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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad comun y letal a nivel global. La etiologia
de este cancer frecuentemente es asociada con eventos inflamatorios presentes en
enfermedades comunes. Diversos estudios experimentales, clinicos y epidemioldgicos
sugieren que agentes antiinflamatorios son terapias prometedoras: dicho antecedente ha
facilitado la investigacion y desarrollo de nuevas moléculas coadyuvantes al tratamiento
de este cancer. Se han logrado aislar diversos compuestos de Heterotheca inuloides
(arnica mexicana), entre ellos los cadalenos, derivados que a la vez han sido modificados
afiadiendo un grupo carbamato en el carbono siete sustituyendo a un grupo hidroxilo.
Siendo el 7-hidroxicadaleno y el 7-hidroxi-3,4-hidrocadaleno los compuestos naturales,
asi como como el fenilcarbamato de 7-cadalenoilo y el fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-
cadalenoilo los compuestos seminaturales que se evaluaron con el fin de determinar la
actividad citotoxica en células de adenocarcinoma colorrectal (HCT-15). Se determind la
viabilidad celular de cada uno de los compuestos, la ICs0 resultante del fenilcarbamato
de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo fue de 0.25 puM, siendo este el mas prometedor debido a la
mejor actividad citotoxica concentracion-tiempo que presenté en comparacion con los
demas compuestos. Dicha efectividad se atribuye al grupo carbamato, el cual se ha
reportado que mejora la estabilidad quimica y su capacidad de penetrar la membrana
celular. Las lesiones displasicas por lo general son precursoras del CCR vy se
caracterizan por la proliferacion excesiva de las células, por lo que se puso a prueba la
capacidad antiproliferativa del compuesto seleccionado. La actividad proliferativa de
HCT-15 se vio afectada aproximadamente un 40% con respecto al control, demostrando
reducir la tasa de division celular satisfactoriamente. De igual forma la tasa de migracion
ejercio un evidente efecto inhibitorio. En la prediccién in silico, los cuatro compuestos,
presentaron probabilidad de ser antiinflamatorios, en especial los naturales, sin embargo,
los seminaturales también presentaron actividad clave como la probable estimulacion del
Factor Nuclear Eritroide 2 (Nrf2), y la inhibicién del Factor Inducible por Hipoxia (HIF1A).
El perfil citotéxico primario de los cuatro compuestos permiti6 seleccionar al mas
prometedor, siendo el fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo el cual mostré efectos
relevantes en la inhibicion de la viabilidad, proliferacion y migracion celular, en conjunto
con la prediccién in silico el cual de forma tedrica de la actividad biolégica sientan las
bases para un estudio mas especifico en el futuro, con el fin de elucidar su mecanismo

de accion.



INTRODUCCION

El CCR inicia y tiene lugar en colon o recto, considerandose una enfermedad
heterogénea que surge a partir de multiples vias tumorigénicas. Los adenocarcinomas
de colon y recto son consecuencia de una progresion gradual del tejido normal al
epitelio displasico y al carcinoma, esto se conoce como secuencia adenoma-
carcinoma. Este cancer es considerado un problema de salud publica mundial, ya que
ocupa el tercer lugar del cancer mas mortal en todo el mundo y el cuarto mas
comunmente diagnosticado (Sierra MS, Forman D., 2016) (Rawla P., 2019; Macrae
A., 2020). Por lo general los casos de CCR son esporadicos, factores ambientales,
asi como genéticos contribuyen al riesgo de desarrollarlo. Ademas, el cancer
colorrectal esta estrechamente relacionado con la inflamacién del colon y recto, por
lo que también es un factor de riesgo importante. Pacientes con enfermedades
inflamatorias del intestino, colitis ulcerosa, o colitis de Crohn tienen un mayor riesgo
de desarrollar CCR(Thomas A. Uliman, Steven H. Itzkowitz, 2011).

Estudios experimentales, clinicos y epidemiolégicos sugieren que agentes
antiinflamatorios son terapias prometedoras, esto ha facilitado la investigacion y
desarrollo de nuevas moléculas coadyuvantes al tratamiento de este cancer.
Actualmente se sigue estudiando una planta con alta relevancia etnofarmacoldgica:
Heterotheca inuloides, es decir: arnica mexicana, la cual se conoce por su actividad
antiinflamatoria, antioxidante, citotoxica, antimicrobiana, inhibidora de la peroxidacion
lipidica y antiparasitaria. (Rodriguez-Chavez, et. al., 2017) Estudios fitoquimicos han
logrado aislar varios constituyentes de H. inuloides principalmente sesquiterpenos tipo
cadinanos, flavonoides y fitoesteroles. (Gené R., Segura L., 1998; Rodriguez-Chavez,
Coballase U., 2015) Los cadalenos, derivados que a la vez han sido modificados
afiadiendo un grupo carbamato en el carbono siete sustituyendo a un grupo hidroxilo,
con el fin de mejorar su actividad, ya que el carbamato se emplea como sustituto del
enlace peptidico, lo que ofrece oportunidades para la modulacion de las propiedades
bioldgicas y la mejora de la estabilidad y las propiedades farmacocinéticas (Fig. 8)
(Egas V., et al., 2017). Siendo el 7-hidroxicadaleno y el 7-hidroxi-3,4-hidrocadaleno
los compuestos naturales, asi como como el fenilcarbamato de 7-cadalenoilo y el
fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo los compuestos seminaturales que se
evaluaron en el presente trabajo como posible tratamiento coadyuvante contra este

problema de salud publica.



MARCO TEORICO

1. Céancer

1.1 Generalidades

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por la division
incontrolada de células anormales producto de cambios genéticos o epigenéticos, y
gue pueden invadir tejidos cercanos e incluso otras partes del cuerpo (National
Cancer Institute, 2015).

Cuando ocurre un proceso canceroso en un individuo, las fases del ciclo de vida de
las células se alteran, particularmente en la transicion de las fases G1/S donde
ocurren la mayoria de los defectos relacionados con el cancer, y a medida que se
vuelven mas anormales, estas células pueden dividirse sin detenerse y de ese modo
formar una masa anormal de tejido llamado tumor (aunque en algunos tipos de
cancer, como leucemia, no forma tumores sodlidos). Dichos tumores pueden ser
clasificados como benignos y cancerosos 0 malignos, éstos ultimos tienen
potencialmente la capacidad de crecer y diseminarse a otras partes del cuerpo,
proceso conocido como metastasis que, a diferencia de dichos, un tumor benigno sélo
puede crecer sin diseminarse (Molinari M.,2000; National Cancer Institute, 2015;
Weinberg R., 2014).

Lo que caracteriza dicho proceso canceroso son un conjunto de anomalias que
conlleva al cambio morfologico, funcional, asi como la alteracion del ciclo de vida de
las células normales produciendo de esta forma células neoplasicas las cuales, segun
Hanahan y Weinberg (2011), poseen las siguientes caracteristicas distintivas o
hallmarks: sefializacion proliferativa constante, evasion de los supresores de
crecimiento, resistencia a la apoptosis, inmortalidad replicativa, promocion de la
angiogénesis, invasion y metastasis, evasion del sistema inmune y desregulacion del
metabolismo energético. También se ha descrito que la inestabilidad gendmica e
inflamacion son caracteristicas que permiten el desarrollo tumoral y favorecen o
facilitan la manifestacion de los hallmarks mencionados (Hanahan D., Weinberg R.
A.,2011).
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Figura 1. Hallmarks o caracteristicas distintivas del cancer.
(Adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011)

Inflamacién promovida
por el tumor

1.2 Tipos de cancer

El cancer suele describirse segun el tipo de célula en el que se origind el tumor, que
incluyen:

Carcinoma, es aquel que tiene como origen células epiteliales, es el tipo mas comudn
de cancer y dentro de éstos encontramos a los adenocarcinomas, que son aquellos
gue tienen origen en estructuras glandulares de tejido epitelial. Entre ellos estan los
carcinomas de células escamosas, carcinomas basocelulares y carcinomas de
células de transicion (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al., 2000).

Sarcoma, surge a partir de células mesenquimales que conforman el tejido conectivo
y que por lo tanto pueden desarrollarse en huesos y tejidos blandos, incluidos
musculos, tejido adiposo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y tejido fiboroso como
tendones y ligamentos (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al., 2000).

Leucemia, este tipo de cancer al igual que los linfomas y mielomas no forman tumores
solidos. Su origen radica en la acumulacién de glébulos blancos anormales (Lodish
H, Berk A, Zipursky SL, et al., 2000).

Linfoma, la acumulacién de linfocitos anormales en el sistema linfatico da lugar a esta
clase de cancer (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, et al., 2000).



1.3 Proceso carcinogénico

El desarrollo del cancer o carcinogénesis es un proceso complejo que consta de
multiples etapas y estad caracterizado por alteraciones genéticas, que incluyen
anomalias cromosémicas, mutaciones genéticas y cambios epigenéticos que alteran

el crecimiento y la division celular normal (Peng, F., et. al. 2016).

Las etapas que generalmente conforman dicho proceso son: iniciacion, promocion,
progresion y metastasis.

La iniciacion implica la alteracion, mutacién o cambios genéticos que ocurren como
consecuencia de diversos eventos multifactoriales, surgiendo espontdneamente o
inducidos por la exposicion a un agente carcinogénico. Estas alteraciones genéticas
pueden dar lugar a la desregulacion de las vias de sefalizacion bioquimica asociadas
con la proliferacion, supervivencia y diferenciacién celular, que pueden verse influidas
por varios factores, incluida la tasa y el tipo de metabolismo carcinogénico, asi como
la respuesta de la funcion de reparacion del ADN (Siddiqui I., Vanna S., et. al., 2015;
Weston A, Hatrris C., 2003).

También se ha descrito que cambios epigenéticos ocurren como eventos tempranos
en la carcinogénesis. La metilacion del ADN de las regiones promotoras de genes
puede silenciar transcripcionalmente genes supresores de tumores que cumplen la

funcion de inhibir la proliferacion celular (O'Connor, C. M. & Adams, J. U., 2014).

Por otro lado, la promocion se refiere a la expansion clonal de células iniciadas,
transformadas o preneoplasicas, es decir, aquellas que han sufrido cambios en su
material genético. Estas células son susceptibles a promotores de tumores, los cuales
promueven la proliferacion, alterando el equilibrio celular y por tanto produciendo una
poblacién mayor de células que esta en riesgo de sufrir mas alteraciones genéticas y
conversion maligna (Weston A, Harris C., 2003). Dichos cambios conducen a la
transformacion neoplasica, requiriendo exposiciones repetidas y prolongadas de los
estimulos promotores. Esta etapa generalmente es prolongada y reversible por lo que
agentes quimiopreventivos pueden alterar este proceso y afectar las tasas de
crecimiento (Siddiqui ., Vanna S., et. al., 2015).

La progresiéon comprende la expresion del fenotipo maligno. En este proceso, cambios

sucesivos en la neoplasia resultante provocan subpoblaciones celulares cada vez



mas agresivas. Dentro de las caracteristicas que comprende este proceso se puede
destacar la propensién de la inestabilidad genémica y el crecimiento descontrolado.
Durante esta etapa pueden ocurrir mas cambios genéticos y epigenéticos incluyendo
nuevamente la activacion de protooncogenes y la pérdida funcional de genes
supresores de tumores. Como consecuencia se: pierde el control del crecimiento,
acelera la proliferacién, conduce a inestabilidad génica, evade la apoptosis y
promueve la metastasis (Weston A, Harris C., 2003; Valdespino-Gomez, Valdespino-
Castillo, 2011).

La metastasis implica la propagacion de células neoplasicas invadiendo tejidos
vecinos o a distancia a través del torrente sanguineo o el sistema linfatico. Ademas,
la metastasis puede implicar la capacidad de las células tumorales para secretar
proteasas que permiten la invasibn mas alla de la ubicacién inmediata del tumor
primario. La amplia gama de comportamientos alterados que subyacen a la
malignidad puede tener base en proteinas de superficie nuevas o0 variantes
producidas por las células malignas. Dichas estrategias forman parte del conjunto de
caracteristicas distintivas o hallmarks mencionados anteriormente que en conjunto
permiten el desarrollo tumoral y la diseminacion metastasica (Hanahan D., Weinberg
R. A., 2011; Weston A, Harris C., 2003; Civetta M., Civetta J., 2011).

Las enfermedades neoplésicas son por tanto una de las principales causas de muerte
en todo el mundo, de las cuales el cancer colorrectal ocupa el tercer lugar
(GLOBOCAN, 2018).

2. Cancer colorrectal

2.1 Definicién

El cancer colorrectal inicia y tiene lugar en colon o recto, considerdndose una
enfermedad heterogénea que surge a partir de multiples vias tumorigénicas. Los
adenocarcinomas de colon y recto son consecuencia de una progresion gradual del
tejido normal al epitelio displasico y al carcinoma, esto se conoce como secuencia
adenoma-carcinoma. Simultaneamente ocurren multiples alteraciones genéticas que
incluyen oncogenes, la activacion e inactivacion de genes supresores de tumores y

alteraciones en la reparacion de genes (Sierra MS, Forman D., 2016).
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2.1 Clasificacion

El cancer colorrectal puede ser clasificado con base en un criterio histolégico, de
acuerdo con la OMS en las siguientes categorias:

e Adenocarcinoma: es el mas frecuente y se caracteriza por la invasion de la
mucosa muscular hacia la submucosa y se clasifica de acuerdo al grado de
diferenciacion en tumores, moderados o poco diferenciados. Generalmente se
asocia con enfermedades inflamatorias cronicas.

e Adenocarcinoma mucinoso: se designa de esta forma sélo si la lesidon esta
compuesta por arriba de un 50% de mucina.

e Carcinoma de células en anillo: se caracterizan por una vacuola de mucina que
llena el citoplasma y desplaza al nucleo.

e Carcinoma de células pequefias: es muy inusual ya que tiene caracteristicas
de carcinoma escamoso y adenocarcinoma.

e Carcinoma medular: se caracteriza por laminas malignas, ndcleo vesicular y
nucleolos prominentes, se le considera inusual.

e Carcinoma indiferenciado: este tipo carece de evidencia morfologica de
diferenciacion (Hamilton, S., Aaltonen, L., 2000).

La clasificacion de los estadios del cancer colorrectal también es importante, pues de
acuerdo con ello se asigna el tipo de tratamiento adecuado a cada paciente. El
tratamiento a eleccion toma como referencia la clasificacion TNM (tumor, ganglio,
metastasis, por sus siglas en inglés), asi mismo se puede clasificar los estadios
mediante las etapas O, I, II, lll o IV. Existen subtipos mas especificos de las etapas
primarias, por ejemplo, la etapa Il se puede dividir en etapas lla, llb o lic, y el subtipo
de etapa puede afectar las opciones de tratamiento. La efectividad de un tratamiento
puede depender de la etapa en el momento del diagnostico (National Cancer Institute,
2020; Bethesda M., 2020).

El estadio 0 se caracteriza por la presencia de células anormales en la mucosa (capa
mas interna del colon y recto). Es la etapa mas temprana de este tipo de cancer y se
le conoce como carcinoma in situ o carcinoma intramucoso.(Bethesda M., 2020)

En el estadio o etapa | el tumor invade las capas mas externas de la pared del colon
0 recto como la submucosa, sin atravesar la capa muscular y sin diseminacién a

ganglios linfaticos.
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En el estadio IIA se observa la presencia del tumor en capas musculares
diseminandose hacia tejido pericolorectales sin propagacion a ganglios linfaticos;
mientras que en el 1IB se observa invasion del tumor a través de areas de inflamacion
hasta la superficie del peritoneo visceral (National Cancer Institute, 2020; Bethesda
M., 2020).

Durante el estadio Ill, el tumor invade de la mucosa hacia la submucosa
extendiéndose hacia las capas mas externas de la pared del colon o recto, invadiendo
de igual forma la capa de musculo y disemindndose a ganglios linfaticos.
Dependiendo de la subclasificacion (l11A, 1B, 11IC) de este estadio puede haber de 1
a 7 o mas ganglios linfaticos regionales positivos a depositos tumorales. Ademas, el
tumor también puede invadir directamente o se adhiere a Organos o estructuras

adyacentes (National Cancer Institute, 2020; Bethesda M., 2020).

Finalmente, en el estadio 1V del cancer colorrectal, el tumor puede crecer mas en la
pared de colon y recto, diseminandose a distintas partes de peritoneo. Su
subclasificacion depende la de las caracteristicas especificas de la disposicion
espacial del tumor entre la pared, asi como el nUmero ganglios linfaticos cercanos y
distantes invadidos. En esta etapa no es posible evaluar el tumor primario, ademas

se identifica metastasis a dos 0 mas sitios u 0rganos sin metastasis peritoneal.
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Figura 2. Estadios del cancer colorrectal.

Las etapas o estadios del cancer colorrectal estan clasificados de acuerdo a la distribucién del tumor a través de
la pared del colon o recto, asi como la invasién del numero de ganglios linfaticos cercanos o lejanos al tumor
primario. Finalmente, el estadio IV se caracteriza por ser la forma terminal del cancer colorrectal, provocando la
diseminacioén del cancer a otros érganos como higado o pulmén, entre otros (Adaptado de Seong B., 2015).

2.3 Epidemiologia

Actualmente el cancer colorrectal es una enfermedad comun y letal, es considerado
el tercer cancer mas mortal en todo el mundo y el cuarto mas comunmente
diagnosticado. Ademas, es el segundo cancer diagnosticado con mayor frecuencia
en mujeres y el tercero en hombres, con 1.8 millones de casos nuevos y casi 861,000
muertes en 2018, segun GLOBOCAN, base de datos de la Organizacion Mundial de
la Salud (Rawla P., 2019; Macrae A., 2020).

El CCR es la tercera forma de céancer diagnosticado con mayor frecuencia a nivel
mundial y comprende el 11% de todos los diagnosticos con cancer. Para ese afio se
estimé una cifra de 1 284 207 casos incidentes en todo el mundo. EI CCR es el mas
comun en paises desarrollados y en hombres.

Ademas, es considerado el segundo cancer mas mortal en el mundo, con una cifra

estimada de 880 792 muertes para el 2018 (ultima fecha actualizada). Siendo el
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cancer de colon el quinto cancer mas mortal con 551.000 muertes proyectadas para
2018, lo que representa el 5.8% de todas las muertes por cancer, mientras que el
cancer de recto es el décimo méas mortal, con 310.000 muertes, lo que constituye el
3.2%. En conjunto el CCR constituye aproximadamente el 9% de todas las muertes
por cancer (WHO Global Cancer Observatory (GCO) data, 2018; Rawla, 2019).

Mumero estimado de casos incidentes y muertes en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades.
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Figura 3. Cifras estimadas por afio de casos y muertes por distintos tipos de cancer en ambos sexos y
en todas las edades.

Se puede observar que el cancer colorrectal se posiciona en el tercer lugar en la mayor incidencia, mientras que
la mortalidad de este cancer se posiciona en el segundo lugar (Adaptado de International Agency for Research on
Cancer, 2018).

Por otra parte, en México se diagnostican cerca de 15 mil casos nuevos de personas
con cancer de colon y/o recto cada afio, lo que representa un verdadero problema de
salud publica ya que ademas las proyecciones apuntan que al final de la década habra
un aumento relevante(IMSS,2019; Reynoso N., 2017).

2.4 Factores de riesgo

La mayoria de los casos de CCR son esporadicos, y los factores ambientales y
genéticos son importantes como factores de riesgo. La dieta y el estilo de vida
contribuyen en gran medida como factores de riesgo para el desarrollo de cancer
colorrectal, incluyendo el abuso en el consumo de alcohol, el tabaquismo, una dieta
no saludable baja en fibra, o una dieta alta en carnes rojas, obesidad, y sedentarismo

(American Cancer Society, 2017).
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Sin embargo, los factores genéticos también contribuyen de manera significativa al
desarrollo de este padecimiento. A continuacion, se muestran mutaciones genéticas
asociadas al desarrollo de multiples tipos de polipos: poliposis adenomatosa (gen
APC y gen MYH), poliposis hamartomatosa (STK11 en el sindrome de Puetz-Jeghers,
SMAD4 y BMPR1A en poliposis juvenil, PTEN en el sindrome de Cowden). Por otro
lado, lo que parece ser un cancer hereditario, el cual frecuentemente no se presenta
con multiples polipos, como el cancer colorrectal hereditario no polipésico (HNPCC o
Sindrome de Lynch), es causado por variantes en los genes de reparacion del mal
apareamiento del ADN (“mismatch repair genes”, MMR), que son MSH2, MLH1,
MSH6 y PMS2 (Weitz, J., Koch, M., et. al. 2005; Patrick M Lynch, 2017).

Existe evidencia de que este tipo de cancer est4 estrechamente relacionado con la
inflamacion del colon y recto, por lo que también es un factor de riesgo importante.
Pacientes con enfermedades inflamatorias del intestino (EII), colitis ulcerosa (CU) o
colitis de Crohn tienen un mayor riesgo de desarrollar CCR. Este aumento en el riesgo
es mas probable que resulte de una inflamacién cronica de la mucosa gastrointestinal
gue de una clara predisposicion genética (Thomas A. Ullman, Steven H. Itzkowitz,
2011).

2.5. Tratamientos

El tratamiento del CCR se basa en la ubicacion y el estadio del tumor al momento del
diagnostico. Por lo general la extirpacién quirargica del tumor y ganglios linfaticos
cercanos es el tratamiento para el CCR en estadios tempranos (estadio | o Il),
mientras que para los pacientes en etapas avanzadas la quimioterapia solo o en
conjunto con radioterapia son administradas antes o después de una cirugia.

El tratamiento del CCR la mayoria de veces es complejo, por eso es comudn que
durante su tratamiento pacientes en los estadios IIA y 1B pueden recibir quimioterapia
adyuvante, asi mismo a los pacientes con cualquier tipo de enfermedad en estadio Il

se les debe ofrecer quimioterapia adyuvante después de cirugia (Steinberg M., 2009).

Diversos regimenes de quimioterapia son utilizados como tratamiento para este
padecimiento en sus diferentes etapas. Los medicamentos comunes que se usan en
varias combinaciones incluyen capecitabina, fluorouracilo / leucovorina, oxaliplatino,

irinotecan y bevacizumab (Steinberg M., 2009).
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3. Carcinogénesis asociada a la inflamacion en cancer colorrectal

El desarrollo de céncer colorrectal puede surgir de distintos mecanismos
carcinogénicos ya sea independientemente o en conjunto. Actualmente esta
ampliamente aceptado que la inflamaciéon conduce a la tumorigénesis (Thomas A.
Ullman, Steven H. ltzkowitz, 2011).

La relacion inflamacion-cancer puede estar dada por dos vias: la via extrinseca,
impulsada por afecciones inflamatorias que aumentan el riesgo de cancer (como la
Ell); y la via intrinseca que esta impulsada por alteraciones genéticas que causan
inflamacion y neoplasia (como la activacion de oncogenes) (Coussens, L. M., Werb,
Z.,2002).

Se conoce que la via intrinseca es activada por eventos genéticos que causan
neoplasias, que incluyen la activacion de oncogenes por mutaciones,
reordenamientos o amplificaciones cromosémicas y la inactivacion de genes
supresores de tumores. Cuando las células se transforman de esta manera producen
mediadores inflamatorios, de tal forma que generan un microambiente inflamatorio en
tumores para los que no existe una afeccion inflamatoria subyacente, como en el CCR
esporadico o hereditario (Coussens, L. M., Werb, Z., 2002).

Por otro lado, en la via extrinseca, las condiciones inflamatorias o infecciosas (es el
caso de las enfermedades inflamatorias del intestino incluyendo la EC y la CU),
aumentan el riesgo de desarrollar cancer en sitios anatdmicos como colon y recto a
menudo involucrando multiples areas de estos, provocando un “efecto de campo” mas
amplio en comparacion con el CCR esporadico o hereditario donde las displasias son
focales (Rubin D., et al., 2012; Mantovani A. et al., 2008).

Estas vias llegan a converger de modo que resultan en la activacion de factores de
transcripcion, principalmente el factor nuclear-kB (NF-kB), el transductor de sefial y
activador la de la sefial 3 (STAT3) y el factor inducible por hipoxia 1 a (HIF1a), en
células tumorales (figura 4). Dichos factores de transcripcion coordinan la produccién
de mediadores inflamatorios, incluidas citocinas y quimiocinas, asi como la

produccion de ciclooxigenasa 2 (COX2), encargada de metabolizar el acido
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araquidoénico en prostaglandinas, que, en una mayor expresion, afecta la proliferacion
celular, la apoptosis e induce angiogénesis. Estos factores en conjunto reclutan y
activan varios leucocitos, en su mayoria células mielomonociticas. Las citocinas
activan los mismos factores de transcripcion clave en las células inflamatorias, las
células estromales y las células tumorales, que en consecuencia producen mas
mediadores inflamatorios generando un microambiente inflamatorio relacionado con
el cancer (figura 4) (Thomas A. Ullman, Steven H. Itzkowitz, 2011; Rubin D., et al.,
2012; Mantovani A. et al., 2008).

Los mecanismos especificos de la inflamacion convergente de ambas vias que resulta
en carcinogénesis continlan siendo estudiados, sin embargo, se ha encontrado
evidencia que la inflamacion interviene en muchas vias (figura 4), incluida la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). La
expresion de citocinas y quimiocinas por parte de las células inmunitarias, aumentan
el riesgo de mutagénesis, asi como las interacciones entre células madre
transformadas y el microambiente local del tumor, incluidas las células inmunitarias y
miofibroblastos (Berdasco M., Esteller M., 2010).

A diferencia de la mucosa normal del colon, el estado inflamatorio de dicho tejido
promueve cambios genéticos como inestabilidad cromosomica, microsatélites
inestables e incluso hipermetilacion del ADN, antes de que haya una evidencia
histologica de displasia o cancer (Hanahan D., Weinberg R. A.,2011).

Las lesiones displasicas por lo general son precursoras del desarrollo del CCR, en el
tipo esporadico, comunmente suelen ser poélipos adenomatosos (adenoma). Por otro
lado, pacientes con enfermedades inflamatorias del intestino, desarrollan lesiones
displasicas que pueden ser polipoides, planos, localizados o multifocales. Estos son
considerados marcadores de inflamacién del colon y representan un mayor riesgo de

neoplasia (Ullman T., Itzkowitz S., 2011).

17



Via extrinseca Via intrinseca

Inflamacién o infeccién Activacion de oncogenes

Factores de transcripcion (NF-kB, STAT3,
HIFla) activados en células tumorales

|

Quimiocinas, citocinas, prostaglandinas (y COX2)
producidas por células tumorales

!

Células inflamatorias
reclutadas

Células supresoras

Macrof
acrofago derivadas de mieloides

Eosindfilo l Neutrofilo
Factores de transcripcion activados (NF-
kB, STAT3, HIF1la) activados en células

inflamatorias, células estromales y células
tumorales

Produccion de quimiocinas, citicinas,
prostaglandinas (y COX2)

.

Relacién cancer-inflamacién

.

- Proliferacion célular, supervivencia y transicion célular epitelio-mesénquima
-Angiogénesis y linfagiogénesis

-Migracién de células tumorales, invasion y metastasis

-Inhibici6én de la inmunidad adaptativa

_Dacriiacta altarada a harmanac v anantac Animintaranioticae

Figura 4. Diagrama de las vias que conectan la inflamacién y el cancer.

(Mantovani et a., 2008)

3.1 Mecanismos implicados en la promocién del desarrollo del cancer
relacionados con la inflamacion

Kanda Y., et al. (2017), enlista al menos diez mecanismos en general involucrados en
la promocion del desarrollo del cancer relacionado con la inflamacion. Como se
menciond anteriormente, estos mecanismos suelen ser eventos consecuentes de
otros previos, formando una cadena de respuestas, sin embargo, el ubicar

individualmente los mecanismos pueden ser una buena opcion para visualizar los
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sitios y eventos que pueden ser blanco para un tratamiento o un agente

guimiopreventivo (Kanda Y., 2017; Belpomme D., 2007).

Estos mecanismos son:

l.

Il.
1.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.

Infiltracion de células inflamatorias

ROS

Oxido nitrico. (NO)

Reduccion de enzimas antioxidantes

Reduccion de antioxidantes

Activacion de NF- kB

Regulacién positiva de citocinas proinflamatorias
Regulacion a la baja de citocinas antiinflamatorias
Elevacion de quimiocinas

Induccion de ciclooxigenasa (COX)-2

Cuando existe dafio tisular, causado por diversos factores, provoca la infiltracién de

células inflamatorias (figura 5. i), la produccion de ROS (5. ii) y NO (5. iii) de origen

leucocitario que da como resultado estrés oxidativo / nitrativo (dafio del ADN,

peroxidacién de lipidos, modificacion de proteinas y, por tanto, mutacién). La

disminucién de las enzimas antioxidantes (iv) y antioxidantes no enzimaticos (v), que

eliminan las ROS, conduce a un aumento del estrés oxidativo. Para que la inflamacién

se vuelva cronica, es necesario un ciclo de retroalimentacidn positiva entre NF-kB (vi)

y citocinas proinflamatorias (vii). Las citocinas antiinflamatorias (viii) estan reguladas

a la baja en la carcinogénesis relacionada con la inflamacion, mientras que las

guimiocinas (ix) reclutan leucocitos en sitios inflamatorios. COX-2 ademas de ROS,

NO vy citocinas proinflamatorias, (x) promueve la proliferacién celular, la angiogénesis,
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e inhibe la apoptosis y la inmunovigilancia (Kanda Y. et al., 2017; Lambeth, J., 2004;
Robinson J., 2008).
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Figura 5. Visién integrada de los mecanismos involucrados en la promocién del desarrollo carcinogénico

En los recuadros rojos se muestran diez posibles dianas quimiopreventivas. Los factores que disminuyen se
muestran en los recuadros verdes. Las flechas puntiagudas indican promocion / activaciéon, mientras que las
flechas en forma de T indican supresién. (Adaptado de Kanda, et al., 2017)

3.2 Estrés oxidativo

Ademas de promover la inestabilidad cromosomica, microsatélites y la metilacion de
las islas CpG, la inflamacién contribuye a la carcinogénesis del colon al producir estrés
oxidativo. Puede referirse al estrés oxidativo como la produccién excesiva de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (RONS) en las células y tejidos. Cuando los sistemas
antioxidantes no puede neutralizarlas, provocan dafo celular y molecular tanto en el
ADN, como proteinas y lipidos (Visconti R., 2009; Bartsch H., Nair J., 2006).
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I. ROS

Las ROS, se refiere a un tipo de especies reactivas, que se caracterizan por ser
moléculas de vida corta, formado por la reduccion parcial de oxigeno molecular. Estas
pueden contener electrones desapareados (radical libre), sin embargo, no todas las
especies reactivas tienen esta naturaleza. Se sabe que algunas moléculas que tienen
todos sus electrones apareados, también pueden ser altamente reactivas, por lo tanto,
una especie reactiva puede ser un radical libre o no serlo (Moloney J., Cotter T., 2018;
Widlansky M., Gutterman, D., 2011).

En condiciones normales las ROS se producen como productos de procesos
metabdlicos enddgenos en la célula mediante la cadena respiratoria mitocondrial. Las
células aerdbicas producen ROS como consecuencia de la eficiencia de produccién
de energia mucho mayor que en organismos anaerdbicos, sin embargo, una
desventaja de la respiracion aerodbica es la fuga continua de electrones del O2 durante
la sintesis de ATP mitocondrial (Karihtala P., Soini Y., 2007). De hecho, del 1 al 5%
del oxigeno total consumido en el metabolismo aerdbico da lugar al anion superéxido
(O2 +-). Otros ejemplos de ROS son el peroxido de hidrogeno (H202), el radical
hidroxilo (OHe¢) asi como los peroxidos organicos como productos normales de
reduccioén bioldgica O2. Asi mismo, en condiciones hipoxicas, la cadena respiratoria
mitocondrial también produce 6xido nitrico (NO), que puede generar especies
reactivas de nitrégeno (RNS), que a su vez también puede producir otras especies
reactivas, como aldehidos reactivos inducidos por la peroxidacion de lipidos excesiva
(Shobha R., Andallu B., 2009; Klauning J., 2019).

Ademas de la cadena de transporte de electrones (CTE) en mitocondria, las ROS,
también son producidas en el reticulo endoplasmico por el sistema encargado del
metabolismo de xenobidticos y la introduccién de enlaces dobles en los &cidos grasos,
constituido por un grupo de citocromos, colectivamente conocidos como citocromo
P450, asi como por otras fuentes que involucran a las enzimas xantina oxidasas (XO),
NADPH oxidasas (NOX) y lipooxigenasas (LOX) (Di Meo et al., 2016; Bartsch H., Nair
J., 2006).

La primera linea de defensa que el organismo tiene contra las ROS son los
antioxidantes y complejos sistemas enzimaticos, que modulan el estado oxido-

reduccion (redox) en compartimentos celulares y extracelulares. Las mas importantes
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de estas enzimas incluyen superéxido dismutasas (SOD), glutation peroxidasas
(GPx), glutation reductasas, catalasa y peroxiredoxinas (Karihtala P., Soini Y., 2007,
Reuter et al., 2010).

Los ROS participan en la regulacion de procesos implicados en el mantenimiento de
la homeostasis celular, sin embargo, cuando se sobreproducen, el principal objetivo
de estas especies son las proteinas, lipidos y el ADN/ ARN. Las modificaciones
causadas en estas macromoléculas aumentan las posibilidades de mutagénesis y
cuando hay una exposicion prolongada pueden producir dafios a funciones y
estructura celular, incluso la induccidén de procesos necréticos y apoptosis. Ademas,
puede inducir mutaciones somdaticas y transformaciones preneoplasicas y
neoplasicas, asi como la proliferacion celular, generalmente en la iniciacién vy
progresion del cancer. Por lo tanto, las ROS estan involucradas en un amplio espectro
de enfermedades, incluida la inflamacion cronica, y una variedad de canceres
(Hussain T., 2016; Visconti R., 2009).

b. Participacion de los ROS en las vias de sefializacion inflamatorias

Diversos estimulos inflamatorios, como el exceso de ROS Y NOS producidas en el
metabolismo oxidativo y algunas sustancias naturales o sintéticas, inician el proceso
inflamatorio que resultan en la sintesis y secrecion de citocinas proinflamatorias.
Durante el proceso inflamatorio, los mastocitos y los leucocitos se reclutan al sitio del
dafo, que conduce a un evento conocido como “estallido respiratorio” debido a una
mayor absorcién de oxigeno provocando una mayor liberacién y acumulacion de ROS
en el sitio del dafio (Coussens, Werb, 2002; Reuter et al., 2010). La acumulacion
progresiva de ROS en el sito de dafio, por accién de mediadores solubles como
metabolitos de acido araquiddnico, citocinas y quimiocinas producidas por las células
inflamatorias, puede activar cascadas de transduccion de sefiales e inducir cambios
en los factores de trascripcion como factor nuclear kappa B (NF-kB), el transductor de
sefial y activador de la transcripcién 3 (STAT3), el factor inducible por hipoxia-1a
(HIF1-a), proteina activadora-1 (AP-1), factor nuclear de células T activadas (NFAT)
y factor-2 relacionado con NF-E2 (Nrf2), que regulan las respuestas inmediatas al
estrés celular. Induccion de ciclooxigenasa-2 (COX-2), 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS), expresion aberrante de citocinas inflamatorias [factor de necrosis tumoral
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(TNF), interleucina-1 (IL-1), IL-6 y quimiocinas, IL-8, el receptor 4 de quimiocinas CXC
(CXCR4)], asi como las alteraciones en la expresiéon de microARN especificos,
desempefian un papel en la inflamacién inducida por estrés oxidativo. Asi mismo,
mutaciones en p53 como consecuencia de RONS, suelen ser un evento temprano en
el proceso de carcinogénesis en el cancer asociado a colitis (CAC). Este evento
precede a la pérdida de heterocigosidad y esta altamente asociado con aneuploidia
(Ullman T., ltzkowitz S., 2011).

El microambiente inflamatorio/ oxidativo sostenido formado por estos eventos
conduce a un dialelo, ocasionando dafio a las células epiteliales y estromales vecinas
sanas. Si este estado permanece latente puede conducir a la carcinogénesis (Thomas
A. Ullman Steven H. Itzkowitz, 2011; Hussain T., 2016; Bartsch H., Nair J., 2006;
Reuter et al., 2010; Federico A., et al., 2007).

PPARY

STAT3 <{—J|
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HIF-1o

Figura 6. Representacion esquematica de varios factores de transcripcion modulados por especies
reactivas de oxigeno. (Reuter et al., 2010)

Posterior a un estimulo inflamatorio, el inicio de la carcinogénesis mediada por ROS,
puede ser directo (oxidacion, nitracion, halogenacién de ADN nuclear, ARN vy lipidos)

0 bien mediada por la activacion de vias de sefializacion por ROS.
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4. Heterotheca inuloides

Heterotheca inuloides Cass (Asteraceae), popularmente conocida como &arnica
mexicana es una planta endémica de México, utilizada usualmente en la medicina
tradicional mexicana para tratar enfermedades inflamatorias, fiebre y como

tratamiento topico para tratar contusiones y heridas.

Por sus propiedades, la etnofarmacologia, asi como la fitoquimica se ha encargado
de estudiar mas a fondo esta planta. Estudios fitoquimicos han logrado aislar varios
constituyentes de H. inuloides principalmente sesquiterpenos tipo cadinanos,
flavonoides y fitoesteroles (Gené R., Segura L., 1998; Rodriguez-Chavez, Coballase
U., 2015).

4.1 Composicion quimicay actividad biologica

Actualmente se han identificado mas de 140 compuestos de Heterotheca
inuloides mediante el empleo de diversas técnicas, incluidos sesquiterpenos,
flavonoides, fitoesteroles, triterpenos, derivados del acido benzoico y otros tipos de
compuestos.

Se ha reportado que estos constituyentes aislados, poseen una importante variedad
de propiedades bioldgicas, entre las que destacan su actividad antiinflamatoria,
antioxidante, citotoxica, antimicrobiana, inhibidora de la peroxidacion lipidica y

antiparasitaria (tabla 1).

Tabla 1. Principales compuestos aislados de los extractos de H. inuloides y sus propiedades
terapéuticas. (Adaptada de Coballase Urrutia, 2011)

Heterotheca inuloides Composicion quimica Propiedades terapéuticas

Extracto

Acetonico Acido cadalen-15-oico Antiinflamatorio
3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadalen-4-ona Inhibidor de los efectos COX-1 y
7-hidroxicadaleno COX-2
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno Antioxidante
1 a hidroxi-1(4H)-isocadalen-4-ona Inhibidor de la peroxidacion
Quercetina lipidica
Estigmasterol
B-sistoterol

Metandlico Quercetina Inhibidor de la actividad de la
Quercetina 3-0-glucésido tirosinasa
Kaempferol Antioxidante

Kaempferol-3-O-glucdsido
D-quiro-inositol

Espinasterol
Espinasterol-3-0-B-D-glucopirandsido
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno
7-hidroxicadaleno

Inhibidor de la peroxidacion
lipidica
Antiinflamatorio
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4.2 Sesquiterpenos tipo cadinanos

Los sesquiterpenos, asi como otras clases de terpenos son de interés significativo
debido a las funciones que desempefian en los sistemas bioldgicos y su utilidad para
usos humanos. Gran parte de ello se debe a su diversidad estructural que surge del
ensamblaje de los esqueletos de 15 carbonos que forman la base de todos los
sesquiterpenos. Por otra parte, se debe a la superposicion de los grupos funcionales
y sustituyentes sobre los andamios estructurales en distintas formas regionales y
estereoespecificas. Los sesquiterpenos pueden ser aciclicos o contener anillos,
clasificAndose en familias. Una de ellas son los cadinanos, que a su vez se clasifican
en una subfamilia de especial interés para este proyecto: los cadalenos (Figura 7)
(Chappell J., Coates M. R., 2010, Breitmeier, 2006, Sharma A., 2013).

A)

* Heterotheca
invloides

Extracto
aceténico/metandlico Polifenoles
Triterpenos Germacrano
Acidos grasos Cariofilanos
Fitoesteroles Guayanos

Sesquiterpenos Daucanos

Chamigranos

Eudesmanos Murolano
Bisabolanos Bulgarano

Cadinanos Amorfano
Calameneno
Cadalenos

Figura 7. Clasificacion de los compuestos aislados de Heterotheca inuloides. A). Representacion de la
estructura quimica base de un sesquiterpenos tipo cadinano. (Tomado de PubChem 2020)

Uno de los constituyentes mas representativos caracteristicos del género Heterotheca
son los cadinanos, los cuales son un tipo de sesquiterpeno que consta de una
decalina que tiene dos sustituyentes metilo en las posiciones 1y 6, y un constituyente
isopropilo en la posicion 4 (Figura 7A). Dentro de esta clasificacion encontramos a los
cadalenos, compuestos de interés para este trabajo (Figura 8.1, 8.2) (Coballase
Urrutia, 2011, PubChem, 2020).
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Figura 8. Productos naturales tipo cadinanos aislados de Heterotheca inuloides. 1) 7-hidroxi-3,4-
hidrocadaleno, 2) 7-hidroxicadaleno. (Egas V., 2015)

4.2.1. Cadalenos
Los cadalenos que se han logrado aislar y presentado mayor actividad biol6gica son
los compuestos 7-hidroxi-3,4-hidrocadaleno y 7-hidroxicadaleno (Figura 8.1 y 8.2).
Estos dos metabolitos fueron aislados por métodos cromatogréficos de la parte aérea
de H. inuloides (Egas V., 2015).

La actividad biologica que estos metabolitos presentan es principalmente
antiinflamatoria, antimicrobiana y antifingica, asi como inhibicion de la peroxidacion
lipidica y actividad citotOxica-anticancerigena. De esta Ultima, parece estar
involucrada en la activacién o inhibicién de distintas vias metabdlicas implicadas en
el desarrollo carcinogénico de distintos tipos de cancer, entre estos el colorrectal
(Egas 2015, Rodriguez-Chavez, et al., 2015; Rita de Cassia S., Sa, L., Damiao P.,
2015).
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Al parecer los compuestos 7-hidroxi-3,4-hidrocadaleno y 7-hidroxicadaleno muestran
actividad citotoxica-anticancerigena. Egas V. et al. (2015), reporté por primera vez
que el efecto de dichos compuestos puede estar involucrado en distintas vias de
factores de transcripcion como NF-kB, Nrf2 y STAT3, implicadas en procesos
carcinogénicos. Resultando el compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno con actividad
anti-NF-kB y activando la via antioxidante Nrf2, al igual que el compuesto parecido

estructuralmente, el 7-hidroxicadaleno (Egas 2017; Rodriguez-Chéavez, 2015).

Existen ademas compuestos seminaturales como fenilcarbamato de 7-cadalenoilo y
fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo, los cuales fueron semi sintetizados a
partir del 7-hidroxicadaleno y 7-hidroxi-3,4-hidrocadaleno respectivamente. En ambos
casos se sustituy6 el grupo hidroxilo por un fenilcarbamato en el carbono 7 con el fin
de mejorar su actividad, ya que el carbamato se emplea como sustituto del enlace
peptidico, lo que ofrece oportunidades para la modulacién de las propiedades
bioldgicas y la mejora de la estabilidad y las propiedades farmacocinéticas. (Egas V.,
et al., 2017, Ghosh K., Brindisi M., 2015).

a. N b. A
Z *|~ =
1) CH,CI, Bl st00 o \FEH
- | 2Ll L ] 1) CH,Cl, Y
\J\/T X 2)E . O AL~ HO | RT j 2)EtsN T
> = RN
o e R | I o, =
i N v 3] | ™ N=C=0 /\f\/J N \I/ 3) X /N:C =0 P .\_/__;J
N L/ -3 7 By N A
7-0H-3,4.DHC 7-(FC)-3.4-DHC 7-OH-C 7-(FC)-C

Figura 9. Sintesis de los compuestos seminaturales.
a. 7-(fenilcarbamato)-3,4-dihidrocadaleno (7-(FC)-3,4-DHC), a partir del compuesto natural aislado de H. inuloides

7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y b. 7-(fenilcarbamato)-cadaleno (7-(FC)-C), partir del compuesto natural 7-
hidroxicadaleno (7-OH-C) (Adaptado de Egas, et al.,2017).
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OBJETIVOS

Evaluar la citotoxicidad de compuestos naturales (7-hidroxicadaleno y 3,4-dihidro-7-
hidroxicadeleno) y seminaturales (fenilcarbamato de 7-cadalenoilo y fenilcarbamato
de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo) aislados de Heterotheca inuloides (arnica mexicana) en
la linea celular adenocarcinoma colorrectal (HCT-15) y la prediccion in silico del
compuesto mas prometedor con el fin de su estudio a futuro como terapia contra el

cancer colorrectal.

Objetivos particulares

Establecer la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los compuestos aislados
naturales y seminaturales de Heterotheca inuloides.

e Evaluar la proliferacion en la linea celular HCT-15 de céancer colorrectal
utilizando la ICso del compuesto con mayor actividad.

e Evaluar la migracién en la linea celular HCT-15 de céancer colorrectal
utilizando la ICso del compuesto con mayor actividad.

e Realizar la prediccion in silico de los espectros de actividad con relacion al
cancer colorrectal, del compuesto con la mayor actividad para su estudio
especifico posterior.

e Correlacionar las predicciones de las actividades del compuesto con mayor
actividad con posibles mecanismos de accion observados en los
experimentos.

HIPOTESIS

Se sabe que los compuestos derivados de Heterotheca inuloides poseen actividad
citotoxica potencial como tratamiento contra el cancer, por lo tanto, se espera que la
modificacion con un grupo carbamato tenga mejor efecto citotéxico en la linea celular
colorrectal HCT-15.
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METODOLOGIA

Cultivo y tratamiento celular

Se utilizé las lineas celulares HCT-15, derivadas de carcinoma colorrectal, asi como
células HelLa (células de cancer cervicouterino), COS (fibroblastos de rifion de mono)
y HEK-273 (células renales embrionarias), todas obtenidas de la American Type
Culture Collection (ATCC, UK). Se cultivé y mantuvo condiciones estandar: medio
Roswell Park Memorial Institute- 1640 (RPMI-1640l), con rojo de fenol, NaHCOs 2.0
g/L, enriquecido con suero fetal bovino al 10% y gentamicina 50 mg/mL en una
incubadora humidificada con 5% de CO2 a 37°C.

Determinacion de viabilidad celular por ensayo de MTT
Para determinar la citotoxicidad de los compuestos se utilizo el ensayo de MTT. Se
sembraron las células en microplaca de 96 pozos hasta alcanzar una confluencia del
80-90% durante 24 horas. Posteriormente se trataron las células con los cuatro
compuestos aislados (7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, 7-hidroxicadaleno, 7-
(fenilcarbamato)-3,4-dihidrocadaleno y 7-(fenilcarbamato)-cadaleno), asi como el
control positivo, Paclitaxel, empleando concentraciones crecientes (0.5, 1.0, 10.0,
25.0,50.0, 75.0 y 100 yM). Para el control positivo, se usé un rango adicional de (0.01,
0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.75,1 uM). Posteriormente se determind la viabilidad celular
mediante el ensayo de MTT (compuesto de la familia de las sales de tretrazolio,
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, MTT Sigma-Aldrich) a las 24,
48 y 72 horas posterior a la aplicacion del tratamiento. EI medio de cultivo fue
reemplazado por 100 yL de MTT (0.33 mg/mL) por pozo y se incubaron a 37°C en
una atmosfera humidificada con CO2 al 5% durante 30 minutos en ausencia de luz.
Se deseché cuidadosamente el sobrenadante y se afiadié 100 yL de DMSO para
disolver los cristales de formazan formados por la reduccion del MTT. Por medio de
un lector de microplacas (Cytation 5, BioTek Instruments, Inc.) se ley6 a una longitud
de onda de 570 nm la absorbancia de cada muestra. Se determing graficamente
empleando GraphPad Software version 7.00, con los ajustes necesarios, la
concentracion requerida para inhibir el 50% de las células (ICs0), con cada

compuesto, asi como con el control positivo. Se determiné el porcentaje de viabilidad
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celular de cada tratamiento comparado contra el control por medio de la siguiente
formula:

% viabilidad celular = (células HCT tratadas/ células HCT control negativo) x (100)

Determinacion de proliferacion celular por ensayo del colorante de
exclusion cristal violeta

Se evalud la proliferacion celular mediante el ensayo de exclusién del colorante cristal
violeta. En una placa de 96 pozos se cultivaron células hasta una confluencia del 80
—90% y se incubaron a distintos tiempos (0, 24, 48y 72 h) con la IC50 del compuesto
7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y con 7-(fenilcarbamato)-3,4-dihidrocadaleno, asi como
el control negativo. Se desechd el medio de cultivo y posteriormente se les afiadié 50
ML de cristal violeta (0.5%) dejando incubar 30 minutos. Tras la incubacion, se retira
todo el colorante posible, realizado cuidadosamente lavados con agua destilada. Se
afadiéo 100 yL de metanol a cada pozo y se realizdé una ultima incubacion de 20
minutos antes de leer la placa a 570 nm, en un lector de microplacas lector (Cytation
5, BioTek Instruments, Inc.). Posteriormente se determind graficamente empleando
GraphPad Software version 7.00, con los ajustes necesarios, la proliferacion de las
células tratadas, en comparacion con las células no tratadas. Se determiné el
porcentaje de proliferacion con tratamiento en comparacion del control, por medio de
la siguiente formula:

% proliferacion = (Abs normalizada promedio células HCT tratadas/ Abs normalizada

promedio de células HCT control) x (100)

Cuantificacién de migracién celular por ensayo de wound-healing

Para evaluar la migracion celular in vitro se sembré células por triplicado en placas de
6 pozos en condiciones estandar hasta alcanzar una confluencia del 90-100%. Se
realizé una herida en la monocapa por medio de la punta de una micropipeta,
raspando la monocapa lo mas uniforme posible y se tratd a las células con la IC50 del
compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno en medio RPMI suplementado con SFB al

10%. Posteriormente se monitoreo el area de la herida en tiempos diferentes (0, 24,
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48 y 72 h) utilizando el multilector de imagenes Cytation 5. Se calcul6 la tasa de
migracion utilizando el software ImageJ. En funcién del tiempo, se evalud el
comportamiento del cierre de la herida, mediante la variacion de porcentaje de
migracion celular, calculado de la siguiente forma:

% Migracion = 100 — ((Area de herida al tiempo t/ Area de herida tiempo cero) x (100))

Prediccion in silico del espectro de actividades de las sustancias aislada
naturales y semisintéticas (PASS prediction)

Por medio del Swiss Institute of Bioinformatics, se describio las estructuras de los
compuestos evaluados a un sistema de notacion lineal simplificado SMILES
(simplified molecular-input line-entry system). Posteriormente se realizo la prediccion
online en el sitio way2drug.com predictive services, impulsada por Filimonov D.A.,
Lagunin A.A., Gloriozova T.A., Rudik A.V., Druzhilovskii D.S., Pogodin P.V., Poroikov
V.V. (2014). Insertando esta notacion en el software online PASS, y solicitando los
espectros de predicciones, PASS (Prediccion de espectros de actividad para
sustancias) es un producto de software disefiado como una herramienta para evaluar
el potencial bioldgico general de una molécula orgénica similar a un farmaco. PASS
proporciona predicciones simultdneas de muchos tipos de actividad biol6gica basadas
en la estructura de compuestos organicos. PASS se puede utilizar para estimar los
perfiles de actividad biol6gica de moléculas virtuales, antes de su sintesis quimica y
prueba biolégica (Filimonov D. et. al., 2014).

Anélisis estadistico

Todos los datos de las tres réplicas independientes por cada ensayo, fueron
analizados y graficados utilizando el software GraphPad Prism version 7.00 para
Windows (GraphPad Software, California USA) y Microsoft Office Excel version 16.17.
El analisis estadistico se realiz6 utilizando ANOVA de Tukey y Dunnet comparando
las diferentes condiciones. Los valores de p<0.05 fueron considerados como

estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

La ICs0 de los cadalenos naturales son menores en lalinea celular de

adenocarcinoma colorrectal que en otras lineas celulares.

Se determiné la viabilidad de las lineas celulares HCT-15 (Adenocarcinoma
colorrectal), HeLa (células de cancer cervicouterino), COS (fibroblastos de rifion de
mono) y HEK-273 (células renales embrionarias) por medio del ensayo de MTT
(reduccion de sales de tetrazolio) tratada con diferentes compuestos naturales (7-
hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y el 7-hidroxicadaleno) y seminaturales (7-
fenilcarbamato-3,4-dihidrocadaleno y 7-fenilcarbamato-cadaleno), en un gradiente de
concentraciones que permitié crear una curva para determinar la ICso0 sobre las lineas

celulares y determinar la citotoxicidad de cada compuesto.

En primera instancia se evalué la viabilidad celular en la linea HCT-15 en tratamiento
con el compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno. La Fig. 10a muestra el gréafico
correspondiente a la determinacion de la ICso0 en dicha linea tratada, en un intervalo
de concentraciones de 0.5 uM- 100 uM, en un tiempo de exposicion de 72h. Se
observd que a una concentracion de 41.65 uM, el compuesto 7-hidroxi-3,4-
dihidrocadaleno inhibe la viabilidad de las células de adenocarcinoma colorrectal
50%. Del mismo modo, se determind que éste compuesto en la linea celular HelLa
(Fig.10.b) inhibe la viabilidad en una 50% a una concentracion de 56.15 uM, mientras
gue en las lineas COS y HEK-273 es necesaria una concentracion de 89.59 uM
(Fig.10.c) y 266.8 uM respectivamente (Fig. 10.d).

Al parecer las células de adenocarcinoma colorrectal son las mas afectadas por el
compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, presentando efectos citotdxicos con
la menor concentracion. Por otro lado, en las células renales embrionarias de la linea
HEK-273, el efecto citotdxico se presenta a una concentracion de 266.8 uM, es decir
seis veces mas que la concentracion necesaria para causar efectos citotoxicos en
HCT-15.
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Figura 10. Efecto del compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno sobre la viabilidad en distintas lineas celulares. Curvas
de concentracién del compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno para determinar la IC50 en un tiempo de exposicién de
72h. En la linea celular HCT-15 (a.), en la linea celular HeLa (b.), en la linea celular COS (c.), y en la linea celular HEK-273 (d.),
De acuerdo al tratamiento el valor de *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.001.

También se determind el efecto citotdéxico del segundo compuesto natural, el 7-
hidroxicadaleno, tratando con un intervalo de concentraciones de 0.5 uM- 100 uM, en
las lineas celulares, HCT-15, HeLa y COS. La ICso de HCT-15 resultante de la
linealizacion de los datos como se muestra en la Fig. 11.a, es de una concentracion
de 29.1 uM. Por otro lado, en linea celular HelLa, fue de ICso0, 48.98 uM (Fig.11.b), y
en COS, una concentracion de 196.6 uM (Fig.11.c). Se observa que de las tres lineas
gque fueron tratadas con el segundo compuesto natural, las células de
adenocarcinoma colorrectal fueron afectadas con la menor concentracion del

compuesto, en comparacion con las células de cancer cervicouterino y los fibroblastos
de rifidn.
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Figura 11. Efecto citotoxico de 7-hidroxicadaleno sobre distintas lineas celulares. Curvas de concentracion
del compuesto natural 7-hidroxicadaleno para determinar la IC50. Porcentaje de viabilidad de la linea celular HCT-

15, (a.) lalinea celular HeLa (b.) y la linea COS (c.), en un tiempo de exposicién de 72h en cada caso. El analisis
estadistico muestra el valor de *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.001.

El compuesto fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo presenta efectos
citotdéxicos en una concentracion/tiempo menor que los cadalenos naturales y
entre los seminaturales.

Por otra parte, los compuestos seminaturales fenilcarbamato de 7-cadelenoilo, asi
como el fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo, también fueron evaluados
mediante el ensayo de MTT para determinar su citotoxicidad, con sus respectivas
ICso.

Como se muestra en la Fig. 12, mediante una regresion no lineal de los datos se logro
obtener las concentraciones inhibitorias de la viabilidad celular de la linea celular
HCT-15, en tres periodos de exposicion: 24, 48 y 72 horas.

En el caso del fenilcarbamato de 7-cadenoilo, la IC50 correspondiente al tiempo de

exposicion de 24h fue de 6.9 uM, a las 48h de 4.5 uM y finalmente a las 72h de 3.45
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UM, (Fig.12a, c, e) decreciendo la concentracion del compuesto en relacion al tiempo

de exposicién al tratamiento.

Caso similar sucedio con el compuesto del fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo,

gue, a las 24h la concentracion necesaria para la inhibicion de la viabilidad celular fue
de 0.46 uM, y en 48h /72h de 0.38 uM. (Fig.12b, d, f)
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Figura 12. Efecto de los compuestos seminaturales en la linea celular HCT-15, con diferentes tiempos de
exposicion. Curvas % viabilidad celular de adenocarcinoma colorrectal tratadas con fenilcarbamato de 7-cadenoilo
(CARB) y fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo (HCARB). a. IC50 de CARB a las 24h,c.alas48 hye. alas

72h de exposicion. b. IC50 de HCARB alas 24 Hy d. f alas 48 y 72 H de exposicidn respectivamente. El andlisis
estadistico muestra un valor de *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.001
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El fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo fue el compuesto seminatural que
necesitd menor concentracion para lograr efectos citotdéxicos en las células de
adenocarcinoma colorrectal, por tal motivo se trataron nuevamente las células, pero
ahora en un intervalo de concentraciones menor (0.01.-0.1 uM) para poder establecer
la IC50 mas exacta. La Fig. 13a muestra la curva de concentraciones, por la cual se
pudo calcular la IC50 de forma mas precisa, resultando ser de 0.25 pM. Dicha
concentracion fue la mas baja con la cual la linea celular HCT-15 presenta efectos
citotoxicos.

En comparaciéon con los compuestos naturales, los compuestos seminaturales o
semisintéticos, fueron los que presentaron actividad citotoxica con una menor
concentracion. De los dos compuestos seminaturales, el fenilcarbamato de 3,4-
dihidro-7-cadenoilo, fue el mejor candidato para seguir con los ensayos posteriores.
Se valid6 el método de MTT que se usO para evaluar la viabilidad celular utilizando
un taxano (Paclitaxel), el cual es un agente antimicrotubular que impide la division y
duplicacion de células cancerosas provocando muerte celular. Resultando una I1Cs0

de 0.32 uM, en la linea celular HCT-15 en un tiempo de exposicion de 72h (Fig.13b).
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- CM 100 -8~ Control
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Figura 13. a. Efecto en la viabilidad celular en la linea celular HCT-15, tratada con fenilcarbamato de 3,4-
dihidro-7-cadalenoilo en un intervalo de concentraciones de 0.01-1.0 uM en un tiempo de exposicion de 72h. b.
Efecto del fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo en el control sano de células. Curva de % de
viabilidad celular de la linea celular HEK-273 con tratamiento a72H. C. Validacién del método, por medio del
agente antimicrotubular: Paclitaxel, en un intervalo de concentraciones de 0.1-1000 nM, en un tiempo de
exposicion de 72h. CV: control de vehiculo; C+: control positivo. El valor de ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p<0.001)

La actividad citotoxica del compuesto fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-
cadenoilo afecta significativamente e la proliferacion y migracion de células de
adenocarcinoma colorrectal.

Utilizando el compuesto seminatural fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo,
siendo el compuesto mas prometedor, se continu6 evaluando su actividad citotdxica
en las células de adenocarcinoma colorrectal. Se compar6 el efecto que tiene dicho
compuesto en la proliferacion de estas células tratadas con la IC50 y las no tratadas,
mediante la cuantificacion indirecta por tincion con cristal violeta con un lector de

placas multimodal (Cytation Cell Imaging Multi-mode Reader, BioTek).
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Figura 14. Efecto en le proliferacion celular. Cuantificacion del porcentaje de proliferacion de la linea celular
HCT-15, tratada con la IC50 del compuesto fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo (HCARB), asi como la
proliferacién de las células sélo con medio de cultivo, sin tratamiento (CM). El valor de **** p<0.001.

La Fig.14 muestra el porcentaje de proliferacion de HCT-15, en tratamiento con la
IC50 del compuesto, la cual muestra una diferencia significativa con respecto al
control, a las 48 y 72h. El fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo muestra una
reduccion de la proliferacion de casi un 25% a partir de las 48 h de exposicion y
aproximadamente un 50% a las 72h de en comparacién con las células sin
tratamiento.

Posteriormente se evaluo el efecto del compuesto en la migracién de las células de
adenocarcinoma colorrectal, por medio del ensayo wound-healing y la lectura y
fotografia de imagenes, por medio de un lector de placas multimodal (Cytation Cell
Imaging Multi-mode Reader, BioTek).

La Fig.15 en la parte a. muestra los efectos en la migracién celular causados por el
tratamiento con la IC50 del carbamato empleado. Se observan dos secciones de
imagenes, la primera muestra a las células HCT-15 no tratadas y la segunda seccion
aguellas que fueron tratadas, en distintos periodos de exposicion.

En la seccion del control, se observan cualitativamente a las células que al paso de
horas cierran progresivamente la herida que se realiz6 por la mitad del pozo, y que al
cabo de 72h, la herida esta casi completamente cerrada. Por el contrario, en la
seccion de imagenes donde las células estan tratadas con la IC50 del carbamato, al

paso de las horas con exposicion al compuesto se observa baja migracion y por ende
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cierre de la herida. Cabe destacar que a partir de las 48h se observa una gran
cantidad de muerte celular.

Las imagenes se procesaron por medio de un software (Imaged) para poder
cuantificar el porcentaje de cierre de herida, los resultados mostrados en la Fig. 15.b,
son resultado de las medias mas la Desviacion Estandar (SD) de seis experimentos
independientes, en donde se puede observar que a partir de 24h la diferencia en el
porcentaje de migracién de HCT-15 con tratamiento es significativa, en comparacion
con el control sin tratamiento. A las 48h, el porcentaje de cierre de herida de las
células sin tratamiento es cercano al 40%, mientras que las células con tratamiento
s6lo un 10%.

Finalmente, al término de 72h de exposicion al compuesto, se hizo imposible
cuantificar el porcentaje de herida pues la monocapa estaba en la mayoria de los
experimentos despegada, debido a la muerte de las células. Sin embargo, en las
células sin tratamiento la migracién fue cercana al 60% de cierre de la herida.

d.

Control IC50

Oh

24 h

48 h

72 h
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Figura 15. Efecto en la migracion celular. a. Imagenes de la monocapa de células HCT-15, con la produccién
de una herida en medio (delimitada con la linea punteada para comparacion del cierre), en una misma coordenada,
para la observacion de efectos cualitativos de la citotoxicidad compuesto, a diferentes periodos de exposicion (0,
24, 48 y 72h). b. Gréfica comparativa del % de cierre de herida de las células con y sin tratamiento de las medias
de seis experimentos independientes con su SD.(CM: Control medio, HCARB: fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-
cadalenoilo)

El Fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo, muestra probables espectros
de actividad que podria explicar su comportamiento citotoxico.

Por medio del software PASS online web resource. Chemistry of Heterocyclic
Compounds, se hicieron las siguiente predicciones in silico de todos los compuestos
evaluados, mostrando un espectro de actividades con las que podria ser estudiadas
en un futuro como parte de la elucidacion de su mecanismo de accion de esta familia
de compuestos.

En la siguiente tabla se muestra la prediccibn en cuanto a la actividad
anticancerigena de los compuestos naturales y seminaturales.

Tabla 2. Prediccién de espectros de actividad de los compuestos naturales y seminaturales
evaluados. (Pa: probabilidad de "ser activa"; Pi: probabilidad de “ser inactiva”, PASS online web
resource. Chemistry of Heterocyclic Compounds)

Pa Pi Actividad

7-hidroxi-3,4-dihidrocadenoilo

0,728 0,013 Antiinflamatoria

0,650 0,080 Protector de la mucosa membranal
0,621 0,017 Tratamiento para pdlipos adenomatosos
0,526 0,049 Inhibidor de la expresion HIF1A
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Fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo

0,469 0,066 Antiinflamatoria

0,425 0,063 Antagonista de la integridad membranal

0,415 0,015 Inhibidor de la expresion de HIF1A

0,317 0,085 Tratamiento para pdlipos adenomatosos

0,240 0,027 Inhibidor de la formacién de microtubulos

0,290 0,112 Tratamiento de enfermedades asociados a cancer

0,251 0,082 Estimulante del factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2)

0,222 0,100 Anticarcinégeno

0,178 0,112 Quimioprotector

7-hidroxicadaleno

0,729 0,017 Inhibidor de la expresion de HIF1A

0,658 0,021 Antiinflamatorio

0,635 0,067 Antagonista de la integridad membranal

0,634 0,015 Tratamiento para pdlipos adenomatosos

0,543 0,004 Estimulante del factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2)

0,473 0,036 Inhibidor de la expresion de TNF

0,452 0,033 Potenciador de la permeabilidad membranal

0,408 0,094 Tratamiento de condiciones preneoplasicas
7-fenilcarbamato-cadaleno

0,566 0,030 Antagonista de la integridad membranal

0,624 0,091 Protector mucomembranal

0,359 0,033 Tratamiento de enfermedades asociados a cancer

0,402 0,100 Inhibidor de la expresién de HIF1A

0,317 0,047 Estimulante del factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2)

0,288 0,093 Tratamiento de pdlipos adenomatosos

0,350 0,123 Antiinflamatoria
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El compuesto 7-hidroxi-3,4-dihidrocadenoilo y el 7-hidroxicadenoilo presentaron una
alta probabilidad de ser antiinflamatorio con un valor de Pa de 0.728 y 0.729
respectivamente, también el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadenocilo presentd buena
probabilidad de ser protector de la mucosa y como tratamiento para polipos
adenomatosos, actividades clave para profilaxis de neoplasias.

El otro compuesto natural 7-hidroxicadaleno, present6 dentro de la prediccién de su
espectro de actividades, buena probabilidad de ser Inhibidor de la expresion de HIF1A

(Factor 1 inducible por hipoxia) y como tratamiento de pélipos adenomatosos.

Por otra parte, los compuestos seminaturales también presentaron dentro de su
espectro de prediccién, actividad bioldgica que podria explicar su citotoxicidad.

El Fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo, asi como el fenilcarbamato de 7-
cadenoilo ambos presentaron probabilidad de ser antagonistas de la integridad de la
membrana celular, asi mismo, ambos compuestos semisintéticos presentan tener
actividad como protector de mucosa, Inhibidor de la expresion de HIF1A (Factor 1
inducible por hipoxia), Estimulante del factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2), y como
antagonistas de la membrana celular en mayor probabilidad.

Dentro del espectro de prediccion, los cuatro compuestos presentan actividad
antiinflamatoria, siendo los compuestos naturales: 7-hidroxilo-3,4-dihidrocadenoilo y
el 7-hidroxicadaleno, los compuestos que presentaron mayor Pa de dicha actividad.
Asi mismo estos dos compuestos, presentan tener mayor probabilidad de ser activos
como tratamiento contra polipos adenomatosos, que los dos compuestos

seminaturales.
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DISCUSION

Actualmente el cancer colorrectal ocupa el tercer lugar en los canceres mas mortales
de todo el mundo, y el cuarto més frecuente en México y el mundo, con 1.8 millones
de casos nuevos y casi 861,000 muertes (GLOBOCAN, 2018; INCan, INSP, 2020),
haciendo de esta enfermedad un problema grave de salud publica.

Se sabe que la etiologia del cancer colorrectal frecuentemente esta relacionada con
eventos inflamatorios presentes en enfermedades comunes como la enfermedad
inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa o colitis de Crohn. Diversos estudios
experimentales, clinicos y epidemiolégicos sugieren que agentes antiinflamatorios
son terapias prometedoras, éste antecedente facilita la investigacion y desarrollo de
nuevas moléculas que sean coadyuvantes al tratamiento de este cancer (Ricchi P. et.
al., 2003).

Se han logrado aislar diversos compuestos de Heterotheca inuloides, mejor conocida
como arnica mexicana, entre ellos encontramos a los cadalenos. Estos derivados han
sido a la vez modificados afiadiendo un grupo carbamato en el carbono siete
sustituyendo a un grupo hidroxilo. Siendo el 7-hidroxicadaleno y el 7-hidroxi-3,4-
hidrocadaleno los compuestos naturales, asi como como el fenilcarbamato de 7-
cadalenoilo y el fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadalenoilo los compuestos
seminaturales que se evaluaron en el presente trabajo con el fin de determinar la

actividad citotoxica en células de adenocarcinoma colorrectal (HCT-15).

Primeramente, se determind la viabilidad celular por medio del ensayo de MTT, con
cada uno de los compuestos. ElI compuesto natural 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno se
evalué en cuatro lineas celulares, resultando ser las células de adenocarcinoma
colorrectal las que presentaban un mayor efecto del tratamiento con el compuesto, a
una concentracion menor que con las lineas HelLa, COS y HEK-273, estas dos
tltimas, nuestro control de células sanas, en las que su ICso fueron de 89.59 y 266.8
MM respectivamente. En un tiempo de exposicién de 72h, la IC50 de este compuesto
en la linea HCT-15 fue de 41.65 uM, valor similar al reportado de Rodriguez-Chéavez,
Coballase-Urrutia, Sicilia-Argumedo, Ramirez-Apan & Delgado (2015), el cual fue de
59.37 £ 4.5 uM, difiriendo de este, por el método de determinacién, que fue por un
ensayo de sulfonamida B (método de tincion de proteinas de células viables) (Escobar
[, 2009).
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Del mismo modo se determind la ICso del segundo compuesto natural, el 7-
hidroxicadaleno, el cual también se evalué en las lineas celulares HeLa y COS, asi
como HCT-15, presentando efectos citotdxicos en las células de adenocarcinoma
colorrectal con una menor concentracion que con las otras lineas celulares, su ICso
fue de 29.1 uM; Rodriguez-Chavez, Coballase-Urrutia, Sicilia-Argumedo, Ramirez-
Apan & Delgado (2015), para éste caso reporta una concentracion de 18.89 + 1.2 uM,
valor no alejado al experimental, sin embargo se atribuye dicha diferencia a la
variacion de los métodos utilizados.

Por otro lado, la evaluacion de los compuestos seminaturales, realizada con el mismo
método de MTT, arrojaron datos mas prometedores, pues estos compuestos
modificados con un grupo carbamato, presentaron efectos citotoxicos en una
concentracion-tiempo menor que los compuestos naturales. Ambos compuestos
semisintéticos se evaluaron en tres periodos de exposicion, 24, 48 y 72 horas.

La concentracion que afecto el % de viabilidad en las primeras 24h fue notablemente
mas baja que con los compuestos naturales a las 72 h de exposicion. Asi mismo, la
concentracion de los compuestos semisintéticos utilizada para tener efecto citotoxico

a las 72h fue menor en comparacion a los compuestos naturales.

De los dos compuestos semisintéticos evaluados, el compuesto fenilcarbamato de
3,4-dihidro-7-cadenoilo fue aquel que present6 la menor ICso en la linea celular de
interés, en este caso las células de adenocarcinoma colorrectal, siendo esta
concentracion de 0.25 uM, mientras que el fenilcarbamato de 7-cadenoilo, present6
una ICso de 3.45 pM. Los valores que Egas, V., Millan, E., Collado, J. A., Ramirez-
Apan, T., Méndez-Cuesta, C. A., Mufoz, E., & Delgado, G. (2017) reportaron fueron
similares. Usando ambos compuestos semisintéticos determinaron la ICso de éstos
en la misma linea celular (HCT-15), en el caso del fenilcarbamato de 7-cadenoilo, la
IC50 reportada es de 3.88 £ 0.5 uM, la cual fue muy parecida a la experimental y en
el caso del fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo, la concentracion inhibitoria
reportada fue de 0.03 £ 0.01 pM, la diferencia en el valor de la ICso experimental con
respecto a la reportada. Probablemente se deba a un ajuste en el intervalo de
concentraciones para realizar la curva, utilizando concentraciones aun menores a
pesar del ajuste que se realizé experimentalmente.

La eficacia de los compuestos semisintéticos que contienen un grupo carbamato, se

puede atribuir precisamente a éste, pues es bien sabido que en la actualidad juegan
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un importante rol en la quimica medicinal, ya que usualmente es sustituto de enlaces
peptidicos, lo que les confiere a las moléculas mayor estabilidad quimica y sobre todo
la capacidad de penetrar membranas celulares. La funcionalidad de un carbamato se
debe en parte a que impone un grado de restriccibn conformacional debido a la
deslocalizacion de electrones no enlazados en el nitrogeno del grupo carboxilo,
ademas dicha funcionalidad participa en el enlace de hidrégeno por medio del grupo
carboxilo y el esqueleto NH. Por lo tanto, la sustitucion en los O- y N- terminales de
un carbamato ofrece oportunidades para la modulacion de las propiedades bioldgicas,
asi como la mejora de la estabilidad y de las propiedades farmacocinéticas (Gosh A.,
2015).

Los valores obtenidos de las ICso en general de los compuestos naturales y
seminaturales fueron significativamente mayor en las lineas celulares sanas que en
las células de adenocarcinoma colorrectal, lo que revela que la citotoxicidad de los
compuestos es selectiva con las células tratadas, lo que da indicio que éstos
compuestos sean afines a algun blanco especifico presente en estas células.

El ensayo de MTT fue validado usando el agente antimicrotubular, Paclitaxel, con el
cual se trat6 a las células de adenocarcinoma colorrectal, obteniendo una ICso de 9.6
nM. Dicha concentracion fue comparada con la reportada en Alfarizal K., Sheikh B.,
Sarker R. & Mohan G. (2017), con una IC50 de 9.15 nM y en Gu, W., Zou, H., Li, L.,

Garcia Carcedo, I., Xu, Z. P., & Monteiro, M. (2016) una concentracioén de 9.5 nM.

Ya que el compuesto fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo fue el mas
prometedor, debido a la mejor actividad citotoxica concentracién-tiempo que presento
en comparacion con los compuestos naturales y el fenilcarbamato de 7-cadenoilo, se
decidié Unicamente continuar con este para los siguientes experimentos.

Las lesiones displasicas por lo general son precursoras del cancer colorrectal, éstas
se caracterizan por la proliferacion excesiva de las células, de modo que se puso a
prueba la capacidad antiproliferativa del compuesto seccionado, usando la ICso
obtenida en la parte anterior. Eficazmente redujo la actividad proliferativa de las
células de adenocarcinoma colorrectal (HCT-15), pues a las 48h de exposicion con el
compuesto se habia reducido significativamente ya un 25% y al cabo de 72h
aproximadamente un 40% con respecto al control. Por tanto, se observo
satisfactoriamente reduccion en la tasa de division celular, proceso clave en el

desarrollo del CCR. Aparentemente este evento esté relacionado con la formacién de
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lesiones displasicas, como los pdlipos, que frecuentemente suelen ser marcadores
de inflamacién del colon y un presentan un mayor riesgo de neoplasia (Ullman T. &
Itzkowitz S., 2011).

También se evalud el efecto del compuesto en la migracién celular de HCT-15 de
forma cualitativa y cuantitativa. Las imagenes tomadas de las células con tratamiento
con la ICso del fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo, mostraron el efecto que tuvo
el compuesto sobre las células directamente, pues se observaban agregados
celulares periféricos probablemente de células apoptoticas pues la morfologia que
presentaban eran protuberancias en la membrana y contraccién celular
(Subramanian, et. al., 2016). Ademas, durante la inspeccion después de los tres
periodos de exposicion, el cierre de la herida en las células control fue evidente,
mientras que las células con tratamiento al cabo de las 72h de exposicion, estaban
en su mayoria muertas.

La eficacia del compuesto sobre la migracion de las células de adenocarcinoma
colorrectal, se hizo evidente en la cuantificacion del % de cierre de herida. Durante
todo el tiempo de exposicion el porcentaje de cierre de las células tratadas fue minima
(10%) en comparacion a las células control que finalmente después de 72h,
alcanzaron la mayor tasa de migracion, cerrando el 60% de su herida. La citotoxicidad
del carbamato provocé el desprendimiento de la mayoria de la monocapa. De modo
gue, podemos inferir que el fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo ejerce un efecto
en la migracion celular de HCT-15, esta caracteristica es distintiva en la propagacion
de tumores soélidos como el del cancer de colon. Actualmente existen varios
mecanismos moleculares que apoyan la migracion autonoma de las células, por lo
que, en perspectiva, se podria realizar otros experimentos para concretar el objetivo
especifico del compuesto y elucidar en parte su mecanismo de accion. (Palmer et al.,
2011, Malet-Engra et al., 2015).

Finalmente se realiz6 un analisis in silico de los espectros de actividad de los
compuestos analizados, por medio del software PASS prediction (Filimonov D.A.,
Lagunin A.A., Gloriozova T.A., Rudik A.V., Druzhilovskii D.S., Pogodin P.V. & Poroikov
V.V., 2014.). Se encontrd que tanto los compuestos naturales como los seminaturales
tenian actividad probable de ser antiinflamatorios y posible tratamiento para polipos
adenomatosos del intestino, asi como tratamiento de condiciones preneoplasicas.
Por otro lado, las predicciones de actividad de nuestro compuesto seleccionado

revelaron una posible explicacion para la inhibicion de la migracién anteriormente
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observada. Es probable que esta se deba a la inhibicibn de formacion de
microtUbulos, los cuales son elementos estructurales clave del citoesqueleto para
procesos celulares como el transporte, la forma celular, la migracién y la mitosis,
convirtiéndolos asi en objetivos importantes en las terapias contra el cancer (Nabors
et al., 2016; Perez, 2009).

También presenta actividad probable de estimulacion del factor 2 relacionado con NF-
E2 (Nrf2). Se sabe que este es un regulador emergente de la resistencia celular a los
oxidantes, ademas de controlar la expresion basal e inducida de una serie de genes
dependientes de elementos de respuesta antioxidante para regular los resultados
fisiologicos y fisiopatologicos de la exposicion a oxidantes, formados en respuesta a
procesos como la division celular, la inflamacion, la funcion inmunoldgica, la autofagia
y la respuesta al estrés celular, la cual también es causada por la acumulacién
progresiva de ROS. (Ma, 2013; Finkel, 2011). Dichos eventos estan estrechamente
relacionados con el cancer colorrectal (Berdasco M., Esteller M., 2010; Ullman T.,
ltzkowitz S., 2011). Otro elemento clave dentro de estas predicciones de actividad fue
la inhibicion de HIF1A (Factor 1 inducible por hipoxia), subunidad del factor de
transcripcion HIF-1, la cual se sobreexpresa en muchos canceres, incluido el cancer
colorrectal, y esta fuertemente implicada en la promocién del crecimiento tumoral, asi
como la metastasis, como parte fundamental del inicio de la angiogénesis. Por lo
tanto, dicho elemento podria ser parte del mecanismo de accién de este compuesto
ya que, al inhibir esta proteina, también podria estar inhibiendo la capacidad

proliferativa, asi como el desarrollo de la neoplasia como tal (Bos et al., 2001).
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un perfil citotoxico primario de los derivados de Heterotheca inuloides,
todos con actividad citotoxica importante, sin embargo, los compuestos modificados
con un carbamato fueron aquellos que sobresalieron por la minima concentracion
requerida para mostrar efectos citotéxicos en nuestra linea celular de interés, HCT-
15.

El compuesto fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo fue el compuesto mas
prometedor por ser aquel que mostrd la minima concentracion inhibitoria 50 (ICso), y
por su selectividad con las células tumorales y no con el control de células sanas.

Este mostré efectos relevantes en la inhibicion de la viabilidad, proliferacion y
migracion celular, hallmarks distintivos en el desarrollo de neoplasias como el cancer

colorrectal.

El espectro de actividades predichas in silico, de los compuestos estudiados
elucidaron de forma tentativa y tedrica el mecanismo de accién y su asociacion con
la inflamacién del compuesto fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo en
tratamiento con las células de adenocarcinoma colorrectal (HCT-15), que sienta las

bases para un estudio mas especifico en el futuro.

PERSPECTIVAS

Este trabajo deja la puerta abierta para continuar con futuras indagatorias sobre el
mecanismo 0 mecanismos de accidén implicados en la citotoxicidad de células de
cancer colorrectal.

Se planea a futuro realizar ensayos como determinacion de especies reactivas de
oxigeno y ensayos de biologia molecular como evaluacion de la expresion y sintesis
de las proteinas que suponemos se encuentran involucradas en las vias de
sefalizacion celular relacionadas con los procesos inflamatorios, como la evaluacion
de la actividad de NF-kB, COX-2, STAT 3, asi como de Nrf2, HIF1A, y la actividad
antimicrotubular, con el fin de elucidar experimentalmente el mecanismo de accion

del fenilcarbamato de 3,4-dihidro-7-cadenoilo.
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