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RESUMEN

El cancer es un desorden genético de las células sométicas que consiste en la perdida de la
capacidad de éstas para: mantener su diferenciacion, controlar su proliferacién y regular su
muerte. Varias son las alternativas de tratamiento dirigidas a combatir esta enfermedad; sin
embargo, todas ellas tienen fuertes efectos secundarios y una tasa de respuesta relativamente
baja. Mediante la medicina natural, se busca implementar potenciales fitofarmacos cuya principal
caracteristica sea su alta selectividad, baja toxicidad y gran potencial terapéutico; Grias neuberthii
es una especie de la familia Lecythidaceae que se encuentra en la region amazoénica del Ecuador
y se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, antiparasitarias, desinfectantes y antitumorales.
A través de la evaluacion de la distribucion de fosfatidilserina, se determiné que el extracto de
esta especie es capaz de inhibir el crecimiento de células tumorales en lineas celulares de cancer
de: colon, pulmén, mama, préstata y cerebro; ademas pudimos establecer que dicho extracto, en
células de cancer de prostata, induce apoptosis a través de la modulacion dependiente de p73
que regula la expresion de p21 y Bax.

Palabras clave: Grias neuberthii, apoptosis, p21, p73.



ABSTRACT

Cancer is a genetic disorder of somatic cells that becomes the loss of the ability to: keep their
differentiation, control their proliferation and regulate their death. There are several treatment
alternatives aimed to fight against this disease, however, they all have strong side effects and a
relatively low response rate. By the natural medicine, it is sought to implement potential
phytopharmaceuticals which the main characteristic be its high selectivity, low toxicity and great
therapeutic potential; Grias neuberthii is a species of the Lecythidaceae family found in the
Amazon region of Ecuador and is attributed anti-inflammatory, antiparasitic, disinfectant and anti-
tumor properties. Through the evaluation of phosphatidylserine distribution, it was determined that
the extract of this specie is able to inhibit the growth of tumor cells in colon, lung, breast, prostate
and brain cancer cell lines and also, we were able to establish that this extract, in prostate cancer
cells, induces apoptosis through p73-dependent modulation that regulates p21 and Bax

expression.

Key words: Grias neuberthii, apoptosis, p21, p73.



INTRODUCCION

El cancer es un desorden genético de las células somaticas que consiste, principalmente, en la
pérdida de la capacidad de éstas para controlar su proliferaciébn, mantener su diferenciacién y
regular su muerte (Gonzalez-Espinosa, Jiménez-Rios, y Gutiérrez-Lopez, 2002). Curtis, et al.
(2008) manifiestan que cuando una célula de un organismo multicelular pierde la capacidad de
regular el ciclo celular, puede reproducirse sin restricciones y transformarse en cancerosa;
interrumpiendo asi la organizacion y funciones normales del organismo. El origen de esta
patologia, proviene de una serie de mutaciones en el material genético, que provocan un
desequilibrio entre la generacion o proliferacion y la desaparicion o muerte celular (Jordan, 2003);
producto de una serie de factores genéticos de riesgo subyacente y por otro lado factores
ambientales (Redondo-Blanco, 2014) que predisponen al individuo a desarrollar esta
enfermedad.

El impacto progresivo del cancer, a escala mundial, se refleja en las estadisticas presentadas por
la OMS, en donde se manifiesta que el cancer es la segunda causa de muerte en todo el mundo
y a la que ademas en 2015 se le atribuyeron 8,8 millones de defunciones; considerando que en
la actualidad 1 de cada 6 muertes en el mundo es causada por esta anomalia. Los tipos de cancer
de mayor incidencia en poblacion masculina son cancer de pulmén, prostata, colon y recto,
estdbmago e higado; y en poblacién femenina, los canceres que con mayor frecuencia se registran

son cancer de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y estbmago (OMS, 2017).

En el Ecuador, el cancer que con mayor frecuencia se presenta en mujeres, es el de mama con
aproximadamente 34,7 casos por cada 100000 habitantes y en varones, el cancer que se registra
con mayor incidencia es el de préstata con aproximadamente 37,8 casos por cada 100000
habitantes (Cueva, 2015). En consecuencia, el cancer de prostata es el segundo tipo de cancer
mas frecuente a nivel mundial y en el Ecuador, constituye el cancer de mayor incidencia en
poblacion masculina; en 2014, el INEC registré 833 defunciones por neoplasia prostatica. Estas
cifras revelan que, el cancer de préstata es un problema de salud publica a nivel nacional, razén
por la cual se incentiva a investigar y desarrollar nuevas técnicas de tratamiento que permitan
generar nuevas dianas terapéuticas, con el fin de mitigar el comportamiento celular que el

organismo adopta frente a esta enfermedad.



A través de la denominada “Medicina natural”, se pretende recurrir a productos de origen natural,
para tratar diversas patologias. Scovassi y Guaman (2013) mencionan que el uso de plantas con
propiedades farmacolégicas es el principal recurso médico alrededor del mundo; los compuestos
quimicos, responsables de la actividad farmacologica de la planta, son conocidos como
metabolitos secundarios, que se sintetizan de manera natural y se acumulan en un nimero
limitado de plantas de distintas especies y en diversas concentraciones (Sanchez, et al. 2000).
La produccién de metabolitos secundarios se ve favorecida por un microambiente diverso que
Ecuador posee, siendo el escenario perfecto para la concentracion de vida, que se expresa en

una altisima biodiversidad.

Es asi que Grias neuberthii, es una especie de la familia Lecythidaceae (Cornejo y Mori, 2012),
que se encuentra en la regibn amazénica del Ecuador (Lozano, 2013); es utilizada
etnomedicinalmente como: antidiurético, antiparasitario, antiinflamatorio, purgativo, laxante,
desinfectante, para combatir la sinusitis y detener hemorragias (Alva, et al. 2002; Moya, 2012).
Ademas, gracias a los estudios realizados por nuestro grupo de trabajo, se atribuye a la especie,

un potente efecto citotoxico en diversas lineas celulares tumorales.

Con estos antecedentes y a través del presente trabajo de fin de titulacién se pretende identificar
los mecanismos de muerte celular inducidos por el extracto metandlico de tallos de Grias
neuberthii en varias lineas celulares tumorales, en base a la evaluaciéon de la distribucion de la
fosfatidilserina, que consiste en evaluar la simetria de la membrana celular, mediante la
distribucion del fosfolipido con carga negativa, fosfatidilserina, que normalmente, se localiza en
la cara citosélica de la bicapa lipidica de la membrana plasmatica; pero que se transloca a la
monocapa externa en células apoptoticas (Alberts, et al. 2008; Baeza-Martin, 2014). Se busca,
ademas, evaluar la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular de la linea celular mas
sensible, expuesta a tratamiento con el extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii,
mediante Western Blot, técnica que permite identificar proteinas especificas empleando técnicas

de inmunodeteccion (Calderén, 2007).



CAPITULO I: PROPOSITO Y FIN DEL PROYECTO



1.1 Justificacion del proyecto.

Segun el Ministerio de Salud Publica del Ecuador, el cancer forma parte de las enfermedades
catastrdéficas reconocidas en el pais. Las altas cifras de incidencia y mortalidad, convierten a esta
enfermedad, en uno de los mas grandes desafios que enfrenta el sistema de salud publica. A
pesar de la existencia de una amplia gama de tratamientos que van desde cirugia durante los
estadios iniciales de la enfermedad hasta posibles tratamientos adyuvantes como: radioterapia,
quimioterapia y terapia hormonal; no se ha podido controlar y mucho menos erradicar esta
patologia.

La presente investigacion, surge con el objetivo de proporcionar nuevas alternativas de
tratamiento natural que permitan contrarrestar el comportamiento celular que el organismo adopta
frente a esta enfermedad. Con la intencion de seguir un orden légico en el estudio de las
propiedades antitumorales que el extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii posee, se da
inicio al presente trabajo dirigido a identificar los mecanismos de muerte celular que el extracto

de interés induce.

Gracias a una variedad de andlisis previos, desarrollados en el Laboratorio de Biologia celular y
Genotoxicologia de la Universidad Técnica Particular de Loja, se conoce la capacidad citotoxica
que el extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii posee frente a diversas lineas tumorales;
siendo los resultados mas relevantes las bajas ICso generadas a partir del tratamiento con el
extracto mencionado. Es asi que en lineas celulares de: carcinoma de colén humano (RKO),
adenocarcinoma mamario (MCF-7), adenocarcinoma prostatico grado IV (PC-3), astrocitoma
cerebral (D-384), glioblastoma cerebral (U-251) y carcinoma de pulmén (A-549), encontramos las
siguientes 1Cso: 31,8; 39,1; 17,4; 21,7; 18,5; 55,4 ug/mL respectivamente.

Por todo lo citado anteriormente se platean los siguientes objetivos:



1.2 Objetivo general del proyecto.

Identificar el mecanismo de muerte celular inducido por el extracto metandlico de tallos de Grias

neuberthii.

1.3 Objetivos especificos del proyecto.

Determinar el porcentaje de células en apoptosis tras ser tratadas con el extracto metandlico de
tallos de Grias neuberthii, a través de la evaluacion de la distribucion de la fosfatidilserina

mediante el uso de Anexina V, en varias lineas celulares.

Evaluar la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular de la linea celular méas sensible,
expuesta a tratamiento con el extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii.



CAPITULO II. MARCO TEORICO



2.1 Cancer: definicién y origen.

El cancer es una enfermedad heterogénea que constituye una patologia de origen multifactorial
en donde patrticipan factores ambientales en estrecha relacién con factores genéticos de riesgo
subyacente (Redondo-Blanco, 2014). La Sociedad Americana contra el cancer lo establece como
un término genérico que designa a un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo (OMS, 2017). El cancer es un desorden genético de las células
somaticas que consiste, principalmente, en la pérdida de la capacidad de éstas para controlar su
proliferacion, mantener su diferenciacion y regular su muerte (Gonzélez-Espinosa, et al. 2002).
De la misma manera Curtis, et al. (2008) manifiesta que cuando una célula de un organismo
multicelular pierde la capacidad de regular el ciclo celular, ésta puede reproducirse sin
restricciones y transformarse en cancerosa, interrumpiendo asi la organizacion y funciones

normales del organismo.

Alberts, et al. (2008) declaran que el cancer es un proceso micro-evolutivo, cuyo inicio proviene
de que una mutacién pueda proporcionar a una célula cierta ventaja selectiva, permitiendo que
se divida mas vigorosamente que sus células vecinas; convirtiéndose de esta manera, en la
fundadora de un clon mutante en crecimiento. En todo organismo multicelular adulto debe existir
un equilibrio entre la generacion o proliferaciéon y la desaparicién o muerte de las células que lo
componen, con el fin de mantener un tamafio constante (Jordan, 2003). Cuando existe un
desequilibrio entre proliferacibn y muerte celular, el organismo empieza a adoptar un
comportamiento ajeno, que rompe las reglas basicas de la organizacion celular; entre las
caracteristicas clave que llevan al desarrollo de esta enfermedad se encuentran: Auto-
abastecimiento y sefializacion de proliferacion sostenida, Evasion de la respuesta inmune,
Respuesta inflamatoria promotora de tumores, Desregulacion de la energia celular, Inestabilidad
a sefiales inhibitorias de crecimiento y mutaciones del genoma, Resistencia a muerte celular
programada, Potencial replicativo ilimitado, Induccion de la Angiogénesis y Activacion de
procesos de invasion y metastasis (Bailon-Moscoso, et al. 2011). Todas estas caracteristicas,
confieren a la célula las capacidades de sobrevivir, dividirse y diseminarse (Moiola, 2012),
provocando tasas de division mas grandes, muerte disminuida y otras caracteristicas aberrantes

de las células cancerosas (Alberts, et al. 2008).



2.2 Incidencia.

“Una de cada cinco personas morira de cancer” asi lo afirman Alberts, et al. (2008).
Lamentablemente esta afirmacion no esta lejos de la realidad; segun datos provenientes de la
organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la principal causa de muerte a escala
mundial a la que solo en 2012 se le atribuyeron 8,2 millones de defunciones en todo el mundo y
14 millones de nuevos casos. En Ecuador, anualmente se registran, 162 casos de cancer por
cada 100000 habitantes. A escala mundial, los tipos de cancer de mayor incidencia en poblacion
masculina son cancer de pulmén, prostata, colon y recto, estbmago e higado y en poblacion
femenina, los canceres que con mayor frecuencia se registran son cancer de mama, colon y recto,

pulmén, cuello uterino y estémago (OMS, 2017).

2.3 Cancer de prostata.

La American Cancer Society (2014), sefiala que el cancer de préstata es una patologia cuyo
origen involucra el crecimiento descontrolado de células prostaticas. El cancer de préstata es una
enfermedad multifactorial, en la que participan factores hormonales, ademas de los relacionados
con la edad, raza, dieta y una historia familiar de cancer prostatico (Alvarez, et al. 2008). Desde
el punto de vista genético y molecular, el cancer de préstata constituye un proceso secuencial,
acumulativo y no necesariamente ordenado que conduce a que factores genotéxicos adquiridos
y epigenéticos conformen una enfermedad con pasos bien definidos, los cuales son: Iniciacion,

Progresion, Metastasis y Hormonoresistencia (Uribe-Arcila, 2005).

INICIACION: En donde segun Alvarez, et al. (2008), el cancer prostatico se origina por el
crecimiento clonal de una célula epitelial alterada en su genoma. Las alteraciones producidas en
el ADN involucran siete factores definidos que son: mutaciones en los genes ubicados en los
cromosomas 1y 8, polimorfismos genéticos: 5 a-reductasa, vitamina D y receptor androgénico,
telomerasa, estrés oxidativo, células madre y finalmente aumento de niveles del factor de
crecimiento IGF-1 (Uribe-Arcila, 2005).

PROGRESION Y METASTASIS: El incremento en la expresion de metaloproteinasas de matriz
e incremento del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), se presentan como principales

indicadores de angiogénesis y metastasis (Reiter y de Kernion, 2002; Uribe-Arcila, 2005).
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HORMONORESISTENCIA: Que se presenta en pacientes con cancer de prostata avanzado
(Uribe-Arcila, 2005).

2.3.1 Cancer de préstata en el Ecuador: incidencia y tratamiento.

La Sociedad Americana contra el cancer establece, a escala mundial, que el adenocarcinoma
prostatico es la neoplasia maligna mas frecuente en hombres, después del cancer de piel y
superando al cancer pulmonar y de colon (Alvarez, et al. 2008). En el Ecuador, constituye el
cancer de mayor incidencia en poblacién masculina. En 2005, a través de la Sociedad de Lucha
contra el Cancer (SOLCA), se detectaron un total de 268 casos de cancer de prostata en Quito,
el 56% en etapa avanzada y un 44 % en fase inicial; en 2014, el Instituto Nacional de Estadisticas
y Censos (INEC) registrg, en todo el pais 833 defunciones por neoplasia prostatica.

Existe una amplia gama de alternativas de tratamiento para combatir esta patologia, la primera
de ellas se basa en cirugia durante los estadios iniciales de la enfermedad. Ademas de las
opciones quirdrgicas, se registran tratamientos adyuvantes, entre los que destacan: radioterapia,
gquimioterapia, y terapia hormonal; todos estos métodos presentan fuertes efectos secundarios y

una tasa de respuesta relativamente baja (Redondo-Blanco, 2014).

Las cifras anuales presentadas por entidades como SOLCA e INEC ponen de manifiesto el
impacto progresivo de esta enfermedad, ademas de revelar que el cancer de prostata constituye
un problema de salud publica a nivel nacional. A través de la presente investigacion se pretende,
desarrollar nuevas fuentes de tratamiento contra el cancer, cuya principal caracteristica sea su
alta selectividad, baja toxicidad y gran potencial terapéutico frente a distintos tipos de cancer;

para ello sera necesario conocer como actia, a nivel genético y molecular nuestro organismo.

2.4 Genética: oncogenes y genes supresores de tumores.

El ciclo celular esta regulado por la fosforilacion y la degradacién de diversas proteinas que

promueven o inhiben la progresion del ciclo de division celular (Curtis, et al. 2008). Los proto-

oncogenes son genes normales que dirigen la produccion de proteinas que regulan el crecimiento

y desarrollo celular; a diferencia de los genes supresores de tumores que, en organismos sanos,

actian como reguladores negativos de crecimiento (Rios y Hernandez, 2001). Uribe-Arcila (2005)

indica que los tumores necesitan activar genes inductores que se encuentran en formas pasivas
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denominadas proto-oncogenes e inactivar otros genes que se comportan como supresores del

tumor.

Las formas mutadas de proto-oncogenes dan lugar a los oncogenes, cuya sobreexpresion esta
vinculada con el desarrollo del cancer. De igual manera, las mutaciones producidas en genes
supresores de tumores provocan disminucién de su actividad, lo que genera cierta inestabilidad
gendmica, que predispone a los individuos portadores de estas mutaciones a desarrollar diversas

neoplasias malignas.

2.4.1 Alteraciones genéticas comunes en cancer de préstata:
El desarrollo y progresion tumoral es consecuencia de la adquisicion de diversas modificaciones
en la base molecular de varias proteinas, condicién que se ve influenciada por la activacion de
oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores. A continuacion, se detallan aquellas

alteraciones genéticas que se han relacionado con la formacion de un tumor en la préstata:

Tabla 1. Alteraciones genéticas comunes en cancer de préstata.

Funcion normal Alteracion
Gen supresor de
tumor
RB1 Mutaciones
Controla fase G1/S del _
_ germinales
ciclo celular y o
_ o Mutacion/pérdida
diferenciacion
de ambos alelos
TP53 Factor de transcripcion Mutacién/pérdida
Regula reparacion de de ambos alelos
ADN, ciclo celular y
apoptosis
PTEN Regula la proliferacion Mutacion/ delecion

celular, apoptosis y

senescencia
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BRCA1 Factor de transcripcion Mutacion
Forma parte del complejo
proteico para detectar
dafo al ADN
Participa en el proceso

de recombinacion

homdloga
Oncogenes
RAS Transduccion de sefiales Mutacion
Activa proliferacion
MYCC Factor de transcripcion Amplificacion
Activa vias de
proliferaciéon
TERT Replicacién funcional Amplificacion
Alargamiento de
telomeros
BCL-2 Inhibicion de la apoptosis ~ Sobreexpresion
Proteinas de
metabolismo
intermediario
FASH Sintesis de acidos grasos Sobreexpresion
Citocinas
MIC-I Citotcina Sobreexpresion

Fuente: (Gonzalez-Espinosa, et al. 2002; Salas, et al. 2014; Uribe-Arcila, 2005).
Elaboracién: Autor

2.5 Rutas de muerte celular: proteinas implicadas.

El estado normal o fisiol6gico de un organismo se consigue con respuestas celulares que
permitan a las células y a los tejidos adaptarse y sobrevivir en las condiciones de su entorno y
responder adecuadamente a estimulos (Lizarbe, 2007). Para ello, una gran variedad de sistemas
y procesos estan envueltos en el mantenimiento de la integridad celular, que implica mantener

un equilibrio entre proliferacion y muerte celular (Krysko, et al. 2008; Lizarbe, 2007); ademas de
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interferir en procesos de endocitosis y exocitosis, cambios metabdlicos y de expresion génica;

mecanismos de defensa y sistemas de reparacién (Lizarbe, 2007).

Una serie de proteinas controlan los diversos mecanismos por los cuales la célula busca
mantener su integridad, obedeciendo al equilibrio entre proliferacion y muerte, se expondran a

continuacién las rutas de muerte celular de mayor interés.

2.5.1 Apoptosis.

Conocida como muerte celular programada de tipo |, es un proceso biol6gico fundamental por el
que las células que han finalizado su funcion o no son necesarias para el organismo se “suicidan”
(Naval, Marzo, y Anel, 2004) sin desencadenar reacciones de inflamacién ni dejar cicatrices en
los tejidos (Guaman-Ortiz, 2012). La apoptosis es un mecanismo de muerte celular controlada
por el cual el organismo mantiene la homeostasis celular eliminando células dafiadas (Kroemer,
et al. 2009). El desajuste de este proceso implica, por un lado: la activacion masiva de esta ruta,
desencadenando diversas patologias graves, como las enfermedades neurodegenerativas
(Alzheimer), cardiovasculares (muerte celular tras isquemia) o inmunodeficiencias (SIDA); por
otro lado, un déficit de apoptosis supone la supervivencia anémala de células con diferenciacion
incompleta o defectuosas, este es el caso de las enfermedades autoinmunes y diversos tipos de

cancer (Naval, et al. 2004).

Este proceso de muerte tiene dos vias ya caracterizadas que dependen de una cascada
proteolitica irreversible y amplificadora mediada por caspasas (Alberts, et al. 2008). La via
extrinseca se activa mediante ligandos extracelulares que se unen a receptores de muerte de la
superficie celular, a diferencia de la via intrinseca que se activa por sefiales intracelulares que se
generan cuando las células experimentan estimulos de estrés. Cada via utiliza sus propias
procaspasas iniciadoras, que se activan en complejos de activacion diferentes, denominados
DISC y apoptosoma, respectivamente. En la via extrinseca, los receptores de muerte celular
reclutan las procaspasas-8 y -10 mediante proteinas adaptadoras, formando el DISC; mientras
gue en la via intrinseca el citocromo ¢, que se libera del espacio inter-membrana de las
mitocondrias, activa a Afapl, que se ensambla formando un apoptosoma, estructura que recluta

y activa la procaspasa-9 (Figura 1) (Alberts, et al. 2008).
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Las proteinas antiapoptoticas (Bcl2, Bcl-XL, Bcl-w, Bcl-b y Mcl-1) y proapoptéticas (Bax, Bak,
Bim, Bid, Puma, Noxa) regulan la via intrinseca controlando la liberacién de proteinas
mitocondriales, mientras que las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) inhiben las caspasas

activadas induciendo su degradacion (Alberts, et al. 2008; Jordan, 2003; Lizarbe, 2007).
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Figura 1. Via intrinseca de la apoptosis.
Fuente: (Alberts, et al. 2008)
Elaboracion: (Alberts, et al. 2008)

La activacion intracelular de la apoptosis se produce a través de la via intrinseca, la cual depende
de la liberacion, en el citosol, de proteinas mitocondriales que por lo general residen en el espacio
intermembrana de estos organulos (Alberts, et al. 2008; Baeza-Martin, 2014). En respuesta a una
lesién u otras formas de estrés, como dafio en el ADN o la falta de oxigeno, de nutrientes o de
sefiales de supervivencia extracelulares (Alberts, et al. 2008; Baeza-Martin, 2014) se producen
cambios significativos en la estructura de las membranas mitocondriales, estos cambios
comprometen la funcion de las membranas induciendo el incremento de la permeabilidad de estas
(Dubin y Stoppani, 2000); condicion que estimula la liberacion de las siguientes estructuras:

citocromo ¢, Smac/DIABLO y la enzima HtrA2/Omi (Saikumar y Venkatachalam, 2009).

La formacion del apoptosoma surge de la unién de la proteina Afapl con el citocromo c, esta

estructura recluta moléculas de procaspasa iniciadora (procaspasa-9), que se activan por su
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estrecha cercania en el apoptosoma (Alberts, et al. 2008). Una vez activa, la caspasa-9 promueve
la activacion de una serie de caspasas ejecutoras (caspasa-3) que finalmente, desencadenaran
la apoptosis. Sin embargo, este sistema se encuentra regulado por las IAPs; cuya activacion
inhibe la funcion de las caspasas, impidiendo la muerte celular. Smac/DIABLO y HtrA2/Omi, son
proteinas anti-lIAP, que bloquean la actividad de las IAPs, estimulando asi la apoptosis (Saikumar
y Venkatachalam, 2009).
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Figura 2. Via extrinseca de la apoptosis.
Fuente: (Alberts, et al. 2008)
Elaboracion: (Alberts, et al. 2008)

Los receptores de muerte de la superficie celular activan la via extrinseca de la apoptosis (Alberts,
et al. 2008), que se produce tras la union de ligandos extracelulares (mensajero de muerte) que
se unen a receptores de muerte (receptor de muerte) de la superficie celular (Naval, et al. 2004).
Los receptores de muerte poseen en su region intracelular el denominado dominio de muerte,
necesario para la activacion del programa apoptoético (Alberts, et al. 2008). Como se indica en la
Figura 2, FasL (Ligando), induce apoptosis tras la unién a su receptor Fas; que tras su aleacion
y oligomerizacion se une a la proteina adaptadora FADD, a través de su dominio de muerte.
FADD a su vez, a través de su dominio efector de muerte, se une a la caspasa-8; formando el
complejo de sefalizacién inductor de muerte (DISC), que finalmente activara una serie de

caspasas ejecutoras que induciran la apoptosis (Naval, et al. 2004).
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La via extrinseca se encuentra regulada negativamente por una serie de estructuras que limitan
la apoptosis; tal es el caso de los receptores sefiuelo de superficie celular, que tiene un dominio
de unién al ligando, pero no un dominio de muerte (Baeza-Martin, 2014) o las proteinas
blogueantes intracelulares como c-FLIP, que se asemeja a una procaspasa iniciadora, pero

carece del dominio proteolitico (Alberts, et al. 2008).

2.5.2 Autofagia.

Aredia, et al. (2012) indican que la autofagia es un proceso catabdlico de auto-degradacion que
busca mantener la homeostasis celular normal, siendo un mecanismo de adaptacion frente al
estrés celular (Criollo, 2009). Pefia-Sanoja y De Sanctis (2013) manifiestan que la autofagia tiene
un rol critico en el mantenimiento de la homeostasis celular y la integridad gendmica; a pesar de
ello, este mecanismo podria contribuir con la supervivencia del tumor, protegiendo a las células

cancerigenas ante condiciones adversas (Aredia, et al. 2012; Choi, 2012).

La maquinaria central del proceso de autofagia involucra a las proteinas denominadas Atg y a
Beclina-1, cuya fusion es crucial para desencadenar autofagia, inhibiendo el crecimiento celular
y promoviendo la tumorigénesis (Herrero, 2008). La via de la autofagia procede a través de cinco
fases: la nucleacién, que es la formacion de una estructura de doble membrana o membrana de
aislamiento, que también se denomina fagéforo; la expansion de la membrana del fag6foro por la
incorporaciéon de la proteina LC3-1l; la maduracién de esta estructura en el autofagosoma y el
secuestro de material citoplasmico a degradar; la fusién del autofagosoma con el lisosoma, lo que
resulta en la formacion de los autofagolisosomas y, por ultimo, la degradacién de los materiales
biolégicos secuestrados por las enzimas hidroliticas del lisosoma y el reciclamiento de moléculas,
ante todo aminoacidos, lipidos, azlcares y nucleétidos (Maciel-Herrerias y Cabrera-Benitez,
2016).

2.5.3 Necroptosis.

Se asume como un mecanismo que se genera a partir de la entrada masiva de iones y agua al

interior celular. Dentro de los agentes 0 mecanismos desencadenantes de la necroptosis se

encuentra el TNF-a que activa a TNFR1 (Lopez, et al. 2012), quien induce la activacion de

proteinas con actividad quinasa como: RIPK1 y RIPK3 (Baeza-Martin, 2014), cuya interaccion

forma un complejo denominado necrosoma que media toda esta ruta; este proceso es
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independiente de caspasas, sin embargo, es regulada negativamente por caspasa-8 (Remijsen,
et al. 2014)

2.5.4 Senescencia.

Es el proceso en el cual, el ciclo celular se suspende de manera permanente, las células quedan
detenidas en la fase Go/Gi, ho responden a estimulos mitdbgenos, pero, permanecen vivas,
aungue metabdlicamente alteradas (Lopez, Marinez, y Konigsberg, 2005). Se conocen dos vias
por las cuales la célula entra en un estado senescente; una de ellas mediada por Rb, proteina del
retinoblastoma, que se encuentra hipofosforilada en las células senescentes, deteniendo la
proliferacion en la fase G del ciclo celular; y otra via regulada por miembros de familia p53, que
induce la sobreexpresion de p21, que inhibe la transicion en fase G1/S (Lépez, et al. 2005).

2.6 Antineoplésicos de origen natural: metabolitos secundarios.

A pesar de la existencia de una amplia gama de tratamientos para combatir el cancer, que van
desde cirugia durante los estadios iniciales de la enfermedad hasta posibles tratamientos
adyuvantes como: radioterapia, quimioterapia y terapia hormonal; no se ha podido controlar y
mucho menos erradicar esta patologia. A través de la denominada “Medicina natural’ que
constituye una herramienta médica, que recurre a productos de origen natural, para tratar
diversas patologias, se pretende desarrollar nuevas técnicas de tratamiento que permitan
contrarrestar el comportamiento celular que el organismo adopta frente a esta enfermedad.
Scovassi y Guaman, (2013) mencionan que el uso de plantas con propiedades farmacoldgicas
es el principal recurso médico alrededor del mundo. Los compuestos quimicos, responsables de
la actividad farmacoldgica de la planta, son conocidos como metabolitos secundarios que se
sintetizan de manera natural y se acumulan en un ndmero limitado de plantas de distintas
especies y en diversas concentraciones (Sanchez, et al. 2000). La presente investigacion busca
establecer el mecanismo de muerte celular inducido por el extracto metandlico de tallos de Grias

neuberthii, un compuesto con actividad antitumoral ya conocida.

2.6.1 Género Grias.

El género Grias corresponde a un grupo de plantas pertenecientes a la familia Lecythidaceae

(Cornejo y Mori, 2012). Las especies mas representativas que surgen en los bosques humedos

tropicales del Ecuador, cuyo rango altitudinal es de 300 — 1150 msnm (MAE, 2017; Ojeda y Patifio,
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2010), son: Grias angustipetala, Grias ecuadorica, Grias peruviana y Grias neuberthii; todas ellas
utilizadas para la alimentacioén diaria de las comunidades étnicas de las regiones en donde cada

especie se origina (Cornejo y Mori, 2012; Mori, et al. 2017).

2.6.2 Extracto metanolico de tallos de Grias neuberthii.

La especie Grias neuberthii es nativa del sur de Colombia, Ecuador y del norte del Peru (Lozano,
2013); es utilizada en medicina tradicional, como: antidisentérico, purgativo, laxante; para
combatir la sinusitis y detener hemorragias (Alva, et al. 2002). Moya, (2012) menciona que la
especie Grias neuberthii tiene ademas propiedades antibacterianas y desinfectantes.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo confirman la actividad citotoxica del
extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii. A continuacion, se presentan los resultados de
mayor relevancia que el estudio previo ha generado:

Tabla 2. ICso del extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii en lineas celulares de

céncer de: colon, pulmén, mama, prostata y cerebro.

RKO A-549 MCF-7 PC-3 D-384 U-251
31,8+0,01 554+0,12 39,1+0,08 174+0,07 21,7+0,07 18,5+0,13

Cada dato representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes realizados

por duplicado.
Fuente: Samaniego, 2017 (Tesis en desarrollo)

Elaboracion: Autor

Una vez conocido el potencial citotoxico que el extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii
posee en diversas lineas celulares, es necesario identificar los mecanismos de muerte celular

gue el extracto mencionado induce, razon por la cual tiene lugar la presente investigacion.

2.7 Biomarcadores.

Conocidos como marcadores biolégicos, representan los cambios bioquimicos, fisiolégicos o
morfol6gicos medibles, que se producen en un sistema biolégico y se interpretan como reflejo o
marcador de la exposicion a un agente toxico (Cueva, 2014; Neri, et al. 2005). A continuacion, se

expondran los biomarcadores de interés para el presente trabajo, aquellos utilizados para
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identificar el mecanismo de muerte celular inducido por el extracto metandlico de tallos de Grias

neuberthii.

2.7.1 Biomarcadores apoptéticos.

Alfaro, Garcia, y Duefias (2000), mencionan que la apoptosis es un proceso dindmico que
promueve diversas caracteristicas dependiendo del estado en el que se encuentre la célula; esta
condicion permite disponer de los denominados marcadores de la apoptosis. Entre los métodos
de deteccion de apoptosis, Elmore, (2007), destaca la identificacibn de alteraciones de
membrana, deteccidon de caspasas y fragmentacion de sustratos reguladores e inhibidores.

2.7.2 Deteccion de la fosfatidilserina en células apoptoéticas.

En donde se evalla la simetria de la membrana celular, mediante la distribucién del fosfolipido
con carga negativa fosfatidilserina que normalmente se localiza en la cara citosélica de la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica (Baeza-Martin, 2014), pero se transloca a la monocapa
externa en las células apoptéticas (Alberts, et al. 2008); esta condicién constituye un biomarcador
efectivo de este tipo de células. A través de la Anexina V, una proteina recombinante que se une
especificamente a residuos de fosfatidilserina en una reaccién dependiente de calcio, se puede
detectar células apoptéticas; ademas mediante la aplicacion simultanea de un marcador de ADN
gue no sea permeable a la membrana como el yoduro de propidio, un marcador cationico, se
puede determinar diferentes tipos de células que comprenden: células en apoptosis temprana,

células en apoptosis tardia y células necréticas (Martinez-Salazar, 2009).

2.7.3 ldentificacion de proteinas apoptéticas mediante Western Blot.

El ciclo celular se encuentra regulado por una serie de proteinas, que resguardan la integridad
del genoma. En respuesta a la accidon de agentes deletéreos tales como la luz ultravioleta, la
radiacion o agentes quimicos (Salamanca-Gémez, 2009), el ADN se ve alterado; esta condicion
provoca que las células evadan los diversos puntos de control de las fases del ciclo de division
celular (Lagunas, Valle, y Soto, 2014), ocasionando la supervivencia anémala de células con
diferenciacién incompleta o defectuosas (Naval, et al. 2004). El crecimiento celular es controlado
entre otros factores por los miembros de dos grandes familias de moléculas: los oncogenes y los
genes supresores de tumores (Chavez, 1999); estos ultimos son moléculas que inhiben la
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proliferacién celular descontrolada. Tal es el caso de p53/p73, fosfoproteinas que se localizan en
el nacleo celular (Lopez, et al. 2001), y que se activan en respuesta al dafio en el genoma. p53
ejerce sus efectos inhibidores en el ciclo celular, uniéndose al ADN e induciendo la transcripcién
de p21 que, a su vez, codifica una proteina que se une a los complejos Cdk necesarios para la
progresion del ciclo celular. Al bloquear la actividad quinasa de estos complejos Cdk, la proteina
p21l impide que la célula entre en la fase S del ciclo celular y, en consecuencia, inhibe la

replicacion del ADN (Curtis, et al. 2008), con el objetivo de reparar el dafio provocado.

En aquellas condiciones en las que el dafio en el ADN no puede repararse, p53 (Gémez-L4zaro,
et al. 2004) y/o p73 inducen la activaciéon de las vias de sefializacién apoptéticas. Por un lado,
p53 regula la expresion de los miembros de la familia Bcl-2, que participan en los procesos de
permeabilizacion mitocondrial (Jutinico-Shubach, Mantilla-Galindo, y Sanchez-Mora, 2015)
provocando la muerte de la célula. Por otro lado, p73 induce apoptosis a través de sus isoformas
TAp73 (Ramadan, et al. 2005; Rossi, et al. 2004), que se activan cuando la célula experimenta
estimulos de estrés que alteran el correcto funcionamiento del reticulo endoplasméatico
(Ramadan, et al. 2005), lugar en donde son sintetizados un sin numero de proteinas; Melino, et
al. (2004) describen como p73 promueve la apoptosis a través de la activacion directa de PUMA
y Bax, proteinas que se encuentran relacionadas con la via intrinseca de la apoptosis (Rossi, et
al. 2004); por ultimo, se ha demostrado también que las isoformas TAp73 inducen apoptosis

mediante la activacién de receptores de muerte celular (Ramadan, et al. 2005; Rossi, et al. 2004).

La Electroinmunotransferencia o Western Blot, es una técnica utilizada para la inmunodeteccion
y cuantificacion de proteinas especificas en homogenados celulares complejos (Ifaki, 2015).
Constituye una de las técnicas mas importantes en el analisis y caracterizacién de fracciones
antigénicas (Chavez-Salas, Vasquez, y Escalante, 2007); es un proceso cualitativo que combina
la selectividad de la electroforesis, en geles de acrilamida-bisacrilamida, que permiten fraccionar
al antigeno; con la sensibilidad de la prueba inmunoenzimatica, que pone en evidencia los
complejos antigeno-anticuerpo formados (Chavez-Salas, et al. 2007). Para desarrollar esta
técnica se deben extraer las proteinas de los modelos biolégicos de interés a través de métodos
que impliquen la disrupcion mecanica o quimica de las células; tras su obtencion, las proteinas
son separadas por electroforesis de acuerdo a su carga y peso molecular y bajo condiciones
desnaturalizantes (Garcia Pérez, 2000; Morales-Sanchez y Gallo-Ramirez, 2006). A
continuacion, las proteinas son transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
mediante la aplicacion de un campo eléctrico, que permite el correcto traspaso de proteinas desde
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el gel hacia la membrana. Finalizada la transferencia, se afiade un agente de bloqueo, con el
propésito de reducir los lugares de union no especificos del anticuerpo a identificar. Luego, se
incuba un anticuerpo primario dirigido contra el epitopo especifico de la proteina diana; tras varios
lavados de la membrana, se adiciona un anticuerpo secundario, el mismo que se une de forma
especifica al anticuerpo primario, proporcionando una forma de deteccién, que se puede

visualizar a través de la adicion de agentes quimioluminiscentes (Towbin, 2011).
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CAPITULO lIl. METODOLOGIA



3.1 Obtencion del extracto.

El extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii (GNTM) fue aislado y donado por el Ph.D.
Juan Carlos Romero, Docente investigador de la Seccion Departamental de Quimica Béasica y
Aplicada de la Universidad Técnica Particular de Loja. La concentracion madre (10000 pg/mL)
del extracto fue preparada utilizando como disolvente dimetilsuféxido (DMSO) (SIGMA). Se
almaceno a 8° C hasta su uso, las concentraciones a utilizar se realizaron mediante la disolucién

de la concentracion madre en medio de cultivo RPMI (GIBCO) en el dia de tratamiento.

3.2 Cultivo celular.

Se ha tomado como modelo bioldgico las siguientes lineas celulares tumorales correspondientes
a: carcinoma de colén humano (RKO), adenocarcinoma mamario (MCF-7), adenocarcinoma
prostatico grado IV (PC-3), astrocitoma cerebral (D-384), glioblastoma cerebral (U-251) y
carcinoma de pulmén (A-549); las cuales fueron cultivadas en medio RPMI, suplementado con
10 % de Suero Fetal Bovino (SFB), 1 % de L-glutamina (2mM) y 1 % de Antibi6tico-Antimicético
(100 U/mL de Penicilina G, 100 pg/mL de Estreptomicina y 25 pug/mL de Anfotericina B); y
mantenidos a 37° C en una atmdsfera humeda con 5% de CO.. Todos los reactivos utilizados son
de marca GIBCO.

3.3 Siembra celular.

Se partié de un cultivo celular con una confluencia equivalente al 80 %, se realizé la siembra de
cada linea celular en cajas de 12 pocillos en donde, a cada pocillo fue colocada una suspension
celular con aproximadamente 3,8x10* células para realizar el ensayo de deteccién de
fosfatidilserina en células apoptéticas; por otro lado, para ejecutar el proceso de extraccion de

proteinas, fueron sembradas aproximadamente 9x10° células en cajas de cultivo de 75 cm3.

3.4 Deteccion de la fosfatidilserina en células apoptoticas.

Transcurrido el tiempo y una vez adaptadas las células se aplicé el tratamiento respectivo, que
consistié de un control negativo a base de dimetilsulféxido (DMSO) al 0,5 %, un control positivo
con doxurrubicina a 0,5uM y la dosis ICso de GNTM correspondiente para cada linea celular
tumoral de interés; se volvié a incubar la caja durante 48 horas mas.
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Las células fueron tripsinizadas, la suspension generada fue centrifugada a 4° C a 3500 rpm. Se
realizé dos lavados con PBS al pellet resultante y posterior a ello se resuspendié con 200 L de
buffer vinculante 1X (BD Biosciencies). Finalmente fueron afiadidos 2 yL de Anexina V-FITC
(Santa Cruz Biotechnology) y 2 pyL de yoduro de propidio (Santa Cruz Biotechnology); la
suspension fue incubada por 15 min a temperatura ambiente y se procedié a realizar las placas
respectivas para su posterior lectura en el microscopio de fluorescencia (Axioskop 2 plus) (Zeiss

Alemania) con el objetivo de identificar células en apoptosis.

Fueron contabilizadas 200 células entre: Vivas (Anexina V-/IP-), en apoptosis temprana (Anexina
V+/IP-), en apoptosis tardia (Anexina V+/IP+) y necroéticas (Anexina V-/IP+). Para ello, se realizé
el conteo de células vivas utilizando contraste de fases, entre las células contabilizadas y
mediante fluorescencia (Excitacion: BP 450-490, Divisor 6ptico: FT 510, Emisién: LP 515) fueron
contadas las células en apoptosis temprana, tardia y células necroticas.

3.5 Extraccién y Cuantificacién de proteinas.

La extraccion y cuantificacion de proteinas apoptoticas se realizd en la linea celular mas sensible
al tratamiento con GNTM, es decir la linea celular PC-3. El tratamiento consistié en la aplicacion
de la dosis ICso (17 pg/mL) y una dosis duplicada (34 ug/mL) del extracto; ademas, se utilizé como
control negativo: DMSO al 0,5 % (v/v), y como control positivo: doxurrubicina a 1 uM, por 48
horas. Una vez finalizado el tratamiento, las células fueron tripsinizadas; la suspension resultante
fue recogida en un tubo de 15 mL y centrifugado por 5 min a 2000 rpm, a continuacién, se
realizaron una serie de lavados, al pellet resultante, con 1 mL de PBS; para posteriormente
contabilizar el nimero de células vivas y muertas presentes en cada tratamiento. Finalmente, al
sedimento obtenido se le agreg6 el buffer de lisis RIPA (Azida, Ortovanadato, PMSF, Aprotinina)
calculado (1 mL por cada 10x10° células), a partir de este paso, cada suspension celular se
mantuvo en hielo y se procedio a dar vortéx una serie de veces consecutivas hasta completar 30
min. Pasados 30 minutos, las muestras fueron centrifugadas durante 15 min a 4° C a 12000 rpm.

El sobrenadante fue recuperado y conservado en tubos eppendorf de 0,5 mL a -80° C.

La cuantificacion de las proteinas extraidas se ejecut6 por el método Bradford en una caja de 96

pocillos; a la cual se adicion6 5 uL de cada muestra con 145 pL de reactivo Bradford (SIGMA),

tras la preparacion de las muestras, se dejé reposar durante 15 min protegida de la luz. Las
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absorbancias fueron leidas en un espectofotémetro (Sunrise™) a una longitud de onda de 620
nm; mediante la comparacion de una curva estandar realizada con Albumina de Suero Bovino

(ASB), se determinaron las concentraciones de la proteina.

3.6 Identificacion de proteinas apoptéticas mediante Western Blot.

La concentracion proteica utilizada fue de 50 pg. La separacion de proteinas se realizé mediante
un gel SDS-PAGE (SDS-policramide gel electrophoresis) utilizando geles separadores de 12 % y
15 % dependiendo del peso molecular de la proteina a identificar, y un gel concentrador de 4 %.

Una vez que los geles han polimerizado, se procedid a cargar la muestra previamente
desnaturalizada; la electroforesis se desarrollé6 dejando un tiempo de corrida inicial de 15 min a
100 voltios. Luego de ello, se modificé el tiempo, que varié segun la proteina a identificar.

Finalizada la electroforesis, se di6é paso a la transferencia de proteinas, desde el gel hacia una
membrana de PVDF, formando el denominado “sandwich”. La transferencia se llevo a cabo en
un sistema Mini-Trans Blot Cell System (Bio-Rad) por 1 hora y 30 min a 100 volteosy a 4° C. La
correcta transferencia de proteinas se confirmé mediante la tincion de la membrana con el

colorante rojo ponceau 0,1% (SIGMA).

A continuacion, se llevé a cabo durante 1 hora el blogueo de la membrana utilizando leche
descremada (Nestlé Carnation, Instant nonfat dry milk) al 5 %, la disolucién de esta se realiz6 con
TBS-Tween 1X; pasado el tiempo, se desechd la leche, para después incubar por toda la noche
con el anticuerpo primario seglin corresponda (anticuerpos monoclonales: p21, B-tubulina;
anticuerpos policlonales: Bcl-2, Bax, p73) (Santa Cruz Biotechnology, INC) (Anexo 1). Al dia
siguiente, fueron realizados una serie de lavados consecutivos con TBS-Tween 1X y TBS 1X;
posteriormente se incubd con el respectivo anticuerpo secundario (Santa Cruz Biotechnology;
EMD Millipore) (Anexo 1) durante 2 horas y protegido de la luz, después de ello se volvieron a
realizar lavados con las soluciones antes descritas. Finalmente, las bandas inmunoreactivas se
visualizaron utilizando el kit de quimioluminiscencia Luminata™ Forte Western HRP Substrate;
Luminata™ Crescendo Western HRP Substrate (Millipore); las bandas fueron capturadas en una

pelicula de rayos X CL-XPosure™ Film (Thermo Scientific).
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3.7 Anélisis estadistico.
Los datos obtenidos fueron analizados con ANOVA post-test de Dunnett para analizar la

diferencia significativa entre el control y los grupos expuestos a tratamiento; utilizando el

programa estadistico GraphPad Prism 5.0. Valores de p<0,05 fueron considerados significativos.
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CAPITULO IV. RESULTADOS



4.1 Deteccion de la fosfatidilserina en células apoptoéticas.

La evaluacién de la distribucion de la fosfatidilserina se realizé aplicando la dosis ICso de GNTM
correspondiente para cada linea celular tumoral de interés (RKO: 32 pg/mL; A-549: 55 pg/mL;
MCF-7: 39 pg/mL; PC-3: 17 ug/mL; D-384: 22 pg/mL; U-251: 19 ug/mL), ademas de un control

negativo con DMSO (0,5 %) y doxorrubicina (1 uM) para el control positivo.

En el caso de la linea celular D-384 (Tabla 3), con respecto al control negativo, se evidencian
valores estadisticamente significativos (p<0,0001) que reflejan disminucién de la poblacién celular
(87,65 + 1,22 %) asi como induccion de apoptosis temprana (5,47 + 1,54 %) y tardia (6,72 £ 1,93

%) en las células expuestas a tratamiento con GNTM.

Tabla 3. Porcentaje de células: vivas, apoptdticas y necréticas en linea celular D-384, tras la
evaluacion de la distribucion de la fosfatidilserina.

Porcentaje de células: vivas, apoptoticas y necréticas + SD en linea celular D-384

Apoptosis
Vivas Temprana Tardia Necrosis
Control negativo 95,67 £ 2,63 2,13+1,83 2,19+0,93 -
Control positivo 85,36 + 3,10 7,39 £0,71 4,07 +£1,24 3,18 £1,99
GNTM 87,65 + 1,22 *** 5,47 £ 1,54 *** 6,72 £ 1,93 *** 0,17 £ 0,27

Cada dato representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. El andlisis fue realizado mediante la prueba de Dunnett (***: p<0,0001, **: p<0,001, *: p<0,01).

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

Tabla 4. Porcentaje de células: vivas, apoptoéticas y necréticas en linea celular MCF-7, tras la
evaluacion de la distribucion de la fosfatidilserina.

Porcentaje de células: vivas, apoptoticas y necréticas + SD en linea celular MCF-7

Apoptosis
Vivas Temprana Tardia Necrosis
Control negativo 97,28 + 1,48 1,90 + 1,26 0,82+0,42 -
Control positivo 75,20 £ 5,90 6,18 £ 3,41 13,57 + 3,49 5,06 + 3,13
GNTM 83,91 £ 9,02 ** 12,36 + 7,91 ** 3,47 £ 1,69 0,26 £ 0,32

Cada dato representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. El analisis fue realizado mediante la prueba de Dunnett (***: p<0,0001, **: p<0,001, *: p<0,01).

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.
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Para la linea celular MCF-7 en las células tratadas con GNTM, los porcentajes de células vivas,
de apoptosis temprana y de apoptosis tardia corresponden a 83,91 + 9,02 %; 12,36 £ 7,91 % y
3,47 £ 1,69 % respectivamente; observandose una diferencia significativa (p<0,001) en los

porcentajes de células vivas y apoptosis temprana con respecto al control negativo (Tabla 4).

En la linea celular RKO se evidencia con respecto al control negativo, que existe una diferencia
significativa (p<0,01) en el porcentaje de apoptosis tardia (7,03 + 5,56 %) de las células

sometidas a tratamiento con GNTM (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de células: vivas, apoptéticas y necréticas en linea celular RKO, tras la
evaluacion de la distribucidn de la fosfatidilserina.

Porcentaje de células: vivas, apoptoticas y necréticas + SD en linea celular RKO

Apoptosis
Vivas Temprana Tardia Necrosis
Control negativo 93,12 + 3,17 5,54 + 2,52 1,27 +£0,84 0,07 +0,17
Control positivo 77,50 + 4,09 10,32 + 5,33 9,16 £ 4,52 3,02 +0,79
GNTM 87,48 + 6,37 542 + 1,99 7,03 +5,56 * 0,15+ 0,22

Cada dato representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. El andlisis fue realizado mediante la prueba de Dunnett (***: p<0,0001, **: p<0,001, *: p<0,01).

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

Tabla 6. Porcentaje de células: vivas, apoptéticas y necréticas en linea celular A-549, tras la
evaluacion de la distribucidn de la fosfatidilserina.

Porcentaje de células: vivas, apoptdticas y necréticas + SD en linea celular A-549

Apoptosis
Vivas Temprana Tardia Necrosis
Control negativo 97,77 £ 1,32 1,47 £ 0,89 0,76 £ 0,78 -
Control positivo 73,04. + 5,87 6,50 + 2,26 3,58 + 3,27 16,87 + 4,68
GNTM 72,50 £ 7,64 *** 23,39 £ 7,42 *** 3,39+1,59 0,85+1,51

Cada dato representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. El andlisis fue realizado mediante la prueba de Dunnett (***: p<0,0001, **: p<0,001, *: p<0,01).

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

En la Tabla 6 se puede observar que para el control negativo los porcentajes de células vivas, en
apoptosis temprana y tardia en la linea celular A-549 corresponden a: 97,77 + 1,32 %, 1,47 + 0,89
% y 0,76 + 0,78 % respectivamente; mientras que para las células tratadas con GNTM los

porcentajes equivalen a: 72,50 + 7,64 %, 23,39 + 7,42 % y 3,39 + 1,59 %; observandose una
39



disminucién significativa (p<0,0001), con respecto al control negativo, en los porcentajes de

células vivas y apoptosis temprana.

En la linea celular U-251 (Tabla 7) con respecto al control negativo, se nota la disminucion de la
poblacion celular tratada con GNTM (75,47 + 4,89 %) (p<0,0001) e incremento de los porcentajes

de apoptosis temprana (17,95 + 4,60 %) (p<0,0001) y tardia (6,57 + 0,66 %) (p<0,01).

Tabla 7. Porcentaje de células: vivas, apoptoéticas y necroticas en linea celular U-251, tras la
evaluacion de la distribucidn de la fosfatidilserina.

Porcentaje de células: vivas, apoptoticas y necroéticas + SD en linea celular U-251

Apoptosis
Vivas Temprana Tardia Necrosis
Control negativo 92,03+1,11 5,78+ 1,08 2,18 + 0,96 -
Control positivo 79,27 +4,91 8,87 + 3,68 8,08+ 4,19 3,78+ 1,62
GNTM 75,47 £ 4,89 *** 17,95 + 4,60 *** 6,57 + 0,66 * -

Cada dato representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. El andlisis fue realizado mediante la prueba de Dunnett (***: p<0,0001, **: p<0,001, *: p<0,01).

Fuente: Autor.
Elaboraciéon: Autor.

Finalmente, para la linea celular PC-3 se observa una diferencia significativa (p<0,0001) en los
porcentajes de viabilidad (78,81 + 5,71 %) y apoptosis temprana (15,63 + 4,59 %) de las células
expuestas a tratamiento con GNTM frente a los porcentajes de viabilidad celular (95,47 + 1,50 %)

y apoptosis temprana (3,28 + 1,36 %) del control negativo (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de células: vivas, apoptéticas y necréticas en linea celular PC-3, tras la
evaluacion de la distribucion de la fosfatidilserina.

Porcentaje de células: vivas, apopt6ticas y necréticas + SD en linea celular PC-3

Apoptosis
Vivas Temprana Tardia Necrosis
Control negativo 95,47 +1,50 3,28+ 1,36 1,25 + 0,58 -
Control positivo 67,66 + 6,76 10,19 + 2,52 18,01 £ 9,42 4,14 + 0,88
GNTM 78,81 £ 5,71 *** 15,63 + 4,59 *** 5,56 + 0,52 -

Cada dato representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. El analisis fue realizado mediante la prueba de Dunnett (***: p<0,0001, **: p<0,001, *: p<0,01).

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.
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GNTM provoca descensos en los porcentajes de viabilidad de las lineas celulares: D-384, MCF-
7, A-549, U-251 y PC-3. A través de este resultado, se demuestra que GNTM compromete el
mecanismo de division celular inhibiendo la replicacién masiva de células cancerosas. Pese a
que en la linea celular A-549 se ha evidenciado una mayor disminuciéon de la poblacion celular
tratada con GNTM (72,50 £ 7,64 %), se ha optado por analizar las proteinas apoptéticas
involucradas en el mecanismo de muerte de la linea celular PC-3 sometida a tratamiento con el

extracto de interés, cuya ICso €s menor (17 pg/mL).

4.2 ldentificacidén de proteinas apoptoéticas mediante Western Blot.

GNTM aplicado a dosis de 17 y 34 ug/mL durante 48 horas, es capaz de modular la expresiéon de
una serie de proteinas relacionadas con la muerte y control del ciclo de divisién celular. En la
Figura 3 se puede evidenciar la morfologia celular de la linea cultivada, sometida a tratamiento
con GNTM a la dosis de 17 pg/mL se evidencia disminucién de la poblacion celular y a 34 pg/mL
se puede observar, ademas del descenso de células, la presencia de los denominados cuerpos

apoptéticos que se forman tras la fragmentacion celular.

Figura 3. Cambios morfoldgicos de la linea celular PC-3 sometida a tratamiento con el extracto metanolico
de tallos de Grias neuberthii. A dosis de 17 y 34 pg/mL y sus controles: negativo (DMSO 0.5%) y positivo
(Doxurrubicina 0.5 pg/mL) durante 48 horas; visualizadas en microscopio invertido con contraste de fases
(Nikon). Aumento 40x.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor

El ciclo celular, se encuentra regulado por una serie de proteinas, que resguardan la integridad
del genoma. Los miembros de la familia p53 (p53, p63 y p73), desempefian un papel fundamental
en el control del ciclo de division celular que, en respuesta a diversos inductores y agente dafinos
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del ADN, regulan: la detencion del ciclo celular, la apoptosis, la autofagia y el metabolismo de
células expuestas a agentes deletéreos que comprometen su funciéon (Bailon-Moscoso, et al.
2015).

GNTM C- 17 34 C+ ug/mL

Bel2 ——> S s ST R | 26 kDa

Bax —> | M- o @D - @ c0-

p2l —> SR . e e | 21 KkDa

B-tubulina ——> - - - - 55 kDa

B
GNTM C- 17 34 C+
TAp73a ——> | - - - 80 kDa
ANp730 —> g .. . 70 kDa

B-tubulina ——> - - - - 55 kDa

Gréfica 1. Linea celular PC-3 expuesta a tratamiento con GNTM. A dosis de 17 y 34 ug/mL
durante 48 h. Proteinas: Bax, Bcl-2, p21 (Panel A), p73 (Panel B) y B-tubulina como control de
carga para los extractos celulares totales. Los lisados de proteina totales fueron separados
mediante un gel de SDS-PAGE al 15% e identificadas mediante el analisis de Western Blot con
la adicion de anticuerpos indicados contra las proteinas mencionadas.

Fuente: Autor

Elaboracién: Autor.

En la Gréfica 1Ay 2A también se puede visualizar que GNTM es capaz de modular la expresion
de proteinas relacionadas con la muerte celular por apoptosis. Segun lo observado, GNTM induce
sobreexpresion de las proteinas Bax (pro-apoptotico) y Bcl-2 (anti-apoptético), que regulan los

procesos de permeabilizacion mitocondrial (Jutinico Shubach, et al. 2015), y cuya relacion,
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expresada en el complejo regulador de apoptosis Bax/Bcl-2, determinara el potencial apoptético
de la célula (Perlman, et al. 1999); analizando los resultados obtenidos encontramos que, con
respecto al control negativo, la relacion Bax/Bcl-2 se encuentra aumentada en ambas dosis

probadas, condicién que promueve la apoptosis.

El eficiente mecanismo de acciéon de p53 puede verse alterado por mutaciones y deleciones
parciales o completas del gen TP53, que dan lugar a la pérdida total o parcial de la expresion de
la proteina (Fondevila-Campo, 2002), alterando su correcto funcionamiento. En la presente
investigacion, el andlisis de proteinas apoptoticas fue realizado en la linea celular PC-3 que,
presenta deficiencias en el gen TP53 (Nachshon-Kedmi, Yannai, y Fares, 2004), por lo que se ha
optado por evaluar la expresion de otra proteina miembro de la misma familia, p73; que cumple
funciones similares a las descritas para p53, por lo tanto, puede actuar induciendo el arresto del
ciclo celular e incluso promoviendo la apoptosis a través de sus isoformas TAp73 (Koida, et al.
2008).

En la Gréfica 1B y 2B pueden observarse dos isoformas de p73, incluyendo a aquellas que
pueden inhibir la proliferacion celular, promover diferenciaciéon e inducir apoptosis: TAp73
(Diaz Martinez, 2011); y a aquellas que bloquean las propiedades supresoras de TAp73:
ANp73 (Diaz Martinez, 2011; Koida, et al. 2008). GNTM a las dosis de 17 y 34 ug/mL induce
la sobreexpresion de la isoforma TAp73a la cual estaria mediando el proceso apoptético
producido en linea celular PC-3; ademas la evidente disminucion de la isoforma ANp73a
(Gréfica 2B) demuestran que la via de sefalizaciébn apoptética no estaria bloqueada ni

interrumpida.
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Graéfica 2. Cuantificacion proteica mediante el escaner y software C-Digit Blot Scanner.

Fuente: Autor
Elaboracién: Autor.
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CAPITULO V. DISCUSION
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Evaluar el mecanismo de muerte por el que determinada linea celular cesa su crecimiento,
requiere de una serie de ensayos previos que expongan: por un lado, los componentes
fitoquimicos del extracto en estudio, y por otro, la capacidad antiproliferativa del mismo. El
presente trabajo, apoyado en investigaciones realizadas por el Laboratorio de Fitoquimica del
Departamento de Quimica y Ciencias Exactas de la Universidad Técnica Particular de Loja, da a
conocer el mecanismo de muerte que diversas lineas celulares adoptan frente al tratamiento con
GNTM.

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se deduce que GNTM a la dosis ICso
aplicada provoca descensos en los porcentajes de viabilidad de las lineas celulares: D-384,
MCF-7, RKO, A-549, U-251 y PC-3. Sin embargo, como se indica en las Tablas 3, 4y 5, en las
lineas celulares: D-384, MCF-7 y RKO, el porcentaje de apoptosis no supera el 15 %; por lo que
se considera que probablemente GNTM, en estas lineas celulares, estaria generando otros
fendmenos de inhibicion. Se considera ademas que en las lineas celulares de: cancer de
prostata (PC-3), pulmén (A-549) y glioblastoma cerebral (U-251), GNTM incrementa los
porcentajes de apoptosis que, en las tres lineas celulares analizadas, representan hasta el 26
% del efecto producido (Tabla 6).

Las sustancias bioactivas o fitoquimicos forman parte de una serie de “sustancias no nutritivas”
que intervienen en el metabolismo secundario de la especie vegetal; por ejemplo: los mecanismos
de defensa de las plantas a menudo se basan en su capacidad de generar sustancias quimicas
que posean un efecto citotdxico o citéstatico (Mufioz-Cendales y Cuca-Suarez, 2016); de aqui, la
importancia de conocer la composicién fitoquimica del extracto en cuestién. Segln estudios
previos realizados por nuestro grupo de investigacion, el compuesto mayoritario que GNTM posee
son las saponinas y en menor cantidad taninos; ambos grupos considerados poseen gran

capacidad antioxidante (Garcia-lturrioz, 2002).

Se ha demostrado que las saponinas fortalecen el sistema inmunitario, aumentando la capacidad
del organismo para detectar y desactivar los invasores externos tales como: bacterias y virus e
inhibir el crecimiento de células cancerosas (Yeager, 2001). Asi mismo, Fernandez, Hernandez,
y Regueira, (2015) destacan la actividad antiproliferativa y citotéxica que las saponinas presentan
en células de leucemia, células de carcinoma de pulmén y cancer cervical; ademas de lineas

celulares de cancer de mama, estdmago y colén (Nakamura, et al. 1966), que se suman a lista.
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Ramos (2008), manifestd que la presencia de antioxidantes en determinadas especies vegetales
otorga una accion protectora en células normales y efectos citotéxicos en células neoplasicas. La
actividad antioxidante de los compuestos citotoxicos puede incidir significativamente en la
inhibicién de la proliferaciéon celular (Ballesteros-Vivas, 2015); tal y como se demuestra en la
presente investigacion, en donde el porcentaje de células vivas se ve comprometido. Este efecto
se produce al neutralizar a los radicales libres exdgenos y aquellos producidos por el elevado
metabolismo de células tumorales, evitando el dafio cromosémico y la expresion de oncogenes
(Ballesteros-Vivas, 2015).

Al igual que Grias neuberthii, Barringtonia racemosa, otra especie de la familia Lecythidaceae
tiene la particularidad de presentar un alto contenido de saponinas en su composicion fitoquimica
(Ragasa, Espineli, y Shen, 2014); Mackeen, et al. (1997) destaca la actividad citotéxica del
extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de Barringtonia racemosa en células de
carcinoma cérvico-uterino; este efecto dado a partir de una ICso equivalente a 10 ug/mL. Ademas,
segun Samanta, et al. (2010) Barringtonia racemosa, en células de leucemia, induce apoptosis
mediada principalmente por la fragmentacion del material genético y la subsecuente cascada
proteolitica que altera a la mitocondria y que desencadena la autodestruccion celular. Ambas
especies demuestran como la familia Lecythidaceae actla sobre diversas lineas celulares

tumorales, propiciando amplios efectos citotdxicos a bajas concentraciones.

Con respecto a la modulacién de proteinas apoptéticas, se evidencia que GNTM podria
desencadenar en células de carcinoma prostatico muerte celular apoptética. Ademas de evaluar
la expresion de proteinas apoptéticas como: Bax (pro-apoptéticas) y Bcl-2 (anti-apoptéticas),
fueron consideradas, principalmente las proteinas p21 y p73a, que podrian explicar la ruta de
muerte celular inducida. Se debe considerar que el analisis de proteinas apoptéticas, mediante
western blot, fue realizado en la linea celular PC-3 que presenta deficiencias en el gen TP53
(Nachshon-Kedmi, et al. 2004), lo cual descarta la identificacién de la proteina y ademas asegura

gue GNTM media procesos apoptoéticos a través de una via independiente de p53.

Gonzalez-Espinosa, et al. (2002) mencionan que, en células de carcinoma prostatico, Bcl-2, sufre

una alteracion genética que lo posiciona bajo el control de elementos reguladores de genes de

inmunoglobulinas, produciendo la sobreexpresiébn de dicha proteina y prolongando la

supervivencia de células tumorales, regulando negativamente el proceso de autodestruccion

celular. Tomando en cuenta los resultados obtenidos expuestos en la Grafica 1A y 2A se nota el
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incremento de Bcl-2, que podria generar cierta resistencia al tratamiento; sin embargo, la relacion
de las proteinas Bax y Bcl-2, expresada en el complejo regulador de apoptosis Bax/Bcl-2,
determinard el potencial apoptético de la célula. En nuestro caso, y a pesar de que en la dosis de
34 ug/mL se observé un incremento en la expresion de Bcl-2, la relacion del complejo Bax/Bcl-2

se encuentra aumentada, condicidn que favorece la induccién de la apoptosis.

Tras esto resultados, se puede considerar que la sobreexpresion de Bax (Gréafica 3A 'y 4A), podria
estar regulada por p73. Melino, et al. (2004) demuestran como en la linea celular Saos-2, derivada
de osteosarcoma humano y que presenta al igual que PC-3 deficiencia total del gen p53, la
apoptosis puede estar mediada por una via dependiente de p73, que utiliza como mediadores
apoptéticos a PUMA y Bax.

Por medio de la dosis ICsp aplicada, GNTM demuestra inhibir la proliferacion de células tumorales
de carcinoma prostatico, asociamos este efecto al mecanismo molecular dependiente de p73,
gue se activa en respuesta a dafio en el genoma y que desempefia, al igual que p53, un papel
central en la induccién de senescencia celular (Marudamuthu, et al. 2015), a través de la
activacion de p21 (Jiang, et al. 2017), que se une a los complejos Cdk-G1/S y Cdk/S inhibiendo
sus actividades (Alberts, et al. 2008) e interrumpiendo el ciclo de divisién celular (Vicencio, et al.
2008). TP73, es un gen supresor de tumores gque codifica multiples isoformas (Koida, et al. 2008),
incluyendo: las variantes que mantienen el dominio de transactivacién: TAp73, que pueden inhibir
la proliferacién celular, promover diferenciacion e inducir apoptosis (Diaz Martinez, 2011); y las
formas que pierden el dominio de transactivacion: ATAp73, que tienen gran potencial oncogénico

al inactivar las propiedades supresoras de TAp73y p53. (Diaz Martinez, 2011; Koida, et al. 2008).

En la Gréfica 1A y 1B, se puede observar como el tratamiento con GNTM provoca el incremento
de la proteina p21 en la dosis ICso equivalente a 17 ug/mL y que por el contrario a dosis de 34
pug/mL induce descensos en la expresion de la proteina evaluada. La disminucién de p21 en la
dosis de 34 ug/mL puede ser causada por eventos en donde la célula no pueda contener el dafio
producido disminuyendo su capacidad para detener el ciclo celular e induciendo por lo tanto un
mecanismo que permita su desintegracion; se considera que TAp73a se encuentra mediando el
arresto del ciclo celular y el proceso de muerte celular por apoptosis, ya que como mencionan
Jost, Marin, y Kaelin, (1997); Willis, et al. (2003), p73 puede inducir la activacién de p21, para

detener el ciclo de divisidn celular e inhibir la proliferacion celular; analizando ademas la expresion
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de la isoforma ANp73a que se encuentra disminuida, y que por lo tanto no estaria inhibiendo la

accién de TAp73a.

Finalmente, se debe tomar en cuenta los efectos que GNTM produce al inhibir el crecimiento
celular, ya que las vias por las cuales induce este efecto pueden variar dependiendo de la linea
celular analizada, asi como de la dosis y tiempo de exposicién; por lo que no se descarta que
GNTM en otras lineas celulares, ejerza sus efectos a través de una modulacién dependiente de

p53/p73; para determinar si sucede sera necesario continuar el proceso investigativo.
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii, aplicado a la dosis I1Cso, e€s capaz de inducir
descensos de la poblacién celular en lineas celulares de: astrocitoma cerebral (D-384),
adenocarcinoma mamario (MCF-7), carcinoma de colon humano (RKO), carcinoma de pulmén
(A-549), glioblastoma cerebral (U-251) y adenocarcinoma protatico grado IV (PC-3) provocando
la detencidn del ciclo de division celular; ademas de propiciar el incremento de apoptosis en las
lineas celulares: A-549, U-251 y PC-3.

El extracto metandlico de tallos de Grias neuberthii en células de cancer de prostata (PC-3),
induce detencion del ciclo de division celular y muerte celular por apoptosis, a través de la
modulacion dependiente de p73 que por medio de la isoforma TAp73a regula la expresion de Bax

y p21; indicando que los efectos producidos son dependientes de la dosis aplicada.
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RECOMENDACIONES

Expandir la metodologia de investigacién, con el propdsito de emplear técnicas mucho mas
sensibles que permitan ampliar el estudio realizado ademas de explorar otros mecanismos de

muerte celular.
Se debe considerar que, los resultados expuestos en la presente investigacion adn son in vitro,

por lo que es necesario evaluar gradualmente la actividad del extracto en modelos bioldgicos mas

grandes, para asi garantizar la seguridad de este y descartar sus posibles efectos toxicos.
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ANEXQOS



Anexo 1. Tabla de descripcién de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para Western Blot.

Peso
Anticuerpo Anticuerpo o Dilucion ]
o . Cadigo Molecular Casa Comercial.
Primario Secundario Recomendada
(KDa)
] ) Santa Cruz
Goat anti-rabbit IgG- )
sc-2004 - 1:500-1:10000 Biotechnology,
HRP
Inc.
Goat anti-mouse
IgG-HRP AP308P - 1:2000-1:5000 EMD Millipore
conjugate/AP308P
Santa Cruz
Bcl-2 (C 21) Goat anti-rabbit sc-783 26 1:200 Biotechnology,
Inc.
Santa Cruz
Bax (P-19) Goat anti-rabbit sc-526 23 1:200 Biotechnology,
Inc.
Santa Cruz
p21 (187) Goat anti-mouse sc-817 21 1:200 Biotechnology,
Inc.
Santa Cruz
p73 (H-79) Goat anti-rabbit sc-7957 73 1:200 Biotechnology,
Inc.
Santa Cruz
B Tubulin (D- ] )
10) Goat anti-mouse sc-5274 55 1:200 Biotechnology,
Inc.
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