘ dnghlgnn;y:uqudxlfuu (;l‘p!lc) : -
Sighote & ngty wevoerk rqnmvd z Mhgher frequency o
gm O Gyl I ngtg admmstration of peniocerol tmproved ts anttumor activay

({Figure 5) and could suggest that the frequency of admmstnata
[ = more signafiant than the dose. Seweral studies Bawe shown
that dxaary intzke of phytosterols redoces the rek of sutfe
from diverse types of cancer. In cxpenmental studies tn vivo
ovaran, bresst, colon and others necplas, was chserved that
the consumptxon of f-smosterol or mixed phytosterols m diet,
reduced the mamber of antmals wath tumors, or reduced the
stze of temors (23-25). In epidemmaciogical studses, the intake of
and was assocsried with lower risks of

esophageal (29) and ovaren ancers (30], respectrvely. Moccoves,
2 was reporied that tn fermale popaiations with mintmal risk of
beeast czncer have a greater consame of phytostercls in the dist
than ©ose at hagh rsk (31, 32

Ow Endings show that the pentocerol tumor growth
mizthition & related Lo an antpeoiferatve efioct and mducton

SR 7 Aty st ey of apoploss. The PONA 5 used tm chimcs as 2 dssic marker of
et otk o 4 pericioms o the PP 1 et Comms 96s | | el prolifization as 3 diagmostic and peognostac ool (33). PARP
Tacor I 2w tonns o amnogreta berees of HOT-{ UG el The s 1 1s 2n abundant and ubsquitows nuclkear eroxyme related to DNA
rep—d $a svenge of postie calls & stardrd dviion of thres tauas repatr (34) lumumnhwmmmm of
armipmad by ench axpererisl qoup. The dits wars srafyced snd-compmd some types of ancr. Therefoes, PARP.! mkdbtion sdectrwely
e ecezrinory_oecdrarondll it il fray ends seweral types of tumongense cdls (35). The sgnificant
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decrease m L expression of PCNA in the tumar
shimws 2 condensation and fgmentation of the made, s 2n
antiprolticrative acoon (Agares &0, TAL Hurn:-w:.ing;nlﬁml
decrease of PARP-1 m the nudeus and a si
of cleaved PARP-1 m the crioplsm {Pigares 5D, .'u"l'll.u.d.lﬂ.u
apoptoss coll death.

In summary, the administration of peniooerol witk a higher

bul with a lower dose

ww“ e pombiley 1o el o vcance o
from this phytnsteral.
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