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1. Resumen

El cancer es una enfermedad producida por la transformacion maligna de las células, dando
como resultado una masa anormal (tumor), caracterizada por un rapido crecimiento, invasion y
destruccion de los tejidos adyacentes, asi como una diseminacion por todo el organismo
(metastasis), que es la responsable en la mayoria de los casos de la muerte del individuo
afectado. Esta enfermedad posee una alta tasa de incidencia y en México es la tercera causa de
muerte, algunos de los tumores malignos mas frecuentes son: el cancer de mama, con 27 mil
casos, el cancer cervicouterino y el cancer de pulmén con casi 8 mil casos cada uno.
Desafortunadamente los quimioterapéuticos que se utilizan actualmente para erradicar esta
enfermedad carecen de selectividad ya que su principal mecanismo de accidén es necrético,
causando efectos secundarios graves que muchas veces deterioran la vida de los pacientes y
por lo tanto resultan ser poco eficaces una vez que se ha generado metastasis. Debido a esto,
surge la necesidad de estudiar nuevos compuestos con actividad antitumoral. Por ello, en este
trabajo se evalué la actividad antiproliferativa y necrética de la fraccion 56 del extracto con acetato

de etilo de los tallos de Pittocaulon praecox o Palo Loco

Los resultados obtenidos muestran que la fraccion 56 de Pittocaulon praecox afecta el potencial
proliferativo de las lineas celulares tumorales HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1, con una ICso de
16.52 pg/mL, 12.53 pg/mL y 14.5 yg/mL respectivamente. La evaluacion de la actividad de la
enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos en las concentraciones de la ICs, se observo
gue no induce muerte necroética, sugiriendo que los efectos secundarios relacionados con la
muerte necrotica serian menores y posiblemente mas tolerados. Las caracteristicas morfoldgicas
de las células tratadas con la fraccion indica que el proceso de eliminacion de las células es a
través de una muerte apoptotica, lo cual fue confirmado al observar la presencia de caspasa-3
activa por microscopia de fluorescencia y al cuantificar las células positivas a esta caspasa
mediante citometria de flujo, obteniendo los siguientes porcentajes: 41.2%, 20.8% y 9.22 para
las lineas HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1 respectivamente. Finalmente se evalu6 la actividad
antiproliferativa de las ICso obtenidas para cada linea en cultivos de linfocitos humanos
provenientes de sangre periférica y se observo que la fraccion 56 tiene un efecto casi nulo sobre
la proliferacion de éstos. Los resultados indican que la fraccion 56 presenta actividad
antiproliferativa y apoptética, con baja actividad necrética en células tumoralres, asi como posible
actividad selectiva, sugiriendo que esta fraccion es un candidato interesante para ser estudiada

en modelos in vivo.



2. Marco tedrico

2.1. La célula

La célula es la unidad basica, estructural y funcional para la vida, que consiste en un protoplasma

delimitado por una membrana celular (Campbell et al., 2017; Lawrence, 2003). Cada organismo
o bien es una Unica célula o esta formado por varias células. Por lo tanto, se puede apreciar las
capacidades y limitaciones de los organismos vivos si se logra comprender como estan
constituidas las células y como realizan las complicadas funciones necesarias para la vida
(Becker et al., 2007).

A pesar de su gran diversidad, las células comparten una maquinaria muy similar con la que
llevan a cabo funciones basicas como: obtener energia y nutrientes de su entorno, sintetizar
proteinas y otras moléculas necesarias para crecer y repararse, eliminar los desechos y
responder a estimulos, como la proliferacién. Esta es una de las funciones mas importantes ya
que de esta manera se asegura la continuidad de la vida. (Audesirk et al., 2013; O'Connor y
Adams, 2010).

2.2. Ciclo celular

“Todas las células provienen de células.” Esta nocioén, establecida por el médico aleman Rudolf
Virchow a mediados del siglo XIX, expresa la importancia crucial de la reproduccion celular para
todos los organismos vivos (Audesirk et al., 2013). Su propésito es la transmision de informacion
genética a la proxima generacion, este proceso es conocido como division celular o ciclo celular
y se define como una serie de eventos en donde la célula crece, duplica su material genético y
se divide para dar lugar a dos células hijas (Alberts et al., 2016; Lopez, 2003; Pardee y Stein,
2009). Cabe mencionar que el ciclo celular esta altamente regulado por diferentes proteinas que

monitorean la integridad genética para determinar cualquier dafio genético (Otto y Sicinski, 2017).

La mayoria de los autores dividen al ciclo celular principalmente en dos fases: la interfase y la
fase M, pero Williams y Stoeber, (2011) mencionan que hay cuatro fases: G1, S, G2 y M. La fase
G1, donde la célula puede responder al efecto de factores estimuladores o inhibidores de la
proliferacién, crece de tamafio, duplica sus organelos citoplasmaticos y sintetiza los ARN y
proteinas requeridas para la sintesis de ADN; la fase S, en la cual las células duplican su material

genético y se sintetizan histonas y proteinas asociadas con el ADN; la fase G2, en donde las



células contintan creciendo, acumulando las proteinas necesarias para la fase M, asi como los
lipidos necesarios para la formacion de membranas, finalmente la fase M es cuando la célula se
divide (Curtis et al., 2013; Lodish et al., 2016; Lépez, 2003).

Es necesario controlar estrictamente el proceso del ciclo celular, por ello la transicion de una fase
a la siguiente se monitorea mediante mecanismos de sensores, llamados puntos de control, que
mantienen el orden correcto de los eventos y son ejecutadas por proteinas especializadas. Dos
grupos de proteinas son esenciales para el control del ciclo celular, las llamadas ciclinas y
cinasas dependientes de ciclina (CDK). Las cinasas son enzimas especializadas que transfieren
grupos fosfato principalmente de ATP a sustratos especificos, y por lo tanto, son
fosfotransferasas (Behl y Ziegler, 2014; Williams y Stoeber, 2011). Las cinasas dependientes de
ciclina (CDK) son una familia de cinasas de serina/treonina que no tienen actividad cinasa a
menos que estén asociadas con una subunidad reguladora de ciclina (Lodish et al., 2016). Estas
ciclinas se sintetizan y se destruyen en momentos especificos durante el ciclo celular, regulando

asi la actividad de la cinasa de manera oportuna (Malumbres y Barbacid, 2009).

La actividad de las CDK involucradas en la regulacién del ciclo celular es inducida por sefales
mitogénicas que se detectan primero mediante la expresion de las ciclinas de tipo D que se unen
y activan preferentemente CDK4 y CDK6 durante G1, una fase del ciclo celular en el que las
células se preparan para iniciar la sintesis de ADN. El complejo ciclina D-CDK4/6 fosforila a la
proteina supresora de tumores de retinoblastoma (RB) permitiendo asi, que el factor de
transcripciéon E2F puedan activar una gran cantidad de genes involucrados en la progresién del
ciclo celular de G1 a la fase S (Malumbres y Barbacid, 2009; Otto y Sicinski, 2017). E2F se
encarga de activar las ciclinas E y A. En G1 también se forman los complejos de ciclina E-CDK2
gue fosforilan varias proteinas necesarias para la progresion del ciclo celular, la replicacién del
ADN vy la duplicacién del centrosoma. Durante la fase S, la ciclina E se degrada rapidamente y
CDK2 se asocia con la ciclina A recién sintetizada durante las Ultimas etapas de la replicacion
del ADN, para formar complejos de ciclina A-CDK2 y de esta manera conducir la transicion de la
fase S a la mitosis, un periodo conocido como la fase G2. (Malumbres y Barbacid, 2009; Otto y
Sicinski, 2017; Satyanarayana y Kaldis, 2009). La transicion de G2 a la mitosis (profase,
metafase, anafase, telofase) esté regulada por CDK1 en asociacion principalmente con la ciclina
B, este complejo se transloca al nlcleo y desencadena el inicio de cambios mitéticos (Figura 1)
(Mendelsohn et al., 2015).



Durante el proceso de replicacion del ADN, este puede dafiarse durante el proceso del ciclo
celular, ya que las biomoléculas son altamente susceptibles a los cambios quimicos como, los
inducidos por la luz UV o la radiacién ionizante. Para mantener la funcion correcta de la célula,
el ADN debe mantener su integridad, estabilidad y funcion. Por ello existen diferentes proteinas
gue monitorean la correcta replicacion del ADN (Behl y Ziegler, 2014). Si alguno de estos
mecanismos de control detectan eventos anormales o incompletos del ciclo celular, las vias de
control llevan la sefial a los efectores que pueden desencadenar la detencion del ciclo celular
hasta que se resuelva el problema, si el dafio es muy grave se induce a la célula a apoptosis
(Williams y Stoeber, 2011). Una falla en la regulacién en el mecanismo de control del ciclo celular
lleva a una proliferacion celular excesiva y como consecuencia la aparicién del cancer (Lopez,
2003).
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Figura 1. Progresion del ciclo celular y principales proteinas reguladoras. Las sefiales mitogénicas activan
complejos de ciclinas y cinasas dependientes de ciclina (CDK) que promueven la progresion de las

diferentes fases del ciclo celular. (Tomado y modificado de Leemans et al., 2018).

2.3. Muerte celular
Las células de un organismo no viven indefinidamente y su vida media depende del tipo celular.

El nidmero de células que componen un tejido en un organismo adulto permanece, dentro de

ciertos limites, constante; las células que mueren se sustituyen por otras, aunque las células
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también mueren cuando se dafian o infectan, lo que garantiza su eliminaciéon antes de que
amenacen la salud del organismo. Este proceso se encarga de regular y asegurar el
mantenimiento de un balance adecuado entre la pérdida, la renovacion y la diferenciacion celular,
de esta manera se mantiene un equilibrio entre proliferacién y muerte celular a fin de garantizar

la poblacién adecuada en cada momento (Alberts et al., 2016; Lizarbe, 2007).

Las células inician un proceso de muerte, se involucran en un proceso que es reversible hasta
gue se traspasa un "punto de no retorno", pero realmente no hay un evento bioquimico definitivo
gue se pueda considerar como un punto de no retorno. Por esta razon el Comité de Nomenclatura
sobre Muerte Celular (NCCD, por sus siglas en inglés) propone que una célula deberia
considerarse muerta cuando se cumple alguno de los siguientes criterios morfoldgicos o
moleculares: la célula ha perdido la integridad de su membrana plasmética, la célula (incluido su
nacleo) ha sufrido una fragmentacion en cuerpos discretos y/o sus fragmentos han sido
engullidos por una célula adyacente (Kroemer et al., 2009). Histéricamente, se han distinguido
tres tipos de muerte celular en células de mamiferos, y se caracterizan de acuerdo a su

morfologia: necrosis, apoptosis y autofagia (Golstein y Kroemer, 2007).

1.3.1. Necrosis

La necrosis, es un tipo de muerte celular que generalmente ocurre en las células que no han
alcanzado su tiempo de vida completo y que por medio de un estimulo externo son forzadas a
interrumpir sus funciones vitales, alterAndose su integridad fisica (Enriquez-Mejia, 2013). Esto
puede ocurrir simplemente como consecuencia de un dafio tan extenso que la integridad de la
célula se ve afectada, originado por una lesion aguda, irreversible, derivada de una situacion no
fisiolégica o condicién patolégica que no puede ser reparada por mecanismos de adaptacion y
resistencia (Green y Llambi, 2015; Lizarbe, 2007).

En este tipo de muerte se considera que la célula es una sistema bioldgico pasivo y sigue un
proceso que no requiere gasto de energia, ya que no depende de ninglin mecanismo fisiolégico,
provocando dafo directo a las membranas celulares causando la ruptura de esta y liberando el

contenido citoplasmatico (Elmore, 2007; Heras, 2002; Yuan y Kroemer, 2012).
Las caracteristicas morfoldgicas de una muerte necrdtica comprenden una ganancia en el
volumen celular (oncosis), hinchazoén de los organulos, rotura de la membrana plasmética y

pérdida subsiguiente de contenidos intracelulares (Kroemer et al., 2009). EI ADN es partido en
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fragmentos irregulares y debido a la pérdida de la membrana celular el contenido citoplasmatico
es vertido al espacio extracelular, liberando de forma incontrolada moléculas como HMGB1 y
LDH desde las células moribundas hacia el espacio extracelular, produciéndose la atraccion de
células inmunes en el area o activa la reparacion de heridas, generando un proceso de
inflamacién (Figura 2) (Adolfo, 2002; Enriquez-Mejia, 2013; Lee et al., 2018).

Las casusas que pueden provocar necrosis celular son multiples, entre ellas cabe mencionar la
falta de oxigeno (hipdxia), la isquemia, alteraciones del pH, traumatismo, exposicion a radiacién
ionizante, la accion de sustancias quimicas, altas temperaturas o estrés mecénico (Green y
Llambi, 2015; Lizarbe, 2007).

Durante mucho tiempo, la necrosis se ha definido como un tipo de muerte celular que carece de
las caracteristicas de la apoptosis y autofagia, pero investigaciones recientes sugieren que su
aparicion y curso podrian estar estrictamente regulados (Golstein y Kroemer, 2007). Esto puede
ser como consecuencia de un extenso cruce entre varios eventos bioguimicos y moleculares a

diferente nivel celular (Festjens, 2006).

1.3.2. Apoptosis

En 1972 se descubrio el proceso fisiolégico de apoptosis que fue dominio de estudios histol6gicos
hasta finales de los afios 80 y a principios de los 90 se caracterizaron los mecanismo genéticos
y moleculares involucrados (Adolfo, 2002). La expresién "apoptosis" ha sido acufiada por Kerr
JF en 1972 para describir un aspecto morfolégico especifico de la muerte celular, se denominé
de esta manera por la raiz griega apostatar, que define la caida de las hojas de los arboles en el

otofio (Navas et al., 2009).

La apoptosis 0 muerte celular programada se puede definir como el conjunto de reacciones
bioquimicas que tienen lugar en la célula y que determinan su muerte de una forma regulada en
respuesta a una serie de acontecimientos fisiol0gicos o patoldgicos (Lizarbe, 2007). Este proceso
se considera un regulador clave del control del crecimiento fisiolégico y la regulacién de la

homeostasis de los tejidos (Fulda y Debatin, 2006).
La muerte celular apoptética se acompafia por un redondeamiento y reduccion del volumen
celular (compactacioén celular o picnosis), condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear

(cariorrexis), pequefias o casi ninguna modificacion ultraestructural de los organulos
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citoplasmicos, formaciéon de protuberancias o blebbings de la membrana plasmatica
(manteniendo la integridad de ésta hasta las etapas finales del proceso), eventualmente, las
células se rompen en pequefios fragmentos rodeados de membrana (cuerpos apoptoticos), que
2009;

Lowe y Lin, 2000; Reed, 2000). Este tipo de muerte celular es mas limpio que la necrosis; ya que

se eliminan mediante fagocitosis sin incitar una respuesta inflamatoria (Kroemer et al.,

la membrana celular no se destruye sino que engloba a los cuerpos apoptoéticos o material celular
y por lo tanto no se produce inflamacién ya que las células fagocitarias reconocen, captan y

eliminan los cuerpos apoptoticos (Figura 2) (Lizarbe, 2007).
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Figura 2. Principales caracteristicas morfolégicas de una célula necrética y una apoptotica. (Tomado y
modificada de https://www.open.edu/openlearn/science-maths-technology/biology/introduction-

histopathology/content-section-3.1).

Los procesos apoptéticos pueden ser activados bien por una induccién negativa (como la pérdida
de una actividad supresora, la falta de factores de crecimiento o la disminucién de los contactos
con las células que la rodean) o por una induccién positiva como es el resultado de la unién de

un ligando a un receptor o la recepcion de sefiales conflictivas (Jordan, 2003). En cualquier caso,
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se van a activar los componentes clave de la apoptosis; las caspasas, una familia de cistein-
proteasas que degradan sus sustratos en residuos de &cido aspartico (Rojas et al., 2009). Las
caspasas normalmente estan presentes en las células sanas como enzimas precursoras
inactivas (zimdgenos) con poca o ninguna actividad proteasa. Sin embargo, todos los estimulos
gue desencadenan la apoptosis parecen hacerlo iniciando eventos que culminan en la activaciéon
de las caspasas, aunque de maneras algo diferentes. Hasta la fecha, se han establecido
firmemente tres rutas principales para la activacion de caspasas asociadas a apoptosis en
mamiferos (Taylor et al., 2008). Independientemente que ruta se active, las caspasas pueden
ser agrupadas de acuerdo a su especificidad o a su similitud en la secuencia de aminoacidos;
sin embargo, desde un punto de vista funcional las caspasas pueden ser vistas como caspasas
iniciadoras (Caspasas 2, 8, 9 y 10) que degradan proformas inactivas de las caspasas efectoras,
activandolas a su vez, o bien como caspasas efectoras (Caspasas 3, 6 y 7) que degradan otros
sustratos proteicos dentro de las células para disparar los procesos apoptéticos (Figura 3) (Rojas
et al., 2009).

e Via extrinseca. El término de apoptosis extrinseca se ha utilizado ampliamente para
indicar los casos de muerte celular apoptética que son inducidos por sefiales de estrés
extracelulares, que son detectadas y propagadas por receptores transmembranales. La
apoptosis extrinseca es iniciada tras la union de ligandos especificos, tales como FAS ligando
(FAS-L), Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a) o el miembro 10 de la subfamilia del TNF
(TNFSF10/APO2-L), también conocido como TRAIL-L a los receptores de muerte FAS-R/CD95-
R, TNF-R1 y TRAIL-R, -R2, respectivamente (Galluzzi et al., 2012). Cuando se une el ligando a
su receptor se recluta la proteina que contiene el dominio de muerte (FADD) y la pro-caspasa-8,
agregandose para convertirse en el complejo de sefalizacion inductora de la muerte (DISC)
(Ouyang et al., 2012). En consecuencia, el complejo proteico activa a la caspasa-8 que transduce
la sefial de apoptosis mediante la activacion de caspasa-3 o la escision de Bid a Bid truncada y

de esta manera se activa la via intrinseca (Chen et al., 2018).

e Viaintrinseca. La via mitocondrial de la apoptosis, también llamada via intrinseca, es el
mecanismo mas comun de apoptosis en los vertebrados (Green y Llambi, 2015). Esta via es
iniciada por una serie de perturbaciones microambientales como el dafio del ADN, estrés del
reticulo endoplasmico, sobrecarga de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés), entre otros y es mediada por la mitocondria en respuesta a estimulos apoptéticos de

diversas proteinas que son liberadas del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el
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citoplasma (Galluzzi y Vitale, 2018). Las moléculas que se liberan son el citocromo c, que se
combina con APAF-1 para promover la activacion de caspasa-9, la cual activa a las caspasas

efectoras, como la 3y la 7 (Chen et al., 2018).

La desregulacion de la muerte celular esta involucrada en la patogénesis de una amplia gama
de enfermedades humanas, mas del 50 % de las neoplasias tienen defectos en la maquinaria
apoptética. Entre las mejores caracterizadas de estas anomalias estan la expresion aumentada
de la familia de las proteinas BCL2 y las mutaciones en el gen supresor del tumor TP53, que
codifica la proteina tumoral p53. Esta proteina inicia la apoptosis en respuesta al dafio del ADN
por induccién transcripcional de muchas proteinas proapoptéticas, que incluyen a PUMA, NOXA,
y BAX. Los defectos heredados en TP53 resultan en numerosas neoplasias (Hotchkiss, et al.,

2009).
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Figura 3. Rutas de sefializacidn de la ruta intrinseca y extrinseca de la apoptosis. (Tomado y modificado
de Taylor et al., 2008).
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2.4. Cancer

El cancer es una enfermedad producida por la transformacién maligna de las células, resulta de
una serie de cambios genéticos que interfieren con el control de algunos de los procesos
fundamentales que lleva a cabo la célula, como son: la proliferacion, la diferenciacion, la muerte
celular y la estabilidad genética (Lopez, 2013). Esto da como resultado una masa anormal
(tumor), caracterizada por un rapido crecimiento, invasion y destruccion de los tejidos adyacentes
y una diseminacion por todo el organismo (metéstasis), que es la responsable en la mayoria
de los casos de la muerte del individuo afectado (Granados, et al., 2006). La metastasis es un
paso clave en la progresion del cancer que indica una etapa mas avanzada y un peor prondstico.
Para que se lleve a cabo este proceso se observaron procesos celulares como la degradacion
de la matriz extracelular (MEC), la transicion epitelial a mesenquimatosa (EMT), la angiogénesis
tumoral, el desarrollo de un microambiente tumoral inflamatorio que han demostrado ser

esenciales para la metastasis del cancer (Su et al., 2015).

Se han descrito unas 200 variedades de esta enfermedad, cuyas propiedades y tratamientos son
diferentes (Pardee y Stein, 2009). Pero dependiendo del tejido de origen se encuentran tres
principales subtipos: Los primeros llevan el nombre de carcinomas y proceden de tejidos
epiteliales como la piel o epitelios que tapizan las cavidades y 6rganos corporales. Los sarcomas
gue provienen de las células del tejido conectivo como huesos, musculos y tejido adiposo. El
ultimo subtipo son las leucemias y los linfomas, que incluyen los canceres de los tejidos

formadores de las células sanguineas (Pecorino, 2008).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (2018), el cancer es la segunda causa de
muerte en el mundo; en 2018, ocasion6 9,5 millones de defunciones. En México el cancer es la
tercera causa de muertes, donde algunos de los tumores malignos mas frecuentes son: el cancer
de mama, con 27 mil casos, el cancer cervicouterino y el cancer de pulmoén con casi 8 mil casos
cada uno (Ferlay et al., 2018; Secretaria de Salud, 2017). Se calcula que en las siguientes dos
décadas los casos nuevos de cancer aumenten en un 70%, lo cual ha ocasionado que las
acciones para su prevencion y tratamiento tengan especial relevancia en los sistemas de salud,
ya que al tratarse de una enfermedad cronico-degenerativa, los costos de la lucha contra ésta
patologia son muy altos (INEGI, 2017). A continuacién, se describen algunos tipos de cancer con
alta tasa de mortalidad en México.
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2.4.1. Cancer de mama

La mama se compone de la glandula mamaria, que tiene entre 15y 20 I6bulos o compartimentos
separados por una cantidad variable de tejido adiposo. En cada I6bulo hay varios compartimentos
mas pequefios llamados lobulillos, compuestos por racimos de glandulas secretoras de leche
denominados alvéolos. Cuando se produce la leche va desde los alvéolos hacia una serie de
tubulos secundarios y luego, hacia adentro de los conductos mamarios. Cerca del pezén los
conductos mamarios se expanden ligeramente y forman senos llamados senos lactiferos, donde
se puede almacenar leche antes de ser liberada al conducto galactéforo. Por lo general, cada
conducto galactéforo lleva la leche desde uno de los l6bulos hacia el exterior (Tortora y
Derrickson, 2018).

Muchos autores han definido al cancer de mama como una enfermedad heterogénea. Esto se
debe a que se puede clasificar de varias maneras; segun sus caracteristicas clinicas, sus
caracteristicas moleculares, su respuesta a los tratamientos y su tipo histologico (Li et al., 2012).
Sin embargo, el cancer de mama se puede clasificar en términos generales en carcinoma in situ
y carcinoma invasivo (infiltrante). El carcinoma de mama in situ se subclasifica ademas como
ductal o lobular: el carcinoma ductal (el mas frecuente) comienza en los ductos que llevan leche
desde la mama hasta el pezén y el carcinoma lobulillar comienza en los lobulillos que producen

la leche materna (Guzméan-Santos et al., 2012; Malhotra et al., 2010).

Las etapas que se utilizan para determinar qué tan grave es el cancer y asi averiguar si el cancer

se ha propagado, se describen a continuacioén de acuerdo a Carswell, (2002).

e Etapa 0: El tumor puede considerarse benigno, porque no ha roto el tejido epitelial que lo
rodea y no hay invasién a otras partes.

e FEtapa I: Es cuando el tumor tiene menos de 2 cm de didmetro y no se ha extendido fuera
de la glandula mamaria ni ha afectado los ganglios.

e FEtapa II: El tumor mide de 2 a 5 cm y ya se ha extendido a los ganglios que estan en la
axila, pero en una cantidad menor de tres ganglios afectados

e Etapa lll: Significa que el tumor ya mide més de 5 cm y se ha extendido a mas de tres
ganglios de la axila o a otros tejidos cercanos al pecho.

e Etapa IV: El tumor ya se ha extendido a otros 6rganos del cuerpo, como pueden ser los

pulmones, huesos, higado o el cerebro.
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El cancer es considerado un desorden multifactorial causado tanto por factores genéticos como
no genéticos, dichos factores estan asociados con un mayor riesgo de desarrollar cancer de
mama, pero la mayoria de estos factores pueden variar de una persona a otra (DeVita, et al.,
2015; Guzman-Santos et al., 2012). Entre los factores de riesgo que destacan son los siguientes:
antecedentes familiares con cancer de mama, mutaciones en los genes BRCAL1 y BRCA2, las
hormonas reproductivas femeninas (particularmente los estrégenos enddgenos), el exceso de
exposicion a la radiacion ionizante, los estilos de vida modernos, como el consumo excesivo de
alcohol y el consumo excesivo de grasas en la dieta (DeVita, et al., 2015; Rojas y Stuckey, 2016;
Sun et al.,2017).

2.4.2. Cancer de pulmon

Los pulmones son 6rganos pares, de forma conica, situados en la cavidad toracica. Dos capas
de serosa, que constituyen la membrana pleural, encierran y protegen a cada pulmén. La capa
superficial, denominada pleura parietal, tapiza la pared de la cavidad toracica; la capa profunda
o pleura visceral reviste a los pulmones. Entre la pleura visceral y la parietal hay un pequefio
espacio, la cavidad pleural, que contiene un escaso volumen de liquido lubricante, el cual reduce
el rozamiento entre las membranas. Este liquido también hace que las dos pleuras se adhieran

entre si (Tortora y Derrickson, 2018).

De acuerdo con Pardo, (1988) y Felip et al., (2007) existe una gran variedad de tumores
pulmonares, por ello una de las clasificaciones histolégicas mas ampliamente utilizadas es la de
la Organizaciéon Mundial de la Salud. Existen dos subtipos principales de cancer de pulmén: el
carcinoma de pulmén de células pequefias (CPCP) y el carcinoma de pulmén de células no
pequefias (CPCNP), que representan el 15% y el 85% de todos los canceres de pulmon,
respectivamente (Pao y Girard, 2011; Zappa y Mousa, 2016). El cAncer de pulmén de células no

pequefias se puede clasificar en tres tipos principales:

e Carcinoma de células escamosas, el cual surge de las células epiteliales de las vias
respiratorias que tienen una ubicacion central en los bronquios principales.

e Adenocarcinoma, que surge de células alveolares epiteliales pequefias que secretan
moco y otras sustancias. Tiende a ocurrir en la periferia del pulmén.

e Carcinoma de células grandes. Este tipo de carcinoma no cumple los criterios de un
adenocarcinoma, de un carcinoma epidermoide o de un carcinoma de células pequefias

y a menudo surge en la parte central de los pulmones (Zappa y Mousa, 2016).
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El factor de riesgo predominante para el cdncer de pulmén es el tabaco. Varias exposiciones
ambientales adicionales como el asbesto, el arsénico, el cromo, el niquel, los compuestos
aromaticos policiclicos, el radoén, el cloruro de vinilo y la contaminacion del aire también han sido
implicados en la etiologia de este tipo de cancer, cabe mencionar que en afios recientes los
estudios realizados tanto en Europa como en China han proporcionado evidencia de que la
contaminacioén del aire por particulas contribuye a la incidencia de esta enfermedad. (Roth et al.,
2014; Testa et al., 2018).

2.4.3. Cancer cervicouterino

El atero se encuentra situado entre la vejiga urinaria y el recto, tiene el tamafio y la forma de una
pera invertida. Las subdivisiones anatomicas del Utero son 3: el fondo uterino, el cuerpo uterino,
y el cuello o cérvix, que se abre hacia la vagina (Tortora y Derrickson, 2018). El cuello uterino se
puede dividir en dos partes, cada una cubierta con dos tipos diferentes de células: el ectocérvix
gue esta recubierto de epitelio estratificado no queratinizante y el endocérvix que esta recubierto
por epitelio columnar (glandular) que consta de una sola capa de células cilindricas
mucosecretoras. El punto en que el epitelio escamoso se reline con el columnar se le denomina
union escamocolumnar y cuando el epitelio columnar se sustituye por epitelio escamoso se le
conoce como zona de transformacion. La transformacion normal de un tipo celular maduro en
otro es llamada metaplasia y cuando ésta ocurre, existe siempre un potencial neoplasico
(Chavaro et al., 2009; De Palo et al., 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce dos tipos histolégicos principales de
cancer invasivo: Carcinoma de células escamosas, que se origina a expensas del epitelio
pavimentoso y constituye cerca del 75% de todos los casos y el adenocarcinoma que constituye
cerca del 15-25% de todos los casos, su prongstico suele ser peor que el del carcinoma de
células escamosas y se produce a partir del epitelio columnar del cuello uterino (Chavaro et al.,
2009; Vela et al., 2016).

La causa principal de las lesiones cervicales precancerosas y cancerosas es la infeccion por el
papiloma virus humano (VPH). La mayoria de los casos se producen como resultado de una
infeccién con el VPH 16 y 18 (Momenimovahed y Salehiniya, 2017). Cualquier mujer que sea

sexualmente activa esta en riesgo de infeccion por VPH, pero cuantas mas parejas sexuales
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tenga una mujer, mayor serd la probabilidad de infectarse y, por lo tanto, de desarrollar cancer

cervicouterino (Spencer, 2007).

Otro factor importante es fumar, esto se atribuye a la induccion de un efecto inmunosupresor
causado por los metabolitos del tabaco que podria producir un efecto perjudicial sobre la
capacidad de desarrollar una respuesta inmune efectiva contra las infecciones virales. Ademas,
los quimicos que se encuentran en los cigarrillos, como la nicotina, que pueden causar dafio al
ADN en las células epiteliales escamosas, también se han encontrado en el moco cervical de las
mujeres fumadoras (Roura et al., 2014). Hay autores que consideran el bajo nivel
socioecondmico como factor de riesgo, ya que el acceso a pruebas de deteccién preventivas
perioddicas, son extremadamente efectivas para detectar los primeros signos de cancer cervical
y la dificultad en el acceso a estas pruebas de deteccién hace vuelnerable a esta poblacion
(Spencer, 2007).

2.5. Tratamientos

En las ultimas tres décadas se han realizado importantes avances en el tratamiento del cancer.
Tanto en hombres como en mujeres, de 1992 a 2003, las tasas de mortalidad por cancer han
disminuido debido a un decremento en el consumo de tabaco, mejores técnicas de deteccion y
avances en el tratamiento. Los enfoques principales para tratar a los pacientes con cancer son:
cirugia, radiacion y quimioterapia. La eleccién del tratamiento depende de varios factores: el
organo o tejido en el que se origind el cancer, el tipo de cancer determinado por el pat6logo,
factores biologicos especificos analizados en el laboratorio y la etapa del cancer determinada por
el sistema TNM (Pardee y Stein, 2009). El objetivo deseable del tratamiento oncolégico es
erradicar la enfermedad, pero cuando esto no es posible, se aspira a prolongar la esperanza de
vida (Granados et al., 2016).

2.5.1. Cirugia

Se selecciona la cirugia si el cAncer esta limitado a una zona y se prevé que podrian extirparse
todas las células tumorales sin dafiar excesivamente las estructuras vitales. La extirpacién del
tumor puede ser el Gnico tratamiento o puede estar combinado con quimioterapia o radioterapia.
Tanto la quimioterapia como la radioterapia pueden administrarse antes o después de la cirugia.
Este tratamiento no se recomienda si el riesgo de la intervencion quirdrgica es mayor que el

riesgo que acarrea el cancer (G. de la Garza y Juarez, 2014; Skeel y Khleif, 2011).
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2.5.2. Radioterapia

La radiacion es la propagacion de energia en forma de ondas electromagnéticas o particulas
subatdémicas a través del vacio o un medio material. La radiacién propagada en forma de ondas
electromagnéticas (rayos UV, ondas de radio, luz visible, rayos gamma, rayos X, entre otros) se
llama radiacion electromagnética, mientras que la radiacion corpuscular es la radiacion
transmitida en forma de particulas subatémicas (particulas alfa, particulas beta, neutrones, entre
otros). La radiacion puede ser ionizante o no ionizante. La radioterapia utiliza radiacion ionizante
con fines curativos, paliativos o adyuvantes (Granados et al., 2016). La radiacion ionizante puede
actuar directamente sobre el ADN de la célula y causar dafios, aunque también puede actuar
indirectamente, donde la radiacion ionizante actla sobre el agua, que es el componente mas
importante del medio, dando lugar a la produccion de radicales libres que son los que producen
el dafio al ADN (Baskar et al., 2014, Rizo et al., 2016).

La radioterapia se utiliza para el tratamiento de la enfermedad local o regional del cancer y
consiste en la administracion de radiacion ionizante para erradicar o eliminar células tumorales,
sin sobrepasar los limites tolerables para los tejidos normales. Su objetivo se basa en un aumento
del control local del tumor y en consecuencia, conseguir un aumento de la supervivencia (Rizo
et al., 2016; Skeel y Khleif, 2011). Este tratamiento puede usarse por si solo o0 en conjunto con
la cirugia o quimioterapia y se aplica de dos maneras: ya sea que los rayos de alta energia se
dirigen desde una maquina (radiacién externa) o implantes se colocan en el cuerpo cerca del

tumor (American Cancer Society, 2017).

2.5.3. Quimioterapia

Su papel principal es tratar la enfermedad que ya no esta limitada a una localizacién y consiste
en tratar el cancer con medicamentos de accién fuerte que por lo general se inyectan a través de
una vena o se administran oralmente y en la mayoria de los casos se emplea mas de un
medicamento de quimioterapia (American Cancer Society, 2017). Se conoce un gran numero de
estos productos, que de acuerdo a su naturaleza se clasifican como: naturales, sintéticos y
semisintéticos y por su mecanismo de accién se clasifican como: citotoxicos y citostaticos (G. de

la Garza y Juéarez, 2014).
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La cantidad de farmaco administrado, asi como la duracién del tratamiento dependera del grado
de la enfermedad y del tipo de cancer. En pacientes terminales o0 metastasicos estos compuestos
suelen ser ineficientes, ya que en estas etapas se debe aumentar la dosis y duracion del
tratamiento y esto agrava los efectos secundarios, los cudles también estan relacionados con su
alta actividad necrética y su falta de selectividad, debido a que no sélo van a ejercer su efecto
sobre las células tumorales sino también sobre las células normales con alta tasa de
proliferaciéon, como las de la médula 6sea, el tracto gastrointestinal, las génadas vy los foliculos
pilosos. (American Cancer Society, 2017; Avendafio y Menéndez, 2008; Ferreiro et al., 2003;
Pardee y Stein, 2009).

Otra limitante de la quimioterapia es la resistencia de las células tumorales a los medicamentos.
Después del desarrollo de un mecanismo de resistencia en respuesta a un solo farmaco, las
células pueden mostrar resistencia cruzada a otros farmacos no relacionados estructuralmente,
un fenédmeno conocido como resistencia a multiples farmacos (MDR) (Avendafio y Menéndez,
2008).

Algunos de los quimioterapéuticos mas utilizados son: antraciclinas, antimicrotibulos (taxanos),
alquilantes (ciclofosfamida), antimetabolitos (5-fluorouracilo, capecitabina), compuestos de
platino (cisplatino) y sus efectos secundarios van desde las nauseas, los vomitos y la alopecia
reversible hasta efectos cardiacos, insuficiencia renal o hepdtica, toxicidad hematoldgica,

toxicidad gastrointestinal, toxicidad por neutropenia febril, entro otros (Al-Mahayri et al., 2020).

La quimioterapia es un componente indispensable de la terapia sistémica en muchos casos de
cancer. La reduccion de los efectos secundarios de ésta puede mejorar la calidad de vida de los
pacientes y prevenir el rechazo del tratamiento por parte de éstos. Por ello, el desafio que aun
enfrenta este tratamiento es como minimizar la toxicidad y maximizar la actividad antineoplasica,
en este sentido, es imprescindible la busqueda y el desarrollo de nuevos farmacos efectivos, con

actividad antineoplasica y de accién selectiva.

2.6. Pittocaulon praecox
El cancer es un problema de salud publica y a la fecha no existe un tratamiento adecuado para

esta enfermedad. Sin embargo, los productos naturales aislados de plantas terrestres han

ayudado a combatirlo (Loraine y Méndez-Espinoza, 2010). Los productos naturales son una rica
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fuente de compuestos con prometedor potencial terapéutico contra el cancer, entre los cuales
destacan los alcaloides de la vinca, taxanos, campotecinas, entre otros. Los sesquiterpenos
representan un grupo de compuestos naturales con diversos tipos de estructuras. Entre ellos, los
sesquiterpenos de tipo eremofilano, que incluyen eremofilanos, furanoeremofilanos,
eremofilanélidos, se encuentran presentes en plantas de la familia Asteraceae (Agullé-Ortufioa
et al., 2017).

El género Pittocaulon también conocido como “palo loco”, pertenece a la familia Asteraceae y
son un grupo de plantas que se utilizan en la medicina tradicional mexicana contra el reumatismo
y para curar heridas, ademas se ha descrito que contienen compuestos como alcaloides

pirrolizidinicos, eremofilanos y flavonoides (Gonzalez, 2010).

Pittocaulon praecox es la especie mas ampliamente distribuida del género y la mas estudiada
guimica y morfolégicamente. Existen varios estudios quimicos de esta especie, donde se han
aislado compuestos como la precoxilina, el alcaloide senecionina, eremofilanos, un
furanoeremofilano, tres mezclas complejas de furanoeremofilanos, 2 glicidos de eremofilano, 3

eremofilanélidas y 7 eremofilanos (Gonzales, 2013).

Los eremofilanos son un tipo de sesquiterpenos que se caracterizan por tener moléculas de 15
atomos de carbono, formadas por tres unidades de isopreno, cuyo esqueleto base se compone
de dos anillos de seis miembros y cuatro grupos metilo, pueden tener diferentes grados de
oxidacion y la mayoria se encuentran como furanoeremofilano (que posee un anillo furanico en
su estructura) o eremofilanoides y en algunos casos eremofilanos modificados (Figura 4). Cabe
mencionar que algunos autores proponen que los eremofilanos podrian surgir de un precursor
eudesmanolide (Romo de Vivar et al., 2007; Wu et al., 2016).

En la literatura se puede encontrar diversos eremofilanos con actividad biol6égica, una de ellas es
la actividad antiproliferativa frente a células cancerosas de colén (HCT-15), de mama (MCF-7),
del sistema nervioso central (U-251), de préstata (PC-5), y leucemia (K562) (Romo de Vivar et
al., 2008). Otro estudio fue realizado por Wang et al., (2008) utilizando lineas celulares de cancer
de pulmédn (A-549) y cancer de estomago (BCG823) donde obtuvieron una ICsqy de 10.27 ug/mL
y 31.34 ug/mL respectivamente. Beattie et al., (2011) evalud la actividad citotoxica de los aceites
y compuestos puros contra células de linfoblastos de raton P388D obteniendo una ICsy de 51—

110 pg/ mL, también se aislé un eremofilano el cual tuvo gran actividad reportando una ICsq de
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42 pg/ mL. McDonald et al., (2004) reportd un nuevo sesquiterpeno eremofilano 07H239-A
aislado de un organismo de la familia Xylariaceae, el cual presento propiedades citotdxicas (con
una ICsgde 3.2 ug/mL) en contra de una variedad de lineas celulares de cancer, mostrando cierta
selectividad en la linea de leucemia CCRFCEM (IC5y de 0.9 pg / mL).

3
5 7
6 11712
14
15 13 15
Esqueleto base de un eremofilano Esqueleto base de un furanoeremofilano

°3
5 7
6 11712
13
Esqueleto base de un eremofilanoide Esqueleto modificado de un eremofilano

Figura 4. Tipos de esqueleto base de los eremofilanos. (Tomado y modificado de Wu et al., 2016).

Gonzales (2019), reporta los componentes presentes en Pittocaulon praecox y su actividad
citotoxica. En este estudio, a partir del tallo de la planta se obtuvo un extracto de Acetato de Etilo,
del cual se obtuvieron diferentes fracciones mediante cromatografia de columna abierta y las que
presentaron mejor separacion y rendimiento se utilizaron para hacer pruebas de citotoxicidad,
asi como la identificacion de los compuestos presentes en dichas fracciones. Una de las
fracciones que se utilizaron en este estudio fue la 56, en la que se identificaron diferentes
furanoeremofilanos y se realizaron pruebas biolégicas donde se encontré6 que presentaba
actividad antiproliferativa sobre las lineas celulares U251, PC-3, K562, HTC15, MFC-7 y SK-LU

y baja actividad necrética sobre la linea HelLa.

Como se ha descrito, en la mayoria de estos reportes Unicamente nos muestran las I1Csg
obtenidas de la actividad antiproliferativa de los eremofilanos sin presentar mayor informacion
sobre su actividad antitumoral, por ello y con la intencién de aportar mayor informacion, se evalué
la actividad antiproliferativa, necrética y apoptética de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox que

fue utilizada en el estudio de Gonzales (2019).
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3. Planteamiento del problema

Los tratamientos que se utilizan actualmente para erradicar el cancer dependen de la etapa en
la que se encuentre esta enfermedad. En muchos casos, los pacientes ya estan en etapas
terminales 0 metastasicas y se recurre al uso de quimioterapéuticos. Desafortunadamente, este
tratamiento resulta ser poco eficaz, ya que los farmacos empleados afectan tanto a células
normales con alta tasa de proliferacion, asi como a las células tumorales, por lo tanto, tienen
efectos secundarios graves que muchas veces deterioran la vida de los pacientes, ademas del
desarrollo de resistencia a diversos farmacos (American Cancer Society, 2017; Avendafio y
Menéndez, 2008; Pardee y Stein, 2009).

Debido a las limitantes que presenta el uso de quimioterapéuticos, surge la necesidad de estudiar
compuestos que sean mas especificos y que tengan actividad antitumoral. En este sentido los
sesquiterpenos de tipo eremofilano (donde se incluyen los eremofilanos y furanoeremofilanos),
se han estudiado por sus propiedades citotoxicas en células tumorales in vitro, por lo que en este
trabajo se pretende estudiar el efecto antiproliferativo y apoptético, asi como la baja o nula
actividad necrotica de los furanoeremofilanos presentes en la fraccion 56 de Pittocaulon praecox
en las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1 , asi como su actividad selectiva en células

no tumorales.
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4. Justificacion

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, en 2018, ocasion6 9.5 millones de
defunciones, mientras qué en México, es la tercera causa de muerte, en cuanto a las defunciones
por tumores malignos, de los mas frecuentes en mujeres destacan el cAncer de mama y el cancer
cervicouterino y en hombres el cancer de pulmén. Cabe destacar que se calcula que en las

siguientes dos décadas los casos nuevos de cancer aumenten en un 70%.

Lo anterior indica que el cancer representa un importante problema de salud, ocasionando que
las acciones para su prevencion y tratamiento tengan especial relevancia en los sistemas de
salud, por eso es necesario investigar nuevos compuestos con actividad antitumoral. En este
sentido, se ha encontrado que diferentes eremofilanos pueden presentar actividad
antriproliferativa en células tumorales, por ello, el estudio de los furanoeremofilanos presentes

en la fraccién 56 resulta de sumo interés.
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5. Hipotesis

Se ha descrito que la fraccion 56 de Pittocaulon praecox contiene furanoeremofilanos, y ha
mostrado actividad antiproliferativa en algunas lineas celulares tumorales, por lo que se espera
gue esta fraccién inhiba el crecimiento de las lineas celulares tumorales HeLa, MDA-MB 231,

SK-LU-1y presente baja actividad necrética.
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6. Objetivo General

Evaluar la actividad antiproliferativa, necrética y apoptoética de la fraccion 56 de Pittocaulon

praecox sobre las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1, asi como en cultivos celulares

no tumorales.

6.1. Objetivos Particulares

Determinar si la fraccién 56 de Pittocaulon praecox presenta actividad antiproliferativa en
las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1, expresada como la concentracion
requerida del compuesto para inducir el decremento del 50% de la densidad celular (ICso)

a través de la técnica de incorporacion de cristal violeta.

Evaluar la actividad necrotica de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox sobre las lineas
celulares tumorales, a través de la cuantificacion de la actividad de la enzima

citoplasmética LDH en los sobrenadantes de los cultivos celulares.

Evaluacion de la actividad inductora de apoptosis de la fraccidén 56 de Pittocaulon praecox
a través de la observacion de caracteristicas morfoldgicas tipicas de células apoptéticas
por microscopia de contraste de fases y tincion con el fluorocromo DAPI, asi como la
presencia de caspasa-3 activa mediante microscopia de epifluorescencia y citometria de

flujo.

Determinar si las ICsq obtenidas para las células tumorales afectan el potencial
proliferativo de células no tumorales mediante el marcaje con carboxiflurosceina (CFSE),
asi como establecer si ejercen una actividad necrética a través de la cuantificacion de la

actividad de la enzima LDH.
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7. Material y Método

7.1. Cultivo de células tumorales

Las lineas celulares HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 provenientes de cancer cervicouterino,
mama y pulmén respectivamente, se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC).
Las células se sembraron en cajas petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA), en 10 mL de medio
RPMI-1640 (Gibco, USA) suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina y rojo fenol con 5%
de suero de neonato bovino (SNB) previamente desactivado a 57° C por 30 minutos. Todos los
cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO: y una
atmosfera saturada de humedad. Para realizar los ensayos, los cultivos se desarrollaron hasta

en un 60-70% de saturacion de la densidad celular.

7.2. Preparacion del compuesto

La fraccion 56 fue obtenida del Instituto de Quimica del laboratorio de Productos Naturales a
cargo del Dr. Manuel Jiménez Estrada. Para su uso se pesé 1 mg de la fraccion 56 y se disolvié
en 100 pL de DMSO en tubos cdénicos de plastico para microcentrifuga de 600 pL y observar que
no se formen cristales en las soluciones del compuesto al ser mezclados con el medio de cultivo.
A partir del stock se tomé la cantidad necesaria de compuesto para realizar las curvas dosis-

respuesta y posteriormente preparar las concentraciones de la I1Cgq.

7.3. Evaluacion de la proliferacion celular mediante la técnica de incorporacion de cristal violeta

Se realizaron cultivos de las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles
de plastico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo
en 100 pL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los
cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO; y una
atmosfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retird6 el medio de la
placa y se estimularon las células a diferentes concentraciones del compuesto en RMPI al 5%
de SNB. En las condiciones de control y blanco Gnicamente se cambié el medio por medio fresco.
En el vehiculo se agregé DMSO (Sigma-Aldrich, USA) a una concentracion equivalente a la
concentracion maxima empleada en la curva dosis-respuesta. Posteriormente se dejaron

incubando durante 24 horas. Una vez transcurridas las 24 horas del tratamiento se procedié a
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evaluar el nUmero celular utilizando la técnica de cristal violeta, se retiré el medio de la placa y
las células se fijaron con 50 pyL de glutaraldehido (Sigma-Aldrich, USA) al 1.1% durante 20
minutos, una vez transcurrido el tiempo se retird el glutaraldehido, se enjuagé la placa y se dejo
secar al aire, posteriormente se agregaron 50 uL del colorante cristal violeta al 0.1% en una
solucion amortiguadora de &cido férmico durante 20 minutos. Una vez transcurridos los 20
minutos se enjuago la placa para retirar el exceso del colorante, se dejé secar al aire y se
adicionaron 50 uL de acido acético al 10% durante 20 minutos. Finalmente se determiné la
absorbancia de la solucién de acido acético a 590 nm por espectrofotometria en un lector de
placas (Chromate Manager). Los datos obtenidos se analizaron en Microsoft Office Excel 2010,
graficando una curva dosis respuesta, posteriormente se realizé una regresion lineal para obtener

el valor de la IC5g (Concentracion en la que disminuye el 50% del nUmero celular).

7.4. Evaluacion de la actividad necroética, cuantificando la actividad de la enzima LDH

Se realizaron cultivos de las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles
de plastico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo
en 100 pL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los
cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO; y una
atmosfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retir6 el medio de la
placa y se trataron con las siguientes condiciones: Un control testigo Unicamente con medio de
cultivo, un control con DMSO (Sigma-Aldrich, USA) con la concentracion empleada para preparar
la IC5q correspondiente y las concentraciones de la IC5g correspondientes para cada linea celular.
A las 23 h de tratamiento después del tratamiento se agregaron 10 uL de una solucion de Triton
X-100 al 9 % (la dilucidn final es 1:9, por lo que la concentracion final es de 0.9%) en RPMI-1640

durante 1 hora para lisar las células.

El efecto necrético fue determinado mediante la liberacién de la enzima citoplasmatica Lactato
Deshidrogenasa (LDH) utilizando el kit CytoTox 96 (Promega, USA). De acuerdo a las
especificaciones del fabricante, una vez cumplidas las 24 horas de tratamiento, la placa de cultivo
es centrifugada a 2500 rpm y 40 pL del sobrenadante fue recuperado y transferido a una placa
de 96 pozos estéril, posteriormente se adicionan 40 yL de la mezcla de reaccion del kit a cada
pozo. La placa se mantuvo a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 20 minutos. Se
mide la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas (Chromate Manager). Los datos

obtenidos se analizaron utilizando Excel (Microsoft Office, versién 2013), tomando como
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referencia el control positivo como un 100%. El analisis de las diferencias estadisticas se llevo a
cabo mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con una significancia de 0.05% seguido de una

prueba de Tukey, en el programa SigmaPlot 12.0 para Windows.

7.5. Evaluacién de la morfologia celular apoptética por microscopia de fluorescencia con tincién
de DAPI

Se realizaron cultivos de las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles
de plastico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo
en 100 uL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los
cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO; y una
atmoésfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retir6 el medio de la
placa y se trataron con las siguientes condiciones: Un control testigo tnicamente con medio de
cultivo, un control para DMSO con la concentracion empleada para preparar la ICsg
correspondiente, un control positivo con Camptotecina y las concentraciones de las 1Csg

correspondientes para cada linea celular.

Una vez pasadas las 24 horas se fijaron las células con paraformaldehido al 2% por 20 minutos,
posteriormente se hacen 3 lavados con PBS filtrado, cada uno de 5 minutos. Las células se
permearon con Tritdn X-100 al 0.1% en PBS a 4°C durante 30 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo se hicieron nuevamente 3 lavados con PBS filtrado durante 5 minutos. Posteriormente se
agregaron 3 pL/mL del fluorocromo 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, USA) se dejo
actuar durante un minuto a temperatura ambiente y se hicieron nuevamente 3 lavados con PBS
filtrado durante 5 minutos. Finalmente se agregaron 50 uL de PBS filtrado y se observaron las

células por microscopia de campo claro y epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-FL, JAP).

7.6. Evaluacion de muerte por apoptosis mediante inmunodeteccion de caspasa-3 activa por
microscopia de fluorescencia

Se realizaron cultivos de las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles
de plastico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo
en 100 yL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los
cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO; y una
atmaosfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retir6 el medio de la

placa y se trataron con las siguientes condiciones: Un control testigo inicamente con medio de
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cultivo, un control para DMSO con la concentracion empleada para preparar la ICsq
correspondiente (1.6 yL/mL), un control positivo con Camptotecina y las concentraciones de las

IC5¢ confirmadas.

Una vez pasadas las 24 horas se fijaron las células con paraformaldehido al 2% por 20 minutos
, posteriormente se hacen 3 lavados con PBS filtrado, cada uno de 5 minutos. Las células se
permearon con Tritdbn X-100 al 0.1% en PBS a 4°C durante 30 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo se hicieron nuevamente 3 lavados con PBS filtrado durante 5 minutos. Posteriormente se
agregan 30 pyL/mL de anticuerpo primario anticaspasa-3 activa (anticuerpo producido en conejo,
SIGMA) 1:500 en PBS durante 24 horas a 4°C. Se hacen 3 lavados con PBS filtrado durante 5
minutos y se agregan 30 yL/mL de anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo FITC durante
2 horas, protegiendo la placa de la luz. Se lava el anticuerpo con PBS filtrado durante 5 minutos
y finalmente se agregaron 50 pL de PBS filtrado y se observaron las células en campo claro con
iluminacion de contraste de fases y por microscopia de epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-
FL, JAP).

7.7. Evaluacion de muerte por apoptosis mediante la inmunodeteccién de caspasa-3
determinada por citometria de flujo

Se realizaron cultivos de las lineas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles
de pléstico de 6 pozos (Corning, USA) a una densidad de 200,000 células por pozo en 2.5 mL
de RPMI-1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los cultivos se mantuvieron en
una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO; y una atmosfera saturada de humedad.
Una vez transcurridas las 24 horas, se retir6 el medio de la placa y se trataron con las siguientes
condiciones: Un control testigo Gnicamente con medio de cultivo, un control para DMSO con la
concentracion empleada para preparar la ICsy correspondiente, un control positivo con

Camptotecina y las concentraciones de las ICsgconfirmadas.

Una vez pasadas las 24 horas, se recuperd el medio y se despegaron las células, pasandolas a
tubos de citometria. Se centrifugaron a 1,500 rpm durante 5 minutos. Se desechd el
sobrenadante y las células se fijaron con 500 uL de etanol al 70% en PBS a 4°C durante una
hora. Se realizaron tres lavados con 1000 pL de PBS filtrado, centrifugando a 1,500 rpm durante
5 minutos. Al boton celular se le afiadié 50 yL de anticuerpo primario policlonal de conejo

anticaspasa-3 activa (1:250) y se dejo por 24 horas a 4°C. Pasadas las 24 horas se realizaron
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tres lavados con 1000 uL de PBS filtrado y el boton fue resuspendido en 50 pyL de anticuerpo
secundario acoplado al fluorocromo FITC (1:250), manteniendo las muestras protegidas de la luz

durante 3 horas a una temperatura de 37°C.

Las muestras fueron lavadas con PBS filtrado y se analizaron en un citobmetro de flujo (BD FACS
Aria Il, USA). Los datos fueron procesados en el programa estadistico Flowing Software 2.5.1

para comparar la positividad de caspasa-3 entre los controles y tratamientos.

7.8. Obtencidén y determinacion de la proliferacion de linfocitos humanos mediante la técnica de
incorporacion de carboxifluoresceina (CSFE)

Se obtuvieron 20 mL de sangre periférica de un voluntario aparentemente sano en tubos BD-
Vacutainer® con EDTA (10.8mg/tubo) y se vertieron 5 mL en tubos cénicos de vidrio con 5 mL
de Ficoll-Hysopaque (Sigma-Aldrich, USA) y 5ml de la sangre (proporcién 1:1) en tubos conicos
de vidrio de 15 ml (Pirex, USA). Se centrifugaron inicialmente a una velocidad de 300 rpm por 5
minutos, aumentando gradualmente la velocidad (300 rpm cada 5 minutos), hasta alcanzar las
1500 rpm en la cual se les mantuvo centrifugando por 20 minutos. Una vez finalizado el tiempo,
se retirg el plasma y se colect6 el anillo de leucocitos. Posteriormente el paquete celular (anillo)
fue transferido a tubos limpios y se realizaron dos lavados con 10 mL de RPMI sin suero y se

hizo un conteo con ayuda de una camara de Neubauer.

Para determinar la proliferaciéon de los linfocitos, éstos fueron marcados con 2 pM de
carboxifluoresceina (CSFE) en 5 mL de RMPI sin suero (Sigma-Aldrich, USA), incubando las
células por 15 minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Posteriormente se
realizaron dos lavados con RMPI al 5% de SFB para eliminar el exceso de CSFE. Se cultivaron
en una placa de 96 pozos por quintuplicado 200, 000 linfocitos por pozo en 200 uL de RMPI con
20% de SFB con los siguientes controles: control -,- (sin CSFE y sin fitohemaglutinina PHA), +,-
(con CSFE y sin PHA), control -,+ (sin CSFE y con 20 uL de PHA y control +,+ (con CSFE y con
20 pL de PHA). Los pozos con linfocitos para determinar el efecto de las 1Cgq respectivas se
mantuvieron con CSFE y con 20 uL de PHA. La placa se incubd por 48 horas y se mantuvo en

una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO; y una atmosfera saturada de humedad.
Una vez transcurridas las 48 horas de incubacion, se procedié a retirar 100 ul/ pozo de los

controles. A los controles -,- (sin CSFE y sin PHA) y +,- (con CSFE y sin PHA) se les agreg6 100
pI/ pozo de RPMI al 20% de SFB fresco, mientras que a los controles -,+ (sin CSFE y con PHA)
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y +,+ (con CSFE y con PHA) se les agregd 100 pL/ pozo de RPMI al 20% de SFB fresco con 20
pl/ml de PHA. Asimismo, para probar las IC5sy obtenidas en las lineas tumorales, también se les
retiré 100 pl/ pozo y se agregaron 100 L de las respectivas de IC5q a una concentraciéon 2X de
la ICsg de HelLa (33.04 ug/mL), MDA-MB 231 (25.06 ug/mL) y SK-LU-1, (29 pug/mL). EI mismo
procedimiento se efectud para el vehiculo, el cual consistié de 5 pl/ml de DMSO en RPMI al 20%

de SFB y con 20 pl/ml de PHA y se mantuvieron en condiciones de cultivo por 24 horas.

Transcurridas las 24 horas (72 horas de cultivo total), se cosecharon las células en tubos de
citometria y se centrifugaron por 5 minutos a 1,500 rpm, se retir6 el sobrenadante y se
resuspendio el boton en 500uL de verseno frio (4°C) por 5 minutos para deshacer las colonias
celulares. Se centrifugaron los tubos a 1500 rpm por 5 minutos y se retiré el sobrenadante.
Finalmente, a cada uno de los tubos se les agregd 500 uL de PBS adicionado con 5% de SFB.
Se procedio a capturar 10,000 células de la poblacién correspondiente a células mononucleadas,
en un citbmetro de flujo FACS Aria-1l. Los datos fueron analizados en el programa FlowJo (Becton
Dickinson, (BD) Biosciences para comparar el porcentaje de proliferacion de los controles con

los de los tratamientos.

7.9. Evaluacion de la actividad necroética, cuantificando la actividad de la enzima LDH en
linfocitos humanos

Se sembro por quintuplicado 200,000 linfocitos por pozo en 200 yL de RPMI al 20% de SFB y 20
Hg/ml de PHA, en una placa de 96 pozos. La placa se incubd en condiciones de cultivo por 48
horas y se mantuvo en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO, y una atmésfera
saturada de humedad. Al transcurrir las 48 horas, se retiraron 100 uL de medio de cultivo en
todos los pozos de la placa de 96 pozos, el cual fue substituido por 100 pl de medio (RPMI 20%
al SFB y 20 pl/ml de PHA) al 2X (el doble de concentracion de las ICsy) de cada una de las
respectivas condiciones: Al blanco, el control positivo y el control sin tratamiento, se les agregé
100 pL por pozo de medio de cultivo. El vehiculo se agregd con 5 pL/ml-pozo de DMSO. Los
tratamientos con las concentraciones de las IC5q consistieron de 2X para la ICsg de HelLa (33.04
pMg/mL), MDA-MB 231 (25.06 pg/mL) y SK-LU-1, (29 ug/mL). La placa se incubé en condiciones

de cultivo por otras 24 horas.
Una hora previa a la cosecha, al control positivo se le agregaron 10 uL de tritdn X-100 al 9%. Al

cabo de 72 horas totales de cultivo, se recolectaron 60 uL de los medios a una placa de fondo

cbnico en donde se centrifugaron por 5 minutos a 1500 rpm a 4°C, se recuperé el sobrenadante
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centrifugado de cada condicién y se pasaron 40 yL a una placa de 96 pozos de fondo plano a
los cuales se les adicionaron 40 yL de la mezcla de reaccion del kit CytoTox 96 (Promega, USA)
a cada pozo. La placa se debe mantuvo a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 20
minutos. Se midi6 la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas (Chromate Manager) El
porcentaje de muerte necrética se calculd analizando los datos obtenidos en Microsoft Office
Excel 2013, tomando como el 100% al control positivo tratado con triton X-100. El analisis de las
diferencias estadisticas se llevd a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA) con una
significancia de 0.05% seguido de una prueba de Tukey, en el programa SigmaPlot 12.0 para
Windows.
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8. Resultados

8.1. Actividad antiproliferativa de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox en las lineas tumorales
HelLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1

Con la finalidad de evaluar la actividad antiproliferativa de la fraccién 56 de Pittocaulon praecox
en células tumorales, cultivos de células HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1, fueron tratadas a
diferentes concentraciones de la fraccion 56 y la actividad antiproliferativa fue expresada como
la cantidad requerida del compuesto para inducir un decremento del 50% del numero celular

(ICs0) a través de la técnica de tincién con el colorante cristal violeta (Fig.5, Tabla 1).
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Figura 5. Efecto antiproliferativo de la fraccion 56 en las lineas celulares HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1.
Los datos obtenidos son representativos de tres ensayos independientes, con tres repeticiones cada uno,
los cuales fueron analizados con una prueba ANOVA seguido de una prueba de Tukey (p<0.05 vs control).
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Tabla 1. Valores de las ICso obtenidas de la fraccién 56 en las células
HelLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 expresada en pg/mL.

Linea Celular IC50(Mg/mL)
HelLa 16.52
MDA-MB-231 12.53
SK-LU-1 14.5

Como se puede observar en la figura 5, la fraccion 56 presentd actividad antiproliferativa en las
células tumorales HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1 de manera dependiente de la concentracién, es
decir, conforme la concentracion aumentd el namero celular disminuyé. La Tabla 1 muestra los
valores de ICs, para cada linea celular, los cuales fueron muy similares, sugiriendo que las tres

lineas tumorales presentan una sensibilidad similar al compuesto.

8.2. Efecto necrotico de la fraccién 56 de Pittocaulon praecox sobre lineas de células tumorales
HelLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1

Una vez que se observo que el compuesto posee actividad antiproliferativa en las lineas celulares
tumorales, cultivos de células HelLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 fueron tratadas a diferentes
concentraciones del compuesto y la actividad necroética fue evaluada mediante la cuantificacion
de la actividad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) presente en los
sobrenadantes de los cultivos celulares (Figura 6).
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Figura 6. Actividad de la enzima LDH presente en los sobrenadantes de células tumorales tratadas con la
fraccion 56. Se cuantifico la actividad de la enzima LDH. Los datos obtenidos son representativos de tres
ensayos independientes, con tres repeticiones cada uno, los cuales fueron analizados con una prueba

ANOVA seguido de una prueba de Tukey (p<0.05 vs control).
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Tabla 2. Porcentaje de la actividad de la enzima citoplasmética LDH.

Linea Celular LDH (%)
Hela 21.1
MDA-MB-231 10.7
SK-LU-1 4.3

Los valores mostrados en la figura 6 y la tabla 2, indican que la fracciébn 56 no induce muerte

necrotica en las lineas MDA-MB-231 Y SK-LU-1, sin embargo, en la linea HelLa se puede
observar una actividad de la enzima LDH de un 21.1%, indicando qué a esta concentracion, el

compuesto ejerce una pequefia actividad necrética en estas células.

8.3. Efecto apoptotico de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox en las lineas tumorales Hela,
MDA-MB-231 y SK-LU-1 por microscopia de contraste de fases y epifluorescencia

Con el proposito de evaluar si la fraccion 56 de Pittocaulon praecox induce a las células Hela,
MDA-MB-231 y SK-LU-1 a presentar caracteristicas morfolégicas propias de una muerte
apoptotica, cultivos de células HelLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 fueron tratadas con sus
respectivas concentraciones de ICso y teflidas con DAPI para observar contraccién celular,
pérdida de proyecciones citoplasmaticas, condensaciéon de la cromatina y/o compactacion
nuclear y observacion de cuerpos apoptéticos. Al mismo tiempo, se detect6 la presencia de la

caspasa 3 activa a través de la técnica de inmunocitoquimica para observar a las células positivas

a esta caspasa (Fig. 7, 8y 9)
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Figura 7. Efecto apoptético de la fraccion 56. La morfologia de las células tumorales HeLa se observa en
el Contraste de Fases (CF), donde las flechas negras negras indican cuerpos apoptéticos y condensacion
del citoplasma. El efecto de la morfologia nuclear del compuesto se observa en el marcaje con DAPI,
donde las flechas amarillas indican condensacién de la cromatina y las flechas rojas fragmentacion de la
misma. La presencia de caspasa-3 es observada en la Camptotecina (CPT) (control positivo) y en la
fraccion 56 que presentan una marca verde.
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Figura 8. Efecto apoptoético de la fraccion 56. La morfologia de las células tumorales MDA-MB-231 se
observa en el Contraste de Fases (CF), donde las flechas negras negras indican cuerpos apoptéticos y
condensacion del citoplasma. El efecto de la morfologia nuclear del compuesto se observa en el marcaje
con DAPI, donde las flechas amarillas indican condensacién de la cromatina y las flechas rojas
fragmentacion de la misma. La presencia de caspasa-3 es observada en la Camptotecina (CPT) (control

positivo) y en la fraccion 56 que presentan una marca verde.
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CF ) DAPI Caspasa-3 activa

Figura 9. Efecto apoptético de la fraccion 56. La morfologia de las células tumorales SK-LU-1 se observa
en el Contraste de Fases (CF), donde las flechas negras negras indican cuerpos apoptéticos y
condensacion del citoplasma. El efecto de la morfologia nuclear del compuesto se observa en el marcaje
con DAPI, donde las flechas amarillas indican condensacion de la cromatina y las flechas rojas
fragmentacion de la misma. La presencia de caspasa-3 es observada en la Camptotecina (CPT) (control

positivo) y en la fraccion 56 que presentan una marca verde.
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Las imagenes mostradas en las figuras 7, 8 y 9 indican que las células sin tratamiento (control y
DMSO, contraste de fases) se encuentran adheridas a la placa, con morfologia poliédrica,
extendidas y conservando sus proyecciones citoplasmaticas, mientras que las células tratadas
con la CPT y la fraccion 56 redujeron su tamafio y perdieron sus extensiones citoplasmaticas,
incluso se puede observar la formacién de blebbings de la membrana plasmatica. En el marcaje
con DAPI, tanto el control como el DMSO muestran nlcleos homogéneos con la cromatina
distribuida de froma regular, pero en la CPT asi como en la fraccion 56 se observan nicleos
heterogéneos, condensaciéon de la cromatina y fragmentacién del ADN, caracteristicas propias
de células apoptoticas. Finalmente, tanto en la CPT, asi como en la fracciébn 56 se puede
observar la presencia de caspasa-3 activa, sugiriendo, junto con los resultados morfoldgicos que

la fraccién 56 puede inducir una muerte apoptética.

8.4. Efecto apoptoético de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox en las células tumorales Hela,
MDA-MB-231 y SK-LU-1 mediante la inmunodeteccion de caspasa-3 cuantificada por citometria
de flujo

Con la intencién de confirmar que el compuesto induce a las células tumorales a una muerte
apoptotica, cultivos de las células HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 fueron tratadas con la fraccion
56 y la presencia de la caspasa 3 activa fue determinada por inmunodeteccién y las células

positivas a esta caspasa fue cuantificada por citometria de flujo (Figura 10).
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Figura 10. Cuantificacion de células positivas a la caspasa-3 activa en las lineas celulares HeLa, MDA-
MB-231 y SK-LU-1 tratadas con la fraccion 56 por citometria de flujo. Los valores son representativos de

tres ensayos independientes.
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Tabla 3. Porcentaje de células tumorales positivas a caspasa-3 activa.

Hela MDA-MB-231 SK-LU-1
Control 72 % 6.5% 34%
DMSO 8.4 % 6.0 % 29%
Camptotecina 34.5% 57 % 16.8 %
Fraccion 56 41.2 % 20.0% 9.2%

Los resultados obtenidos en la figura 10 y la tabla 3, establecen que la fraccion 56 de Pittocaulon

praecox induce a las células tumorales HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 a presentar la caspasa 3
activa, indicando que las células estan en un proceso de muerte apoptoética, que junto con los
resultados de la morfologia celular apoptética indican que esta fracciéon induce a las células

tumorales a ser eliminadas mediante un proceso apoptotico.

8.5. Actividad antiproliferativa de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox en células no tumorales.

Los resultados han demostrado que la fraccién 56 presenta actividad antiproliferativa en células
tumorales HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1, es necesario probar su efecto antiproliferarivo en
células no tumorales con la finalidad de establecer sila fraccién 56 presenta una accion selectiva,
para ello, cultivos de células linfociticas humanas normales fueron tratados a las 48 horas de
cultivo con las concentraciones de ICso obtenidas para las células tumorales. Después de 24
horas de tratamiento se evaludé la actividad antiproliferativa por medio del marcaje con
carboxifluoresceina (CSFE) y la proliferacién fue cuantificada por citometria de flujo (Figura 11,
tabla 4).
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Figura 11. Efecto antiproliferarivo de la fraccién 56 en linfocitos humanos de donadores aparentemente

sanos mediante la técnica de marcaje con carboxifluoresceina (CFSE), evaluada por citometria de flujo.

Las células fueron estimuladas con las concentraciones de ICso correspondientes a las lineas celulares

Hela, MDA-MB-231 y SK-LU-1. Ensayo representativo de 3 realizados de manera independiente.

Tabla 4. Porcentaje de proliferacion de linfocitos tratados a las

concentraiones de ICso requeridas para las células tumorales.

Tratamiento
Control
DMSO
Fraccion 56 (12.53 pg/mL)
Fraccion 56 (14.5 ug/mL)

Fraccion 56 (15.52 pg/mL)

82.4
84.2
81.3
82.8

81.7

Porcentaje de Proliferacion(%)

Como se puede apreciar en la figura 11 y en la tabla 4, las concentraciones utilizadas en los

cultivos de células linfociticas humanas no afectaron el potencial proliferativo de estas células,

sugiriendo que la actividad antiproliferativa presente en la fracciébn 56 de Pittocaulon praecox

podria ser de accién selectiva.
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8.4. Actividad necrotica de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox en células no tumorales.

Para determinar si la fraccion 56 puede inducir de muerte necrdtica en cultivos de células
linfociticas humanas, se trataron a las concentraciones de ICso obtenidas para las células
tumorales y se evalué la actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos

celulares (Figura 12).
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Figura 12. Actividad de la enzima LDH presente en los sobrenadantes de células no tumorales tratadas
con la fraccién 56. Se cuantificé la actividad de la enzima LDH. Los datos obtenidos son representativos
de tres ensayos independientes, con tres repeticiones cada uno, los cuales fueron analizados con una
prueba ANOVA seguido de una prueba de Tukey (p<0.05 vs control).

Los valores mostrados en la figura 12 indican que la fraccion 56 no induce a las células linfociticas
a liberar la enzima LDH de manera significativa respecto al control, sugiriendo que no presenta
un efecto necroético en dichas células.
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9. Analisis de Resultados

Hoy en dia el cancer representa un importante problema de salud debido a sus altas tasas de
incidencia y mortalidad, tanto a nivel mundial como nacional (Secretaria de Salud, 2017). Esto
se debe a que la deteccion de esta enfermedad es en etapas muy avanzadas (cuando el tumor
ya se ha propagado por todo el organismo) y se recurre al uso de la quimioterapia. Ademas, los
efectos secundarios y las secuelas a largo plazo (que estan asociados a la toxicidad inespecifica
de los farmacos) son una fuente importante de preocupacién tanto para los pacientes como para
los médicos. Por ello se necesita con urgencia nuevos enfoques para mejorar la tolerancia y
reducir las secuelas de la quimioterapia contra el cancer (Avendafio y Menéndez, 2008; Nurgali
et al., 2018).

La valoracion de extractos de plantas ha generado un fuerte interés para la busqueda de
compuestos con actividad antineoplasica, de baja citotoxicidad y de accion selectiva. De hecho,
el 67% de los medicamentos contra el cancer son productos naturales o derivados de productos
naturales y mas de 200 medicamentos derivados de productos naturales se encuentran en
desarrollo preclinico o clinico (Ghantous et al., 2010). Algunos compuestos que se encuentran
en los extractos de las plantas son los sesquiterpenos y entre ellos, los sesquiterpenos de tipo
eremofilano, presentes en la familia Asteraceae. Debido a las caracteristicas estructurales Unicas
y varios grupos funcionales, estos compuestos poseen una serie de actividades biolégicas como
anti-hiperglucémica, fungicida, antitumoral, antibacteriano y antiinflamatorio, que han recibido un

interés creciente en los ultimos afios (Gonzalez, 2010; Hou et al., 2014).

Dentro de la familia Asteraceae, el género Pittocaulon también conocido como “palo loco” son
arbustos o arboles pequefios resinosos de tallos gruesos, hojas caducas e inflorescencias
terminales corimbosas (Gonzélez, 2010). Este grupo de plantas se utilizan en la medicina
tradicional mexicana contra el reumatismo y para curar heridas, ademas gracias a diferentes
estudios fitoquimicos se han aislado e identificado diferentes compuestos como los alcaloides
pirrolizidinicos, eremofilanos y flavonoides, asi como también se ha reportado la actividad
antifingica y antibacteriana de extractos de Pittocaulon praecox, Pittocaulon bombycophole y

Pittocaulon hintonii (Gonzalez, 2010; Marin-Loza et al., 2008).

Pittocaulon praecox es la especie mas ampliamente distribuida del género y la mas estudiada
guimica y morfolégicamente. Existen varios estudios quimicos de esta especie, donde se han

aislado diferentes compuestos como los eremofilanos (Gonzales, 2013). Entre los cuéles
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Gonzales (2019), se ha identificado en la fraccion 56, diferentes furanoeremofilanos. En la
mayoria de los estudios realizados se muestra Unicamente la actividad citotoxica de los

eremofilanos sin presentar mayor informacion sobre su actividad antitumoral.

En este trabajo se observé que la fraccion 56 de Pittocaulon praecox posee actividad
antiproliferativa sobre las células tumorales, lo cual coincide con otros estudios realizados por
Beattie et al., (2011) y McDonald et al., (2004) que también evaluaron diferentes eremofilanos en
lineas celulares tumorales y es importante mencionar que Agull6-Ortufioa et al., (2017) encontré
gue existe un patrén de sustitucion en los C-1, C-6 y C-8 por un metoxilo, de los eremofilanos
estudiados, que se piensa cumplen un papel importante en la citotoxicidad selectiva contra lineas
celulares tumorales humanas, lo cual podria ser un requisito estructural biolégico importante que

puede proporcionar una nueva base para el disefio de nuevos compuestos antitumorales.

Adicionalmente, se encontré que las ICg, obtenidas para las células tumorales HeLa, MDA-MB-
231 y SK-LU-1 hay un porcentaje bajo de liberacion de la enzima LDH, lo cual indica que hay
dafio en la membrana celular y por lo tanto presenta baja actividad necrética. Pero este
porcentaje es bajo en comparacion de muchos quimioterapéuticos que se utilizan hoy en dia
como es el caso del cisplatino que produce nefrotoxicidad (Hanigan y Devarajan, 2003). Ademas,
una muerte necrdtica puede liberar HMB1, estas moléculas liberadas reclutan células inmunes,
contribuyendo a la inflamacion y metastasis durante el desarrollo del tumor y la terapia contra el

cancer (Lee et al., 2018).

Por estas razones se ha recurrido a buscar compuestos que tengan actividad apoptética y en el
caso de la fraccion 56, ademas de presentar actividad antiproliferativa con baja actividad
necrotica, también induce a las células tumorales a una muerte apoptoética, indicando que la
fraccion 56 induce a las células tumorales a ser eliminadas por un proceso apoptético. Estos
resultados concuerdan con el trabajo de Fang, et al., (2018), quien reportd6 que algunos
eremofilanos eran capaces de inducir una muerte apoptética en células tumorales ACHN. Sin
embargo, como se puede observar en la Figura 10, en algunos casos el porcentaje de células
positivas a la caspasa-3 activa es muy bajo, sugiriendo que la apoptdsis no es el Unico
mecanismo por el cudl las células tumorales son eliminadas y esto coincide con lo reportado por
Yuan et al., (2015), quien observé que los eremofilanos estudiados indujeron la detencién del

ciclo celular en la fase G2/M en las células MDA-MB-231.
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Con respecto a la actividad selectiva, es relevante resaltar que la fraccion 56 no afectd el
potencial proliferativo de células linfociticas, sugiriendo que esta fraccién presenta una accién
selectiva, la cual concuerda con el trabajo de Neganova et al., (2020), donde el eremofilano
estudiado no tuvo ningun efecto secundario toxico en células sanas. La importancia de estos
ensayos radica en que los gquimioterapéuticos utilizados hoy en dia, de acuerdo a Luna et al.,
(2017) son poco selectivos y su aplicacion indiscriminada tanto en tejidos sanos como enfermos

provoca efectos secundarios devastadores que pueden ser severos y cronicos.

Como ya se ha mencionado una limitante de la quimioterapia es la resistencia de las células
tumorales a los medicamentos, la cual esta relacionada con la sobreexpresion de la
glicoproteina-P (PGP) (Avendafio y Menéndez, 2008; Gomez et al., 2002). Por esta razon, es
importante mencionar que se ha encontrado que algunos eremofilanos fueron capaces de inhibir
selectivamente el crecimiento tumoral de la glucoproteina-P (PGP) que sobre-expresa la linea
celular KB-VIN resistente a multiples farmacos (MDR) (Yuan et al., 2015). Ademas, Van-Haaften
etal., (2011) reporta que en modelos in vivo se observo una diferencia entre los ratones tratados
con cisplatino, los cuales se encontraban en mal estado al perder mucho peso y se terminaban
sacrificando, en comparacion con los ratones tratados con un eremofilanoide, que se
mantuvieron por un periodo de tiempo mucho mas largo. Estos estudios resaltan propiedades

gue poseen algunos eremofilanos con prometedor potencial terapéutico contra el cancer.

La actividad selectiva de la fraccibn 56 aunado a su actividad antiproliferativa en las lineas
tumorales, asi como su baja actividad necrética, sugiere que esta fraccibn es un candidato
interesante para ser estudiada en modelos in vivo con el propésito de establecer su actividad

antitumoral y su potencial terapéutico.

Para finalizar es importante mencionar que encontrar nuevos compuestos bioactivos es solo el
primer paso en un camino largo y costoso para las aplicaciones clinicas. Los resultados de este
trabajo fueron realizados en modelos in vitro, sin embargo, estos tienen que ser validados en

modelos animales y finalmente en estudios clinicos.
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10. Conclusiones.

e La fraccion 56 de Pittocaulon praecox inhibe la proliferacién de las células tumorales
HelLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 a concentraciones de ICso de 16.52 pg/mL, 12.53 ug/mL
y 14.5 pyg/mL para cada linea respectivamente

e Lafraccion 56 de Pittocaulon praecox posee baja actividad necrética en células tumorales
a las concentraciones de ICso determinadas para las lineas HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-
1.

e La fraccion 56 de Pittocaulon praecox induce cambios morfélogicos caracteristicos de
una muerte celular por apoptosis, ademas de la presencia de caspasa 3 activa en células
tumorales.

e Las ICso de la fraccion 56 de Pittocaulon praecox no efecta la proliferacion de células
linfociticas de humanos y no induce un proceso de muerte necrética.
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12. Apendice

Preparacion de reactivos
e Medio de cultivo RMPI-1640

RMPI-1640 (Laboratorio Microlab) 10.43 g/L
NaHCO: (SIGMA, USA) 24

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCI 1N y
se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de filtrado en vacio

a raves de una membrana con poro de 0.22 ym. Se almacena a 4°C.

El medio de cultivo se complementa con suero de neonato bovino (SNB), en la proporcion
requerida y posteriormente es nuevamente filtrado en vacio a través de una membrana con poro

de 0.22 ym. Se almacena a 4°C.

e Desactivacion del suero.

Una botella de suero de neonato bovino (SNB) se coloca en bafio de agua a temperatura
ambiente para ser descongelado, posteriormente se coloca a bafio maria a 57°C durante 30

minutos. Posteriormente es trasvasado en alicuotas de 50 mL para su mejor manipulacion.

e Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiol6gicas estables durante periodos
cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los componentes
se diluyen en un volumen final de 1000 mL de agua bidestilada.

Cloruro de sodio (SIGMA, USA) 8.00¢g
Cloruro de potasio (SIGMA, USA) 0.20¢g
Fosfato monoéacido de sodio (SIGMA, USA) 2169
Fosfato diacido de potasio (SIGMA, USA) 0.20 g

Los reactivos en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCI 1N y se
afora a un volumen final de 1000 mL. Esta solucion se filtra por medio de filtros de membrana
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con diametro de 42 uym, la solucién se esteriliza a una presién de 1.20 kg/cm?y temperatura de

120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta el momento de su uso.

e Verseno
Esta solucion se emplea para despegar las células tumorales HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1
adherentes y funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las

uniones celulares. Para su preparacion se utiliza:

Etilen-diamen-tetra-acético EDTA (SIGMA, USA) 0.4g

Cloruro de sodio (NaCl) (SIGMA, USA) 8.0¢g
Cloruro de potasio (KCI) (SIGMA, USA) 04¢
Tris (SIGMA, USA) 3.04¢g

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada, se ajusta el pHa 7.7 con HCI1 Ny
se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucién se esteriliza a una presion de 1.20 kg/cm?y

temperatura de 120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta el momento de su uso.

e Solucidn cristal violeta (0.1%)

Para preparar 500 mL de cristal violeta en una concentracion 0.1% se requiere previamente
preparar una solucion amortiguadora de acido formico 200 mM con un pH 6. Posteriormente se
adiciona el cristal violeta, se solubiliza y se filtra usando papel Whatman nimero 2. Se almacena

a temperatura ambiente.

Hidroxido de sodio (NaOH) (SIGMA, USA) 1.98 g
Acido Férmico (SIGMA, USA) 2.14 g
Cristal Violeta (SIGMA, USA) 05¢g

e Glutaraldehido (1.1%)
A 1.57 mL de glutaraldehido (70% v/v) se le agrega 98.43 mL de agua bidestilada y se almacena

a una temperatura de 4°C.
Solucién de acido acético (10%)

A 10 mL de &cido acético (J. T. Baker) se le agrega 90 mL de agua bidestilada
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e Camptotecina
Se disuelven 5 mg de camptotecina de 1 mL de DMSO. Se almacena a temperatura ambiente

e Paraformaldehido al 2%

Se calienta en bafio maria a 60°C 20 mL de PBS y se agregan 0.4 g de paraformaldehido, una

vez disuelto, se coloca la solucién en hielo.
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