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RESUMEN

El cancer de mama es el crecimiento anormal de células del tejido glandular mamario,
pudiendo penetrar tejidos sanos y producir metastasis. En Ecuador desde el 2007
hasta 2011, el promedio de casos nuevos en mujeres por afio es 351, causando el
20% de muertes por cancer a nivel nacional. Las especies naturales cumplen un rol
importante en el descubrimiento de farmacos con propiedades antiproliferativas. La
[(E) -4- (5-hidroxi-6- (3- (4-hidroxifenil) acriloil) -2-metil-2H-cromen-2-il) butan-2-ona],
es una chalcona aislada de la especie Azorella madrepdrica la cual ha demostrado
capacidad antineoplasica en lineas tumorales especialmente en MCF-7 de cancer de
mama. El objetivo planteado es determinar la activacion de rutas implicadas en puntos
de control de crecimiento y proliferacion celular, regulacion de ADN y muerte celular,
inducidas a tratamiento por la molécula. Los resultados sefalan que la molécula
induce a las células tumorales a tomar vias de muerte necroptdtica y autofagica; asi
como inhibicion del ciclo celular y reparacion del ADN. Atribuyéndole a la molécula su
efectividad frente a las células de cancer de mama, pudiendo ser un fitofarmaco

especifico y efectivo.

PALABRAS CLAVES: Necroptosis, chalconas, p53, p73, autofagia.
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ABSTRACT

Breast cancer is defined as an abnormal growth of glandular breast cells; these cells can
penetrate several healthy tissues and metastasize. In Ecuador from 2007 to 2011, the average
number of new breast cancer cases is 351. It causes 20% of cancer-related deaths nationwide.
Natural species play an important role in the discovery of new drugs with anti-proliferative
properties. The compound, [(E)-4-(5-hydroxy-6-(3-(4-hydroxyphenyl) acryloyl)-2-methyl-2H-
chromen-2-yl) butan-2-one], is a chalcone isolated from a Azorella madreporica species and
has demonstrated anti-neoplastic effects on several tumor lines, including MCF-7 breast
cancer cells. The objective of this study was to determine the effects of treatment on the
activation of pathways that regulate cell growth, proliferation, DNA repair, and cell death. The
results indicated that this compound induced breast tumor cell death necroptosis and
autophagy pathways. It also inhibited cell cycle and DNA repair. By ascertaining the molecule’s
effects on breast cancer cells, specific and effective phytotherapies can be developed and

applied.

KEYWORDS: necroptosis, chalcones, p53, p73, autophagy.
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INTRODUCCION

El cancer se caracteriza por ser una proliferacion excesiva y diseminacion de células
anormales que pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo, pudiendo penetrar en varios
tejidos y llevar hacia una metastasis. Segun la OMS, en el 2012, los tipos de cancer
encontrados en hombres con mayor incidencia fueron: pulmén, préstata, colon y recto,
estomago e higado; mientras que en mujeres predominaron: mama, colon y recto, pulmaén,
cuello uterino y estdmago (World Health Organization, 2012). El cAncer de mama se presenta
como un crecimiento anormal de las células del tejido glandular mamario (Bravo, Cabrera, &
Siguencia, 2014). En el Ecuador, el cancer de mama es el segundo tipo de cancer en
diagnosticarse en mujeres seguido del de cérvix, siendo juntos un principal problema de salud
en mujeres mayores de 40 afios. Segun las estadisticas registradas de cancer de mama en
Ecuador, desde el afio 2007 hasta 2011, el promedio de casos nuevos en mujeres por afio es
de 351, con una tasa de incidencia de 37.76 casos por 100.000 habitantes, causando el 20%
de muertes por cancer a nivel nacional (SOLCA-Guayaquil. Registro de Tumores, 2010). Para
el desarrollo del cancer existen factores de riesgo, predisposicion genética y alteraciones a
nivel molecular. Cuando en el ciclo celular existen proteinas alteradas se muestra un indicio
de que los genes que las codifican se hallan mutados, causando un crecimiento y proliferacién
incontrolado de las células (America Cancer Society, 2014a). Los genes que intervienen en el
desarrollo de un tumor pueden controlar la proliferacion celular, apoptosis o encargarse de
reparar el ADN dafiado, segun el proceso que se desencadene dentro de la célula existen dos
tipos de genes reguladores: los oncogenes, que son los encargados de acelerar el
crecimiento; y los genes supresores de tumor, que ejercen una funcién inhibitoria del

crecimiento celular (Hyland, 2008).

En la actualidad, las investigaciones de vanguardia presentan progresos en cuanto al
desarrollo de farmacos de origen natural teniendo como objetivo principal la terapia
anticancerigena (Velazques, 2013). La medicina tradicional es de mucha importancia ya que
posee un sin numero de funciones biolégicas que sirven como terapia 0 como modelos para
sintetizar sustancias bioactivas. Hoy en dia la sintesis organica junto con la quimica de
productos naturales se encargan de desarrollar nuevas moléculas de bajo peso molecular con
actividad farmacoldgica obteniendo alrededor del 60% de farmacos sintetizados a partir de
extractos naturales (Ravelo & Braun, 2009).

El descubrimiento de farmacos de origen natural cumple un rol importante en todos los
ambitos de la salud; sin embargo, en la actualidad uno de los principales propdésitos de la
medicina tradicional es encontrar tratamientos especificos y eficaces contra el cancer

tomando en cuenta como dianas terapéuticas Unicamente las células cancerosas y no las
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células normales (Cueva, 2014), por lo que se requiere conocer los mecanismos del ciclo y
muerte celular para crear tratamientos definidos y adaptados a nivel molecular (Velazques,
2013). Las chalconas son llamadas cetonas aromaticas las cuales se emplean en diversos
ensayos biolégicos ya que presentan importante actividad antifingica, antiinflamatoria,
antidepresiva y anticancerigena (Ramirez, Barajas, Pérez, Sdenz, & Silva, 2012).

Un género importante en cuanto al contenido de chalconas es el Azorella ya que tiene
alrededor de 70 especies que crecen principalmente en América Central, oeste de América
del Sur y en islas del Océano Antartico. Las especies son reconocidas por la produccion de
diterpenoides y esqueletos azorellane cuyas estructuras son importantes por sus actividad
biolégica como antiprotozoario, antiviral, espermicida, citotoxico, analgésico, antiinflamatorio,
antituberculoso y antihiperglicemico (Molina-Salinas et al., 2010).

En el afio 2015, San-Martin & Donoso describieron el aislamiento y caracterizacion de [(E) -
4- (5-hidroxi-6- (3- (4-hidroxifenil) acriloil) -2-metil-2H-cromen-2-il) butan-2-ona] (NChal)
empleando la especie Azorella madrepdrica destacada por ser fuente de diterpenos activos
que, tras ensayos bioldgicos, presenté actividad antiproliferativa, especialmente frente a
cancer de mama (San-Martin et al., 2015).

Es por ello que nuestro objetivo principal de estudio es determinar la activacion de proteinas
implicadas en el control del ciclo celular, tales como puntos de control de crecimiento y
proliferacion celular, regulacion de ADN y muerte celular inducidas al tratamiento por la
molécula en estudio, empleando para ello la extraccion, cuantificacion y andlisis por Western
Blot de proteinas de las células MCF-7 expuestas a NChal en dosis de 12.5, 18.75y 37.5 uM

expuestas a 24 horas de tratamiento.
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1.1 Céncer: definicién y origen.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la palabra «Cancer» es un término
empleado para nombrar a un conjunto de enfermedades que dan un efecto negativo en el
organismo, teniendo una estrecha relacion entre «tumores malignos» 0 «neoplasias
malignas» (World Health Organization, 2012). El cancer se caracteriza por ser una
proliferaciébn excesiva y diseminacion de células anormales que pueden aparecer en
cualquier parte del cuerpo, luego las células cancerigenas pueden invadir tejidos
circundantes y llevar hacia una metastasis. Segun la OMS en el 2012 los tipos de cancer
encontrados en hombres con mayor frecuencia fueron los de: pulmon, préstata, colon y
recto, estomago e higado; mientras que en mujeres predominaron los de: mama, colon y

recto, pulman, cuello uterino y estomago.

El cancer inicia en una célula, que luego se transforma de una célula normal a una célula
cancerigena, este proceso requiere de multiples fases y son el resultado de alteraciones
entre factores genéticos del paciente que le confieren a las células capacidad para
sobrevivir, replicarse y evadir mecanismos reguladores de apoptosis, proliferaciéon y del ciclo
celular (Meza, Montafio, & Aguayo, 2006) y agentes externos como: carcindégenos fisicos,
quimicos o biologicos (World Health Organization, 2007) teniendo entre los carcind6genos
fisicos: rayos ultravioleta, rayos gamma, temperatura, entre otros; mientras que en los
carcindgenos quimicos: los perdxidos, sulfato de cobre, gas mostaza, asi como los

carcinégenos bioldgicos que principalmente son: virus o bacterias.

Para que las células se alteren y den origen a cierto tipo de cancer se ven implicados varios
factores que Hanahan & Weinberg en el afio 2011 dan a conocer, teniendo las 10
principales caracteristicas implicadas en la transformacién de una célula normal a
cancerosa (Bailbn-Moscoso, Romero-Benavides, & Ostrosky-Wegman, 2014; Hanahan &
Weinberg, 2011). Siendo estas:

- Sefalizacién de proliferaciéon sostenida

- [Evasién a supresores de crecimiento

- Evasién de la respuesta inmune

- Inmortalidad replicativa

- Respuesta inflamatoria promotora de tumores
- Invasién y metastasis

- Angiogénesis inducida

- Inestabilidad y mutaciones del genoma
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- Resistencia a la muerte celular

- Desregulacién de la energia celular

La alta incidencia de cancer a nivel mundial ha llevado a determinar los factores evitables
de riesgo tanto de conducta como alimenticios, teniendo a: consumo de tabaco, exceso de
peso, obesidad o inactividad fisica, consumo nocivo de alcohol, y virus del Papiloma
Humano. Estos factores causan alrededor del 30% de muertes por cancer a nivel mundial,
siendo el mas importante el consumo de tabaco, ya que es la causa de mas del 20% de
muertes por cancer a nivel general y constituye el 70% de muertes debido a cancer de
pulmén (World Health Organization, 2007). Todos estos factores causales pueden ejercer
su accién en conjunto o en secuencia para iniciar o promover el desarrollo del cancer

(America Cancer Society, 2014a) .

1.2 Cancer de mama.
El cancer de mama se presenta como un crecimiento anormal de las células del tejido
glandular mamario, estas células cancerosas pueden penetrar en varios tejidos sanos
y producir metastasis (Bravo et al., 2014). Esta patologia provoca una proliferacion
excesiva y desordenamiento de las células del epitelio glandular y sus conductos. La
enfermedad se presenta de manera compleja ya que es heterogénea y multifactorial
por lo que intervienen para su desarrollo factores genéticos y no genéticos, el nimero
de casos de esta neoplasia ha incrementado significativamente en los Ultimos afios
(Garcia Cornejo, Gamarra Cabezas, & Layana, 2005). Existen varios factores de
riesgo importantes para el desarrollo de ésta neoplasia, (America Cancer Society,
2014a; Bravo et al., 2014). Entre ellos estan:

- Edad

- Raza

- Carcinégenos ambientales

- Familiares con antecedentes de cancer de mama

- Alteraciones genéticas

- Sobrepeso

- Terapia hormonal post-menopausia

- Consumo de tabaco y alcohol

- Envejecimiento y estilo de vida.

Segun la Sociedad Americana del Cancer, se estima que el cancer de mama representa
la causa mas comun de muertes por cancer en mujeres de todo el mundo, la tasa de

mortalidad ha ido disminuyendo conforme aumentan los afios, desde el afio 2007 hasta el
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2011 se redujo en un 3.2% en mujeres de raza blanca y un 2.4% en mujeres de raza negra,
ambos grupos menores a los 50 afios de edad; toda esta reduccion de mortalidad se debe
a la eficacia de deteccion y tratamiento temprano (American Cancer Society, 2015).
Solamente en el afio 2008 fueron diagnosticadas cerca de 1.384.000 mujeres con cancer
de mama a nivel mundial, correspondiente a una tasa de 42.3 casos nuevos por cada
100.000 habitantes, representando asi el 23% de todos los canceres de tipo invasivos para
ese afio. Estas cifras fueron relevantes en la mayoria de regiones del mundo a excepcion

de varios paises de Africa, América Central, América del Sur y Asia (Youlden et al., 2012).

1.2.1 Cancer de mama en Ecuador.

En el Ecuador el cancer de mama es el segundo tipo de cancer en diagnosticarse en
mujeres, seguido del de cérvix, siendo juntos un principal problema de salud en mujeres
mayores de 40 afios. Segun las estadisticas registradas de cancer de mama en Ecuador
desde el afio 2007 hasta el 2011, el promedio de casos nuevos en mujeres por afio es de
351, con una tasa de incidencia de 37.76 casos por 100.000 habitantes, causando el 20%
de muertes por cancer a nivel nacional. Denotando principalmente que, en la ciudad de
Guayaquil, en el afio 2010 fueron registrados 145.8 casos en mujeres con edades que

oscilan entre los 65 y 69 afios (SOLCA-Guayaquil. Registro de Tumores, 2010).

Durante el periodo 1997-2006, en la ciudad de Loja, se registraron 204 casos de cancer de
mama en mujeres y 2 casos en hombres, representando una tasa de incidencia de 27.4
casos por cada 100.000 habitantes y una tasa de mortalidad de 6.4 casos por 100.000
habitantes. Alrededor del 93% de los casos han sido verificados histolégicamente,
determinando que solo el 11% se han detectado en estadios tempranos y cerca del 45%

en etapas 3 y 4 de la neoplasia (Montenegro, 2013).

1.3 Genética: oncogenes y genes supresores de tumores.

El origen del cancer no se debe a un Unico factor, sino a un conjunto de condiciones que

conllevan a la transformacién celular y al desarrollo de un tumor, siendo uno de estos factores

de riesgo la predisposicion genética y las alteraciones a nivel molecular. Estas variantes se

ven inmersas en el desarrollo de una neoplasia.

Cuando en el ciclo celular existen proteinas alteradas se muestra un indicio de que los genes

gue las codifican se hallan mutados, causando un crecimiento y proliferacion incontrolado de

las células (America Cancer Society, 2014a). Los genes que intervienen en el desarrollo de

un tumor pueden controlar la proliferacion celular, la apoptosis que es la muerte programada
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de la célula o encargarse de reparar el ADN dafiado; segun el proceso que se desate dentro
de la célula, existen dos tipos de genes siendo estos: los oncogenes, que son los encargados
de acelerar el crecimiento; y los genes supresores de tumor, que ejercen una funcién

inhibitoria del crecimiento celular (Hyland, 2008).

Los oncogenes se encargan de controlar la proliferacion celular y apoptosis. Estos genes
comienzan siendo protooncogenes; pero, debido a que sufren mutaciones, se transforman en
oncogenes que por ende se activan de manera constitutiva y permanente; la mutaciéon que
presentan mantiene una herencia dominante ya que, si uno de los dos alelos es el alterado ya
producira una afeccion (America Cancer Society, 2014b). Los oncogenes fueron conocidos

por primera vez en los retrovirus oncogénicos (Hyland, 2008).
Los oncogenes se han podido clasificar de acuerdo a dos parametros fundamentales:

- Lugar de accion: como la membrana, ndcleo, matriz y citoplasma celular.
- Caoadificacion y funcién de las proteinas como: factores de transcripcion, proteinas G,

factores antiapoptéticos, quinasas, factores de crecimiento y receptores.

1.3.1 Principales oncogenes

- HERZ2/neu: este gen se encarga de codificar a un receptor tirosin quinasa que esta
relacionado con el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la importancia de este gen
radica en que se encuentra expresado en la mayoria de los canceres, especialmente
con mayor frecuencia en cancer de mama, la expresion de este gen produce un cuadro
clinico agresivo y delicado para el paciente. El gen HER2/neu cuando se encuentra
sobreexpresado, se debe a que las células tumorales acumulan multiples copias del
gen afectado produciendo un aumento de los niveles del receptor tirosin quinasa y
blogueando la actividad GTPasa (Hyland, 2008).

- Ras: los genes codificantes para las proteinas Ras conforman parte de la maquinaria
de sefalizacion crecimiento, proliferacion y regularizacion células, las proteinas
mantienen una funcion de GTPasa encontrandose principalmente en membranas
celulares, endosomas y reticulo endoplasmatico. De las proteinas Ras existen
isoformas como: H-ras. K-ras y N-ras (Hancock, 2003). Ras esta en la capacidad de
inducir cancer por su actividad incrementada mediante la via Ras-MAPK, esta proteina
esta implicada en la carcinogénesis debido a que es un regulador de la via MAP
(Rajasekharan & Raman, 2013), cuando esta via se activa induce a la unién de factores
de crecimiento al receptor de tirosin quinasa y por lo tanto se mantendra siempre de
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manera activa unida a GTP que da como resultado la proliferacion celular (Hyland,
2008).

Myc: este es un factor de transcripcion que tiene como funcién acetilar las histonas que
acortan el ADN y a su vez promueve la transcripcion de genes que se encargan de la
proliferacion celular, este gen se encuentra constituido por una familia de protooncogenes
que son: c-Myc, N-Myc, y L-Myc (Pérez & Pefia, 2011) , cuando alguno de los genes de la
familia Myc se encuentra sobreexpresado se asocia con un estadio del tumor avanzado
(Hyland, 2008). El gen c-Myc fue el primero en ser estudiado y es el mas importante en el
desarrollo de la carcinogénesis, este gen permite el paso de las células de fase G, a fase
G1, por lo que interviene en la activacion de la maquinaria del ciclo celular, el gen ademas
interviene en la produccion de energia durante el ciclo celular en la glucdlisis. Si existe una
desregulacion del gen induce directamente a la proliferacion excesiva y por ende al

desarrollo de cancer (Pérez & Pefia, 2011).

Los genes supresores de tumores en condiciones de normalidad se encargan de inhibir el
crecimiento celular; controlando de esta manera la proliferacién excesiva. Sin embargo,
cuando existe alguna mutacién en los genes supresores se lleva a cabo un descontrol
celular promoviendo la carcinogénesis. Las mutaciones ocurridas en estos genes
mantienen un efecto recesivo, es decir requieren que ambos alelos del gen se encuentren
mutados para que conlleve a una alteracion (Baker, Marc and Diaz, 2013). Los genes
supresores mas importantes codifican para las proteinas p53 y RB. Sin embargo a todos

los genes se los puede clasificar en:

1.3.2 Genes codificantes para proteinas en el citoplasma:

- Adenomatous Polyposis Coli (APC): codifica a una proteina de igual nombre que se
encarga de regular negativamente a las -cateninas que de manera activa inducen a la
proliferacion celular. Esta proteina se encuentra alterada en mayor proporcién en
cancer de colon y estdmago (Rios & Hernandez, 2001).

- Neurofibromina 1 (NF1): codifica a una proteina que inhibe a la proteina Ras mediante
la hidrolisis de la GTP. Si esta proteina se pierde dara lugar a una activacién constante

de Ras por lo que induciria a la proliferacion anormal (Hyland, 2008).

1.3.3 Genes codificantes para proteinas en el nucleo:
- Retinoblastoma (Rb): codifica para la proteina Rb, cuya funcién es inhibir la progresién

del ciclo celular entre las fases Gi1 y S, en caso que Rb se encuentre mutado la
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inhibicion del ciclo se pierde y las células avanzarian directamente hacia la fase S
promoviendo la proliferacion descontrolada (Rios & Hernandez, 2001). La proteina Rb
permanece unida a E2F para inhibir su funcién. E2F es un factor de transcripcion que
estimula la sintesis de Ciclina E- CDK2 que acttan en el progreso del ciclo celular. Las
mutaciones relacionadas con Rb se presentan en la mayoria de casos de cancer de
mama, glioblastomas, cancer de pulmon y cancer de vejiga (Hyland, 2008).

p53: el gen codifica a la proteina de igual nombre. p53 se conoce como el guardian del
genoma humano ya que es indispensable en la respuesta al dafio del ADN. El gen se
encuentra altamente conservado y estd conformado por 11 exones y mantiene 21
polimorfismos diferentes en su region codificante. La proteina a su vez es un factor de
transcripcion y pesa alrededor de 53kDa (Berkers, Maddocks, Cheung, Mor, &
Vousden, 2013) actlia como supresor tumoral por dos mecanismos; primero, p53 activa
al gen inhibidor de CDKs denominado p21 que evita la fosforilacion de Rb por inhibicién
de los complejos CDK-ciclina, de esta manera el factor E2F se inactiva e impide la
progresion hacia la fase S del ciclo celular (Hyland, 2008). Segundo, p53 induce la
apoptosis frente a sefiales de dafio o alteracion celular (Hanahan & Weinberg, 2011).
Cuando las células evaden estos dos puntos de control se origina un descontrol celular
y por ende la carcinogénesis. Por estos motivos la alteracién de éste gen se encuentra

en casi todos los tipos de cancer (Rios & Hernandez, 2001).

1.3.4 Otros genes implicados:

BCRA: son supresores de tumor que evitan la proliferacion celular excesiva y se clasifican

en dos tipos: BCRAL, que se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 en la posicion

21; y BCRAZ2, localizado en el brazo largo del cromosoma 13 en la posicion 12.3 (Garcia

Cornejo et al.,, 2005). Las proteinas que son codificadas por estos genes mantienen

funciones relacionadas, principalmente actlan como protectores gendmicos ya que

reparan el ADN, controlan la transcripcién genética y son parte de puntos de control del

ciclo celular (Hyland, 2008). Se alude que una mutacion del gen BCRAL interviene en el

desarrollo del cancer de mama, mientras que el gen BCRA2 se relaciona con cancer de

mama y ovario(Rios & Hernandez, 2001).

1.4 Rutas de muerte celular y sus proteinas implicadas.

Por otro lado, la muerte celular se define como el proceso a través del cual la célula muere y

es destruida por lo que sus funciones vitales y reacciones quimicas se detienen

completamente (Maldonado, 2010). De acuerdo al tipo celular, su ciclo de vida es
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dependiente, ya que ciertos tipos de células se mantienen en constante renovacion, mientras
gue de otras su tiempo de vida es largo. Para que el organismo se mantenga en homedstasis
debe de existir un reemplazo constante de ciertas células por lo que mantendria un balance
entre la proliferacion y la muerte celular, cuando este proceso de regulacion se pierde las
células empiezan a proliferar de manera aumentada y por lo tanto conlleva a la carcinogénesis
(Lizarbe Iracheta, 2007).

Existen dentro de la célula varias rutas implicadas en el proceso de muerte celular, entre las

cuales estan:

1.4.1 Apoptosis: muerte celular programada.

Conocida también como la muerte celular programada proviene del término griego apo; “a
partir de” y ptosis; “caida” que hace referencia a “la caida de las hojas en el otofio”, este
tipo de muerte ocurre de manera normal para beneficio del organismo ya que no produce
inflamacioén y no afecta a las células vecinas (Guaman Ortiz, 2012). Por otro lado, se puede
definir a la apoptosis como “El conjunto de reacciones bioquimicas que tienen lugar en la
célula y que determinan su muerte de una manera regulada en respuesta a una serie de

acontecimientos patoldgicos y fisiolégicos” (Lizarbe Iracheta, 2007).

El proceso apopt6tico se produce durante cuatro fases primordiales que son:

- Inicio: normalmente la apoptosis se activa cuando el organismo requiere una
remodelacion de estructuras o un espacio para nuevos tejidos, estos procesos se llevan a
cabo en el desarrollo embrionario, ya que mediante apoptosis se eliminan principalmente
las membranas encontradas entre los dedos y la cola embrionaria. A la vez, existen agentes
externos que inducen tanto a la muerte celular por apoptosis como a la proliferacion
excesiva tales como: virus, bacterias, radiaciones y mutaciones; frente a ello la célula tiene
la funcién de controlar la propagacion celular induciéndose al suicidio (Guaman Ortiz,
2012).

- Decision: una vez que la célula ha iniciado el proceso apoptético debe resolver si desea
vivir o morir mediante varios procesos de reparacion con proteinas pro-apoptoticas. Una
de estas proteinas es p53, que funciona como factor de transcripcion y se activa cuando
existe dafio en el ADN, cuando p53 se encuentra elevado induce la trascripcion de genes
como p21/WAF1/Cipl que son proteinas reguladas por ciclinas dependientes de cinasas
CDK y por ende bloquean la progresion hacia la fase S del ciclo celular. Como finalidad de

este bloqueo es mantener a la célula en fase G; y evitar la replicacion de ADN alterado.
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Por otro lado, si la célula es incapaz de reparar el ADN se induce a la muerte por activacion

de p53 (Jordan, 2003). Otra de las proteinas encargadas de la reparacion celular es PARP-

1 o también llamada poli (ADP ribosa) polimerasa-1, esta proteina se encarga de la

deteccion de roturas de doble y simple cadena de ADN y estimula su reparacion, sin

embargo si ya no existe posibilidad de reparacion induce directamente hacia la apoptosis

(Jordan, 2003).

En caso que la maquinaria de reparacién no sea efectiva la célula induce apoptosis

mediante dos vias:

e Via extrinseca (Figura 1): el sistema inmunoldgico produce ligandos citotoxicos que se
expresan en la membrana y espacio extracelular (FasL: ligando Fas; TNF-a: Factor de
Necrosis Tumoral Alfa; y TRAIL: Ligando Inductor de Apoptosis relacionado con TNF),
los cuales se unen a receptores de muerte (FasL: CD95L y FasR: CD95, APO-1) que
son expresados en la superficie de las células dafiadas, a estos receptores se
incorporan las proteinas TRADD y FADD que se asocian con la activacion de la muerte
celular ya que cuando se encuentran libres permiten la dimerizacion y cambio de la
conformacion de la caspasa 8 (Caspasa activadora) y caspasa 3 produciendo apoptosis
(Guaman Ortiz, 2012; Maldonado, 2010)
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Figura 3 APOPTOSIS: Via extrinseca, activacion de receptores de muerte, caspasa 8y 3.
Fuente: (Guaman Ortiz, 2012)
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= Via intrinseca (Figura 2): se conoce como una ruta mitocondrial ya que su desarrollo
se da en esta organela, las proteinas de la familia de Bcl-2 constituyen un papel
fundamental en esta via. Cuando existe una sobreestimulacion las proteinas Bax y Bak
se polimerizan y se activan en la membrana externa de la mitocondria, a su vez estas
proteinas se encuentran reguladas por Bcl-2 y Bcl-x. que son proteinas con funcién
antiapoptéticas. Cuando se da la polimerizacién de Bax y Bak se forma un poro en las
membranas de la mitocondria que junto con el citocromo C permitira el paso de las
proteinas hacia el citoplasma, cuando el citocromo C se encuentra circulante se
ensambla a otra proteina llamada APAF1 que tiene como funcion reclutar a caspasa-9
(caspasa iniciadora) y se ejecuta la apoptosis de manera irreversible por activacion de
la caspasa-3 (Guaman Ortiz, 2012; Maldonado, 2010).
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Figura 4 APOPTOSIS: Via Intrinseca, sobreexpresién de Bax, activacién de caspasa iniciadora 9.
Fuente: (Guaman Ortiz, 2012).

- Ejecucion: cuando la célula ha decidido morir se producen varios procesos bioguimicos
gue conllevan a la degradacion de las proteinas y la cromatina (Jordan, 2003). Existe por
lo tanto un debilitamiento de membrana por cambios de distribucién de fosfolipidos los

cuales forman protuberancias conocidas como burbujeo, por otro lado el citoplasma se
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condensa y el volumen de la célula cambia, el nacleo reduce su tamafio por condensacion
de la cromatina y la membrana nuclear se desintegra. En el interior celular las proteinas se
descomponen y la mitocondria deja de ser funcional. Por ultimo, la célula forma los cuerpos
apoptoéticos que son partes del citoplasma y organelas rodeados por la membrana

plasmética (Lizarbe Iracheta, 2007).

- Depuracién: los cuerpos apoptéticos deben ser eliminados para no dejar rastros celulares,
estos son reconocidos por los macrofagos o células cercanas y son descartados. Previo a
gue los macréfagos acudan a la eliminacion, la célula apoptética libera ciertas sefiales de
reconocimiento, estas sefiales son lipidos como la fosfatidilserina que normalmente se
encuentra en la cara interna de la membrana plasmética pero que su externalizacion
permite que los macréfagos encuentren la célula y la fagociten (Guaman Ortiz, 2012;
Lizarbe Iracheta, 2007).

1.4.2 Autofagia.

El término autofagia proviene de las raices griegas auto (uno mismo) y phagos (comer) que
significa proceso de auto-comer (Aredia, Guaman Ortiz, Giansanti, & Scovassi, 2012), este
mecanismo es esencial para mantener la homeostasis celular ya que degrada los
componentes celulares y limpia el citoplasma (Herrero, 2008). En caso de no tener
nutrientes suficientes la célula estimula este proceso donde las estructuras del citoplasma
se encierran y se fusionan dentro de endosomas y lisosomas (Moruno, 2010). Se han
descrito tres tipos de autofagia: Micro-Autofagia (MicroA), Macro-Autofagia (MacroA) y
Autofagia mediada por chaperonas (CMA) (Aredia et al.,, 2012). La MicroA es un
mecanismo donde se degradan proteinas y organelas mediante el lisosoma que se encarga
de atrapar y degradar los diferentes blancos. En cambio, durante la MacroA existe una
reubicacion de las membranas donde las estructuras vacuolares junto con los lisosomas
se fusionan, esta clasificacion se la conoce comiunmente como “autofagia” donde se ve
implicado un arresto de proteinas, organelas y citoplasma inmersas en vesiculas de doble
membrana denominadas autofagosomas, el cual conforma una estructura membranosa
capaz de fusionarse con el lisosoma permitiendo la liberacién del contenido y permitiendo
la degradaciéon por medio de proteasas, teniendo como finalidad, liberar hacia el
citoplasma, moléculas degradadas para la reutilizacion de componentes celulares. En la
CMA existen proteinas facilitadoras que permiten formar un complejo con la chaperona
Hsc70, la cual facilita la direccion del complejo hacia el lisosoma donde la proteina Lamp2A
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lo recepta y adapta permitiendo que la proteina blanco ingrese al lisosoma para su
degradacioén (Figura 3) (Criollo, 2009).
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Figura 3. AUTOFAGIA: clasificacion de autofagia, MacroA; MicroA y CMA.
Fuente: (Criollo, 2009).
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La autofagia surge en condiciones normales, conocida también como “autofagia basal”,
mientras que cuando las células requieren de nutrientes y energia durante una carencia de
sustentos, organelas dafiados, escases de factores de crecimiento, estrés oncogénico o
infecciones por patdgenos se regula el proceso denominandose “autofagia inducida”. Por
lo que este proceso le confiere a la célula vivir mediante el reciclaje cuando ha sido
sometida a estrés celular (Criollo, 2009). Sin embargo si la gravedad del estrés celular es
elevado, la autofagia interviene en los procesos de neurodegeneracion, envejecimiento y
cancer. (Aredia et al., 2012; Su, Yang, Xu, Chen, & Yu, 2015).

Durante el proceso de regulacion de la autofagia se involucran ciertas proteinas tales como:

¢ mTOR: es una serina/treonina quinasa que forma un complejo proteico a su vez con
TORC1 y TORC2. TORC1 se encuentra formado por mTOR, mLST8 y Raptor, donde
MmTOR cumple la principal funcion durante la autofagia (Criollo, 2009). Mientras que
TORC2 se encuentra mediando el crecimiento celular y esta conformado por mTOR,
Rictor, y mLST8/GBL (Herrero, 2008). mTOR funciona como sensor intracelular
detectando niveles de estrés, nutrientes y energia celular que le permiten regular
funciones fisioldgicas, ciclo celular, metabolismo proteico, y transcripcién de genes

(Figura 4). mTOR en respuesta frente a factores de crecimiento y aminoacidos activa a
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la quinasa p70S%K e inhibe a 4E-BP1 que es un inhibidor del factor elF4. Mientras que

para controlar la transcripcion de genes se activa la via STAT3, y por la inhibicion de

Rb permite la regulacion de las Polimerasas |, Il y Ill. Sin embargo, cuando mTOR se

fosforila, 4E-BP1 se desintegra de elF4E, permitiendo la traduccién de proteinas

(Figura 5) (Herrero, 2008).
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Figura 4. AUTOFAGIA: complejos proteicos
MTOR, TORC1 Y TORC2.
Fuente: (Herrero, 2008).

Figura 5. AUTOFAGIA: complejo mTOR y su
implicacion.
Fuente: (Modificado de Herrero, 2008).

¢ AMPK: conocida como Adenina Monofosfato Quinasa, es un complejo proteico que se

inicia mediante el incremento de AMP/ATP, llevandose a cabo tres procesos diferentes:

activacion de la enzima fosforilada, impulso para la fosforilacion de treonina 172 por

una quinasay la inhibicion de la fosforilacién de treonina 172 por fosfatasas. AMPK se




encuentra inmersa en procesos de aporte energético, sintesis de proteinas y acidos
grasos a nivel celular; regulando principalmente a mTOR. En condiciones de estrés,
escases de nutrientes y de energia, AMPK se activa y permite fosforilara TSC1y TSC2
que son genes supresores de tumores con actividades GTPasa constituyendo un
complejo inhibidor de mTOR mediante la inhibiciébn de una proteina G denominada
Rheb, que a su vez permite activacion a mTOR regulando la autofagia (Figura 6)
(Criollo, 2009; Herrero, 2008).

Figura 6: AUTOFAGIA: mecanismo de regulacién de autofagia por AMPK.

Fuente: (Herrero, 2008)

Beclin-1: es una proteina indispensable ya que participa como un supresor de tumor
induciendo a la autofagia para la inhibicion del crecimiento celular y la tumorigénesis
(Herrero, 2008). Cuando ésta se conjuga con Atg6 conforman un complejo constituido
por las proteinas Vpsl5 y Vps34 que juntas constituyen el complejo PI3K-III
fundamental para la nucleacion y el ensamblaje del fagoporo o pre-autofagosoma,

permitiéndole que las proteinas Atg se localicen en la organizacion pre-autofagosomal.

Atg (proteinas relacionadas con la autofagia): son proteinas encargadas de la
sefializaciéon del proceso de elongacion y terminacion del autofagosoma cumpliendo
funciones de ubiquitinacion mediante dos vias: 1) las proteinas Atgl2 y Atg5 se

fusionan por accion de la Atg7 y Atgl0 las cuales son enzimas activadoras (E1) y
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conjugadoras (E2) respectivamente; cuando estas se unifican las proteinas Atgl2 y
Atg5 interceptan a Atg16 conformando un complejo indispensable para la formacién del
autofagosoma y la elongacién. 2) la asociacion entre MAPLC3/Atg8 a la
fosfatidiletanolamida mediante Atg4, Atg7 y Atg3 permiten la interaccidn con la vesicula
del autofagosoma y continuar hacia el proceso de degradacion (Figura 7), la forma
lipidada de MAPLC3-11, es el m&s marcador especifico para la formacion autofagosoma

y, mas en general, para la ocurrencia de la autofagia.(Gatica, 2012; Herrero, 2008).
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Figura 7: AUTOFAGIA: Mecanismos moleculares de regulacion y etapas de la autofagia.
Fuente: (Herrero, 2008).

Durante el cancer, la autofagia puede actuar en la primera etapa de metastasis como un
supresor por la limitacion de necrosis tumoral, contribuyendo a la disminucién de la invasion
de células cancerosas hacia otros tejidos. Sin embargo, en estadios avanzados de metastasis,
la autofagia promueve la supervivencia celular y la formacion de metastasis en sitios diferentes
(Aredia et al., 2012).

1.4.3 Necroptosis.

El término necroptosis se refiere a la muerte celular por necrosis programada, este tipo de
muerte mantiene caracteristicas similares a la necrosis ya que se presenta inflamacién
celular, deterioro de mitocondrias, permeabilizacion de la membrana plasmética y la
posterior liberacion del contenido al espacio extracelular generando inflacién del tejido
adyacente (Baeza, 2014). La Necroptosis es promovida por la familia del Factor de
Necrosis Tumoral (TNF), receptores de células T, receptores tipo Toll, agentes del
metabolismo celular, genotdxicos y anticancerigenos (Su et al., 2015). La necroptosis se
-29-



encuentra regulada por la actividad del Receptor de Proteinquinasa 1 (RIPK1) y Receptor
de Proteinquinasa 3 (RIPK3) que en unién a la caspasa-8 inhibida terminan ejecutando la
muerte de la célula (Remijsen et al., 2014). Los miembros de la familia de TNF son
poderosas proteinas que inducen necroptosis, TNF conforma un complejo proteico
denominado necrosoma que esta constituido por las proteinas RIPK-1, RIPK-3, MLKL,
FADD, Caspasa-8 y FLICE (Remijsen et al., 2014; Su et al., 2015). Durante la formacién
del necrosoma se encuentran tres puntos de control (Figura 8): 1) el E3 ligasa y el inhibidor
de apoptosis celular clAP1 y clAP2 promueven la ubiquitinacién de RIPK-1 que bloquea a
la necroptosis mediante NF-uB dependiente o independiente. 2) Cuando se activa la
Caspasa-8 se separa e inhibe las actividades de RIPK-1, RIPK-3y CYLD donde RIPK-1y
RIPK-2 pierden sus capacidades de fosforilacion. 3) En este punto de control la limitacién
de RIPK-1 y RIPK-3 se da por la inhibicién de la Caspasa-8 o de FADD donde MLKL se
fosforila por RIPK-3 y es incorporado al hecrosoma (Christofferson et al., 2012; Su et al.,
2015).
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Caspase-5 RIP1
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Figura 8: NECROPTOSIS: mecanismos de punto de control durante el proceso necroptético.
Fuente: (University., 2012)

1.4.4 Senescencia

Este tipo de proceso se refiere al estado permanente de la célula cuando ésta no responde
a sefiales exégenas o enddgenas, es decir, el crecimiento celular se reduce paulatinamente
hasta perder irreversiblemente la capacidad de proliferacion. Las células senescentes por
un lado contribuyen a la eliminacion de células dafiadas y por otro pueden causar la pérdida

de la proliferacion imposibilitando la regeneracion de tejidos y llevando finalmente a la
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muerte de la célula. Esto mantiene relacion con el envejecimiento, ya que los telémeros se
acortan cada vez que la célula se divide e incluso debido a los dafios que el ADN recibe,
lo cual conlleva a la detencion del ciclo celular. La senescencia ha sido considerada como
un proceso predominante en las células cancerigenas contribuyendo como un mecanismo

de defensa contra la progresion del cancer (Cueva, 2014; Zhao, Chen, & Qu, 2016).

1.45 Catastrofe mitotica

El término hace referencia a un tipo de muerte celular que se produce cuando la célula
entra prematura o indebidamente en mitosis, este proceso puede darse durante o después
de la mitosis siendo un mecanismo de oncosupresion para la célula, éste hecho puede
producir alteraciones morfolégicas, principalmente la despolarizacién de los microtubulos.
La catastrofe mitética puede llevarse a cabo cuando la célula no esta en la capacidad de
detener el ciclo celular en fase G, y por lo tanto entra en mitosis antes que la reparacion
de ADN se haya dado con éxito. Finalmente la célula puede presentar una morfologia

necroética o apoptética (Baeza, 2014; Cueva, 2014).

1.46 Oncosis.

Su término se deriva del griego onkos que significa “hinchazon” este tipo de muerte se
caracteriza por presentar un aumento en el tamafio de la célula debido a la excesiva
permeabilidad y la escasa integridad de la membrana citoplasmética, teniendo en comuin
la muerte por “necroptosis” debido a la acumulacion de Na* en el citoplasma provocando
un incremento del volumen celular y formando a la vez vesiculas en la membrana que

inducen a su destruccion (Baeza, 2014; Cueva, 2014; Toro, 2006).

1.4.7 Piroptosis.

“Pyroptosis” proviene del griego Pyro que significa “fuego” y Ptosis “caer”; denominandose
“la caida del fuego”, este significado hace referencia al mecanismo de respuesta
inmunitaria donde se ven inmersos procesos de sefializacion quimica pro-inflamatorios
dando como resultado fiebre e inflamacion que conllevan a la lisis celular y la expulsion del
contenido citoplasmatico al espacio extracelular (Baeza, 2014). Esta ruta de muerte es
dependiente de caspasa-1 ya que no se encuentra implicada en la muerte celular por
apoptosis y cuya funcion es ser la proteina precursora de las citoquinas inflamatorias. Si la
célula muere por esta via el ndcleo presentard condensacion de la cromatina y
fragmentacion de ADN y en la membrana se veran protuberancias redondeadas que luego

causaran la rotura completa de la membrana celular dejando libre el contenido
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citoplasmaético. La piroptosis se da principalmente en las células que estan implicadas en

la inflamacién como los macrofagos (Baeza, 2014; Toro, 2006).

1.5 Medicinatradicional: una alternativa anticancerigena.

En la actualidad la ciencia muestra importantes avances en cuanto a terapias
anticancerigenas quimicas u hormonales las cuales mantienen costos elevados teniendo
muchas de las veces resultados desfavorables para los pacientes; sin embargo, las
investigaciones de vanguardia presentan progresos en cuanto al desarrollo de farmacos de
origen natural teniendo como objetivo principal la terapia anticancerigena (Velazques, 2013).
La medicina tradicional se conoce a nivel mundial basandose principalmente en los
conocimientos, creencias, habilidades y experiencias aplicadas para emitir un diagnaostico,
prevencién o tratamiento para cierta enfermedad en donde se emplean productos extraidos
de toda la plantas, partes de ellas (hojas, flores, tallos, frutos) o bien la extraccién de
compuestos activos o metabolitos. Se estima que cerca del 80% de la poblacion a nivel

mundial emplea este tipo de medicina para el cuidado de su salud (Scovassi & Guaman, 2013)

Los productos de origen natural son de mucha importancia ya que cumplen un sinnimero de
funciones biologicas que sirven como terapia para tratar determinadas dolencias o como
modelos para sintetizar sustancias nuevas bioactivas. En la actualidad, la sintesis orgénica
junto con la quimica de productos naturales se encargan del desarrollo de nuevas moléculas
de bajo peso molecular con actividad farmacolégica; obteniendo de éste modo alrededor del
60% de farmacos a partir de extractos naturales (Ravelo & Braun, 2009).

El descubrimiento de farmacos de origen natural cumple un rol importante en todos los
ambitos de la salud; sin embargo, en la actualidad uno de los principales propdsitos de la
medicina tradicional es encontrar tratamientos especificos y eficaces contra el cancer teniendo
en cuenta como dianas terapéuticas Unicamente las células cancerosas y no las células
normales (Cueva, 2014). encontrandose entre los farmacos conocidos a los alcaloides de la
vinca, paclitaxel, campotensina, etopdésido y tenipdsido, sin embargo estos antineoplasicos
aun no logran ser especificos en el tratamiento, por lo que se requiere conocer los
mecanismos del ciclo y muerte celular para crear tratamientos definidos y adaptados a nivel

molecular (Velazques, 2013).
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1.5.1 Moléculas de origen natural contra el cancer de mama.

Debido a los factores de riesgo, el cancer de mama continda siendo un problema de salud
importante ya que afio tras afio causa miles de muertes en todo el mundo. En la actualidad,
existen varios estudios realizados con moléculas de origen natural que muestran eficacia

contra el cancer de mama, teniendo entre las que podemos mencionar:

1) Daidzen: es un compuesto derivado de las isoflavonas que ha sido motivo de estudio
por su contenido de Fitoestrogeno el cual es un compuesto fendlico que se asemeja al
estradiol producido en los mamiferos, este compuesto se encuentra en la soja y frutos
secos; molecularmente interviene en el ciclo celular por detencién de la fase G1 y G»
promoviendo asi la apoptosis (Jin, Zhang, Kang, Wang, & Zhao, 2010). Otros derivados
de las isoflavonas son la genisteina y gliciteina, que del mismo modo se encuentran
principalmente en la soja y actian sobre células de céncer de mama (Tobin,
Kalupahana, & Kulka, 2012).

2) Curcumina: es un polifenol derivado de la especie Curcuma longa, la cual ha sido
estudiada por su actividad antiproliferativa en células de cancer de mama ya que brinda
un efecto regulador sobre el ciclo celular, inactivando la capacidad de la telomerasa,
alterando la estructura del huso mitético, disminuyendo la expresion de Ciclina D1 y
CDK4 e induciendo apoptosis. De esta manera el compuesto puede inhibir la
metastasis y evitar la progresion del cancer (Tobin et al., 2012).

3) Plumbagina: constituye un derivado de la especie Drosera sp. y Plumbago sp. que
muestra actividad antineoplasica en varios tipos de cancer mediante la induccion de
apoptosis por activacion de caspasas, demostrando a la vez que en cancer de mama

promueve la muerte celular por sobreexpresion de HER2 (Choene et al., 2012).

1.5.2 Aislamiento y actividad biolégica de la molécula “[(e) -4- (5-hidroxi-6- (3- (4-

hidroxifenil) acriloil) -2-metil-2h-cromen-2-il) butan-2-ona]”.

El término chalcona procede del griego “Chalcos” que significa bronce. Las chalconas son
llamadas cetonas arométicas y comparten un patrén estructural conformado por 1, 3-difenil-
2-propen-1-ona, cuya sintesis se da por la condensacion de un aldehido con una cetona
mediante la reaccion de Claisen-Schmidt. Los flavonoides son polifenoles que tras
isomerizacion pueden dar lugar a la formacion de compuestos como las chalconas, los
cuales se emplean en diversos estudios por su importante actividad antifangica,

antiinflamatoria, antidepresiva y anticancerigena (Ramirez et al., 2012).
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Un género importante en cuanto al contenido de chalconas es el Azorella ya que tiene
alrededor de 70 especies principalmente en América Central, oeste de América del Sur y
en las islas del Océano Antartico, la mayor parte de las especies se encuentran en las
montafias chilenas, éstas son utilizadas en la medicina tradicional como tratamientos para
el asma, resfriados, heridas, bronquitis y enfermedades inflamatorias (Quesada et al.,
2013). Las especies son reconocidas por la produccion de diterpenoides y esqueletos
azorellanos cuyas estructuras son importantes por sus actividades biolégicas como
antiprotozoario, antiviral, espermicida, citotdxico, analgésico, antiinflamatorio,

antituberculoso y antihiperglicemico (Molina-Salinas et al., 2010).

Recientemente, San-Martin et al., (2015) describieron el aislamiento y caracterizacion de
una nueva chalcona obtenida de la especie Azorella madrepérica destacada por ser fuente
de diterpenos activos. El proceso se lo realizé empleando el extracto hexanico en una
columna de silice obteniendo como producto 15 mg del nuevo compuesto denominado [(E)
-4- (5-hidroxi-6- (3- (4-hidroxifenil) acriloil) -2-metil-2H-cromen-2-il) butan-2-ona] (NChal),
(Figura 9) logrando como resultados del analisis biologico: inactividad sobre bacterias,
ensayo de radicales libres DPPH con una ICso correspondiente a 17.2 + 1.5 g/ml, y andlisis
antitumoral en donde el compuesto presentod, a través del ensayo MTS, la capacidad de
disminuir la proliferacion de células de cancer de colon, de mamay de prostata (San-Martin
et al., 2015). Con éste estudio se ha podido destacar la capacidad de la nueva molécula
para contrarrestar ciertos tipos de cancer promoviendo asi el andlisis de nuevos

fitofarmacos frente a dianas especificas como posibles tratamientos antitumorales.

Figura 9: ESTRUCTURA DEL COMPUESTO: [(E) -4- (5-hidroxi-6- (3- (4-hidroxifenil) acriloil) -2-
metil-2H-cromen 2-il) butan-2-ona]
Fuente: (San-Martin et al., 2015)
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CAPITULO Il FIN DEL PROYECTO.
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2.1 Objetivo general del proyecto.

Determinar la activacion por la molécula de las proteinas implicadas en el control del
ciclo celular, tales como puntos de control de crecimiento y proliferacion celular,

regulacion de ADN y muerte celular.
2.2 Objetivos especificos del proyecto.

- Describir la capacidad del metabolito [(E) -4- (5-hidroxi-6- (3- (4-hidroxifenil) acriloil) -2-
metil-2H-cromen-2-il) butan-2-ona] como antitumoral en células de cancer de mama.

- Demostrar la expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular de la linea celular MCF-
7 de cancer de mama expuestas al metabolito [(E) -4- (5-hidroxi-6- (3- (4-hidroxifenil)
acriloil) -2-metil-2H-cromen-2-il) butan-2-ona] en diferentes dosis mediante la técnica de

Western Blot.
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CAPITULO lIl. METODOLOGIA.
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3.1 Molécula de estudio.
Para la ejecucion de los ensayos se empled la molécula denominada [(E) -4- (5-hidroxi-6- (3-

(4-hidroxifenil) acriloil) -2-metil-2H-cromen-2-il) butan-2-ona] (NChal); la cual fue aislada y
donada por el Dr. Aurelio San-Martin de la Facultad de Ciencias del Departamento de Quimica
de la Universidad Santiago de Chile. La molécula fue disuelta a una concentracion Stock de
10.000 uM en dimetilsulféxido (DMSO) y almacenada a 8°C.

3.2 Cultivo celular.
Se utilizé la linea celular MCF-7, que corresponde a cdncer de mama como modelo bioldgico.

Las células fueron cultivadas en medio de cultivo RPMI-1640 (GIBCO), suplementado con
10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (GIBCO), 1% de L-glutamina (GIBCO), y 1% de Antibidtico-
Antimicotico (100 U/ml de Penicilina G, 100 pg/ml de Estreptomicina y 25 pg/ml de
Amphotericina B) (GIBCO). Las células fueron mantenidas a 37°C en atmdsfera humeda y

CO; al 5%. El tiempo de replicacion celular es de 24 horas.

3.3 Extraccion y cuantificacion de proteinas.
Para la realizacion del ensayo se partié del cultivo celular con una confluencia del 80%, y se

sembré 5x10° células en cajas de 25 cm? en medio RPMI-1640 suplementado. Se incubé por
24 h, correspondientes a un ciclo de replicacion, aplicando subsecuentemente el tratamiento
con la molécula NChal a las concentraciones de 12.5, 18.75 y 37.5 uM, ademas de un
respectivo control negativo (células sin tratamiento) y se incubd por 24 h adicionales.
Transcurrido éste tiempo, en cadena de frio, se recolectd el medio de cultivo en un tubo de
15mL (A) y se centrifug6é durante 5 minutos a 2.000 r.p.m., seguidamente se lavo las cajas
con 2mL de PBS frio y se repitio este proceso por dos veces. Se les afiadiéo 2mL de PBS con
inhibidores de proteasas a las células (10 uL de PMSF 100mM, por cada 1mL) y se recolect6
por raspado las células en un tubo de 15 mL (B). Luego se afiadi6é una vez mas 1mL de PBS
con inhibidores proteasas a la caja de cultivo, volviendo a raspar para recolectarlo en el tubo
B correspondiente, repitiendo una vez mas este proceso. Seguidamente se centrifugaron los
tubos Ay B a 2.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Tanto del tubo Ay B, luego del ultimo lavado se
resuspendié con 500 pL de PBS con los inhibidores y fueron recolectados a un microtubo de
1.5 mL. Los tubos fueron centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendio el pellet. Se adicion6 el buffer de lisis (RIPA con los inhibidores
1mL por cada 10.000.000 de células) de acuerdo al nimero de células encontradas por caja.
Seguidamente se dej6 en agitacién los microtubos durante 15 min a 4°C y se alicuot6 los
extractos proteicos a una temperatura de -80 °C hasta su posterior uso (Inc. Bio-Rad
Laboratories., 2000).

Para la cuantificacion de proteinas se emple6 el método de Bradford; donde, en una placa de
96 pocillos se usé por cada pocillo 5 pL de cada muestra méas 145 pL de reactivo Bradford, se
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mantuvo durante 15 minutos en oscuridad para luego cuantificar las proteinas mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 620 nm y un tiempo de agitacion de 15
segundos, determinando de esta manera la concentracion de proteina al emplear en cada

ensayo.

3.4 Western Blot.
Se utilizd una concentracion de 30 pg de proteina, la cual se separ6 mediante SDS-PAGE

(SDS-Poliacrilamide gel electrophoresis). Se preparé una gel a un porcentaje del 5% como
concentrador y al 12 % y 15 % (dependiendo del tamafio de la proteina de analisis) como
separador, dejando un tiempo de corrida inicial de 15 minutos a 100 V y 65 mA de de 100 V,
35 mA y 180 minutos (aproximadamente). Luego del proceso de corrida, se transfirio el gel a
una membrana de PVDF (polivinilideno) formando un “sandwich” y dejando sobre el buffer
correspondiente correr a 4°C en las condiciones de 100 V, 360 mA y 60 minutos. Una vez
terminada la transferencia se comprobd el proceso mediante la tincion de la membrana con
colorante rojo Ponceu SIGMA, luego se lavé con TBS-TWEEN 1x para eliminar restos del
colorante y se procedié al bloqueo de la membrana con leche semidescremada Svelty
NESTLE al 5% por 60 minutos.

Pasado el tiempo de bloqueo se lavé la membrana con TBS-TWEEN 1X y se procedi6 a
incubar con el anticuerpo primario a temperaturas de 4°C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se recuper6 el anticuerpo primario y se lavo la membrana con TBS-TWEEN 1x 3
veces durante 5 minutos y con TBS 1X dos veces por 10 minutos. Luego se incub6 con el
anticuerpo secundario especifico de cada proteina disuelto en leche Svelty (NESTLE) al 5%
durante 2 horas protegido totalmente de la luz. Posteriormente se procedié a lavar la
membrana con TBS-TWEEN 1X durante 5min por 3 veces y TBS1X durante 10 min por 2
ocasiones. Inmediatamente se realiz6 el revelado (en completa oscuridad) con
Quimioluminiscente Luminata Crescendo Western HRP substrate (MERCK MILLIPORE). La
sefial quimioluminiscente de las proteinas junto con el sustrato fue capturada en una pelicula

de revelado correspondiente.

Visualizar los anticuerpos empleados en el Anexo 1.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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Mediante la extraccion y cuantificacion de proteinas a partir de células de cancer de mama
MCF-7 se desarroll6 el analisis proteico mediante Western Blot, donde podemos observar que
NChal aplicada a dosis de 12.5, 18.75 y 37.5 uM por 24 horas de tratamiento fue capaz de
modular la expresion de diferentes proteinas relacionadas con la muerte y control del ciclo
celular. Con ello se pudo descartar la muerte celular por apoptosis ya que, como se muestra
en la Figura 10, las proteinas que juntas conforman un complejo BAX/BCL-2 se encuentran
en equilibrio debido a que, por un lado ni BAX se incrementa y ni BCL-2 disminuye en su
expresion con respecto al control negativo y dosis aplicadas en ambos casos, por lo que el
mecanismo de apoptosis no se activa con el respectivo tratamiento. En el caso de la expresién
de la proteina MAPLC-3 B/a con respecto al control se presenta un incremento de bandas en
relacion a las dosis aplicadas, dando como resultado la muerte celular por autofagia (Figura
10).
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Figura 10: Proteinas BAX, BCL-2, MAPLC-3 B/a. A: Proteinas separadas por un gel 12-15% de SDS-
PAGE seguida de Western Blot con los anticuerpos indicados contra BAX, BCL-2, MAPLC-3 B/a. Se
utilizé B-tubulina como control de carga para los extractos celulares totales. B: Cuantificacion proteica
mediante el escaner y software C-DiGit Blot Scanner.

Fuente: Autor.
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Por otra parte, en la Figura 11 se muestra la modulacién de ciertas proteinas de la familia de
p53, donde se puede denotar que las células cumplen un proceso dependiente de p73 como

regulador de muerte celular.
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Figura 11: Proteinas p-S46-Tp53, p-Y99-P73, Tp73. A: Proteinas separadas por un gel 12-15% de
SDS-PAGE seguida de Western Blot con los anticuerpos indicados contra p-S46-Tp53, p-Y99-P73,
Tp73 (p73a, Np73 a, p73B). Se utilizé B-tubulina como control de carga para los extractos celulares
totales. B: Cuantificaciéon proteica mediante el escaner y software C-DiGit Blot Scanner.

Fuente: Autor.

En la Figura 12 se muestra claramente que NChal induce la expresion y aumento de las
proteinas reguladoras de muerte por necroptosis como son RIPK-1 y RIPK-3, asi como el
incremento de la proteina reguladora del ciclo celular CDKN1A (p21), revelando que las
células de cancer de mama tratadas con NChal toman como ruta principal de muerte celular

la via de necroptosis manteniendo una respuesta dosis-dependiente; por otro lado, la
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determinacion de Caspasa-8 muestra que las células expuestas a NChal son capaces de

expresar y activar varias proteinas a la vez de una misma ruta de muerte celular.
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Figura 12: Proteinas CDKN1-A, RIPK-1, RIPK-3 y Caspasa-8 A: Proteinas separadas por un gel 12-
15% de SDS-PAGE seguida de Western Blot con los anticuerpos indicados contra CDKN1-A, RIPK-1,
RIPK-3 y Caspasa-8. Se utiliz6 B-tubulina como control de carga para los extractos celulares totales.
B: Cuantificacion proteica mediante el escaner y software C-DiGit Blot Scanner.

Fuente: Autor.

Finalmente, en la Figura 13, se observa que NChal no produce roturas en el ADN ni dafio
genotoxico debido a que las proteinas del nicleo celular como las histonas (yH2AX y p-S139-
y-H2A.X) presentan un ligero incremento respecto a la dosis aplicadas, confirmando que la
molécula podria inducir la reparacion del material genético dafiado en la linea tumoral y

verificando que no causa alteraciones en el ndcleo celular.
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Figura 13: Proteinas y-H2AX & p-S139-y-H2AX. A: Proteinas separadas por un gel 12-15% de SDS-
PAGE seguida de Western Blot con los anticuerpos indicados contra y-H2AX & p-S139-y-H2AX. Se
utilizé B-tubulina como control de carga para los extractos celulares totales. B: Cuantificacion proteica
mediante el escaner y software C-DiGit Blot Scanner.

Fuente: Autor.
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CAPITULO V. DISCUSION
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Las chalconas presentan un potencial anticancerigeno interesante relacionando su estructura-
actividad, determinando que la conformacion molecular contribuye relativamente a la
citotoxicidad de la moléculas frente a dianas celulares como quinasas, catepsinas,

topoisomerasas, entre otros (Zhou et al., 2016).

Partiendo del aislamiento y caracterizacion de NChal en el afio 2015 y debido a la actividad
biologica que ha presentado frente a células de cancer de mama se analizé a nivel proteico
gué rutas de muerte estarian cursando las células frente al tratamiento con la nueva molécula.
Como se muestra en la Figura 10, BAX, proteina encargada de la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial y la liberaciéon al citoplasma de citocromo c para la ejecucion de
apoptosis (Youle & Strasser, 2008), en ésta no se determina un aumento de bandas con
relacién al control de carga y dosis aplicadas. En antagonismo a ello, se encuentra Bcl-2 cuya
funcién se centra en el blogueo de la apoptosis debido a que inhibe la formacién de los poros
mitocondriales y la liberacion de citocromo ¢ (Jordan, 2003; Rossé et al.,, 1998; Youle &
Strasser, 2008), por lo que en nuestro resultado esta proteina no presenta mayores cambios
de expresién, determinando por ende que el complejo regulador de apoptosis conformado por
BAX/BCL-2 no se encuentra alterado en las células de cancer de mama expuestas a NChal
mostrando que la apoptosis no es opcién como muerte celular. Segun Rozmer & Perjési, 2016,
la Isoliquiritigenina, un derivado de las chalconas, tras ensayos de citometria de flujo, mostré
la capacidad de inducir apoptosis y causar la detencion del ciclo celular mediante un
mecanismo controlado por la familia de p53 en células MCF-7. Permitiéndonos deducir que

NChal actla de manera diferente a otras chalconas reportadas.

En la Figura 10 se observa también el resultado de la expresion de MAPLC-3 B/a una proteina
reguladora del proceso de autofagia que una vez activada su forma lipidada es un marcador
especifico para la formacion del autofagosoma y desencadenar por consiguiente la autofagia
de la célula (Aredia et al.,, 2012). En nuestro trabajo, la forma lipidada de MAPLC-3 B/a
present6 un incremento de la expresion a las dosis aplicadas, sefialando que las células MCF-
7 frente al tratamiento responden a la activacion de la ruta de muerte autofagica. Hasta la
actualidad no se ha reportado aun que los compuestos derivados de las chalconas puedan
inducir la expresion de proteinas implicadas en autofagia. Estos resultados nos permiten decir
gue probablemente la molécula NChal esta contribuyendo a que las células MCF-7 activen a
MAPLC-3 B/a con la finalidad de no producir autofagia sino de permitir la supervivencia de la

célula, ésto debido a que se ha descrito que en condiciones de estrés la formacién de
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autofagosomas en las células se lleva a cabo no solo para la pérdida de viabilidad sino para

gue la célula sobreviva (Rahman et al., 2016).

En la Figura 11, se muestra el resultado de la expresion proteica inducida por NChal en los
miembros de la familia de p53. Los miembros de esta familia intervienen en la regulacion de
la homeostasis metabdlica y son de gran importancia en la inhibicion de la carcinogénesis
(Berkers et al., 2013). p53 se encuentra en niveles bajos en la célula y en respuesta a dafios
en el ADN, estrés u oxidacion, se activa para impedir la progresion del ciclo celular e inducir
la senescencia de la célula o0 a su vez apoptosis; estas funciones estan relacionadas en gran
parte con la fosforilacion de p53 en la serina 46 (Ser46), ya que como resultado su forma
fosforilada puede activar selectivamente otros genes tanto apoptéticos y no-apoptoticos
(Pietsch, Sykes, McMahon, & Murphy, 2008). En nuestro estudio (Figura 11) la forma
fosforilada de p53 y p73, junto con sus isoformas, incrementan de acuerdo a las dosis
aplicadas de tratamiento, por lo que la molécula en estudio esta en la capacidad de activar
esta familia de proteinas no como desencadenantes de muerte por apoptosis, sino como
reguladores del ciclo celular. De hecho, varios autores describen que estas proteinas pueden
regulan la induccién de apoptosis y detencién del ciclo celular; y a la vez, pueden regular
negativamente las funciones de cada uno (Collavin, Lunardi, & Del Sal, 2010; Pietsch et al.,
2008), como es el caso de p73 cuya sobreexpresion en nuestro caso de acuerdo a las dosis,
regula la baja actividad de p53 y reduce su capacidad pro-apoptética, ocacionando que las
células tomen otras rutas de muerte como es la autofagia; ya que, segun Sharif et al., 2015
p73 es capaz de modular la autofagia en las células de cancer de mama independientemente

de la activacién de p53.

Como se muestra en la Figura 12, las células MCF-7 expuestas a dosis crecientes de NChal
también son capaces de expresar proteinas inmersas en el ciclo celular y muerte por
necroptosis. Por un lado tenemos a p21, que regula negativaente la progresion del ciclo celular
y cuya sobreexpresidn conlleva a la detencién del ciclo en las fases G1, G; e incluso en fase
S luego de presentarse dafios en el ADN. p21 estd regulada a nivel transcripcional por
procesos dependientes e independientes de la familia de p53 (Cueva, 2014). Por otra parte,
la expresion y activacion de las proteinas RIPK-1, RIPK-3 y Caspasa-8 conllevan a las células
a morir mediante el mecanismo de necroptosis. RIPK-1 y RIPK-3 interactian entre si cuando
son estimuladas con un tratamiento necroptético, conduciendo a la célula hacia la muerte. En
la Figura 12 se puede ver la expresion de las proteinas p21, RIPK-1, RIPK-3 y Caspasa-8
presentando un incremento de bandas y cuantificacion en relacién a las dosis aplicadas; en
cada caso, manteniendo una respuesta dosis-dependiente. Estas evidencias nos permiten

corroborar en nuestro estudio que las células MCF-7 luego de 24 horas de tratamiento con
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NChal son capaces de inducir la expresion de proteinas de muerte celular necroptoética y de

detener del ciclo celular.

En el presente afio, segun varios autores, se ha demostrado también que derivados de las
chalconas como Licocalcona A, Isoliquiritigenina, Xantohumol y Dehydrocycloxanthohumol
son capaces de inducir en las células MCF-7 efectos citotoxicos, antiproliferativos e
inhibidores del ciclo celular; confiriéendoles a estas moléculas caracteristicas
gquimioterapéuticas, determinando que las chalconas podrian presentar un gran potencial

anticancerigeno, principalmente sobre el el cancer de mama (Zhou et al., 2016).

En la actualidad no existen datos de la expresion de proteinas nucleares, como las histonas,
a causa de los derivados de chalconas analizadas, desconociendo por lo tanto si las moléculas
causan o no dafio genotoxico especialmente en células tumorales de mama (Qi, Zhang, Baller,
& Voytas, 2016; Rozmer & Perjési, 2016; Zhou et al., 2016). Debido a ello, en nuestro trabajo
se analizo los efectos del tratamiento con NChal en proteinas nucleares como histonas:
TH2AX y su fosforilacion p-S139-HISTONA-H2A.X (Figura 13), donde se pudo observar que
NChal es capaz de inducir la expresién de las histonas, permitiéndo que la célula responda al

dafio inducido en el ADN activando los mecanismos de reparacion.

Se puede afirmar finalmente que el fenotipo de muerte que presentan las células MCF-7
inducidas por NChal esta relacionado con la via necroptética, detencién del ciclo celular y
autofagia, debido al incremento de las proteinas reguladoras de estas tres diferentes vias
como son RIPK-1, RIPK-3, p21, p73y MAPLC-3 3/a. De esta manera deducimos que nuestros
andlisis comprueban que la molécula NChal, aislada de Azorella madrepdrica, aplicada a
dosis de 12.5, 18.75 y 37.5 uM, es capaz de inhibir el crecimiento en la linea celular MCF-7
induciendo la muerte celular por necroptosis y autofagia, ademas de intervenir en la detencién
del ciclo celular demostrando su actividad citotéxica y genotéxica por medio de un proceso
regulado por p73 manteniendo relacion dosis-dependiente en cada caso. Estos resultados
son comparables con estudios actuales donde se describe que algunas chalconas son
capaces de activar las proteinas relacionadas con la necroptosis y autofagia; siendo
responsables de la supresidn de la apoptosis y asi conformar un sesgo de necroptosis (Chen,
Yu, & Zhang, 2016). De este modo se puede determinar que NChal es una molécula
efectivamente activa y con la capacidad de ser un posible fitofarmaco especifico para el

tratamiento del cancer de mama.
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CONCLUSIONES

NChal obtenida a partir de la especie Azorella madrepoérica es capaz de: inducir la muerte de
la linea celular MCF-7 mediante necroptosis y autofagia, asi como bloquear la progresion del
ciclo celular por un mecanismo de regulacion dependiente de p73 manteniendo una relacion

dosis-respuesta.

NChal es una molécula activa capaz de provocar efectos citotoxicos y genotoxicos en las
células MCF-7, siendo un compuesto natural efectivo para contrarrestar el cancer de mama

por sus actividades antiproliferativas.
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Anexo 1: tabla de descripcion de anticuerpos empleados para Western Blot.

ANTICUERPOS EMPLEADOS

Anticuerpo Anticuerpo Codigo Peso Dilucion Casa
Primario Secundario Molecular | Recomendada Comercial
Anti-Rabbit (Kda)
(A.R)
Anti-Mouse
(A.M)
p21 AM Sc- 817 21 1:200 Santa Cruz
(CDKN1A) Biotechnology,
Inc.
p-Y99-TP53 AR Sc- 50 1:200 Santa Cruz
101764 Biotechnology,
Inc.
Tp73 AR Sc-7957 73 1:200 Santa Cruz
Biotechnology,
Inc.
p-S46-TP73 AR Sc- 73 1:200 Santa Cruz
101769 Biotechnology,
Inc.
Bax A.R Sc- 526 24 1:200 Santa Cruz
Biotechnology,
Inc.
Bcl-2 A.R Sc-783 26 1:200 Santa Cruz

Biotechnology,

Inc.
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MAP LC3
/B

CASPASA-8

B-
TUBULINA

yH2A.X

p-S130-
HISTONA-
yH2A.X

RIPK-1

RIPK-3

Fuente: Autor

AR

AM

AM

A.D

AR

AR

AM

Sc-
292354

Sc-7272

Sc-
5274

54606

Sc-
101696

Sc-7881

Sc-
374639

=15-18
B =15
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