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RESUMEN

En la actualidad el estudio y la investigacion de los metabolitos secundarios obtenidos a
partir de plantas medicinales cumplen con un papel importante para el desarrollo de nuevos
antineoplasicos que permitan reducir la ocurrencia o recurrencia de céncer, entre estas
plantas medicinales tenemos a Gynoxys verrucosa Wedd, la cual es usada en las provincias
de Loja y Zamora-Chinchipe para el tratamiento y curaciéon de heridas, a partir de esta planta
se ha aislado la Dehidroleucodina una lactona sesquiterpenica que presenta una actividad
antitumoral en diferentes lineas celulares. Por esta razén, en el presente trabajo se evalué la
actividad citostatica de la Dehidroleucodina sobre la linea celular de Astrocitoma Cerebral
(D-384) mediante citometria de flujo y el ensayo de incorporacion de 5-bromo-2'-
desoxiuridina (BrdU). Los resultados obtenidos muestran que la Dehidroleucodina a una
concentracion de 10uM inhibe la proliferacion celular mediante la detencién del ciclo celular
en la fase G2/M (***p<0,0001 en comparacion con el control negativo) y una disminucién del
indice mitético e indice de replicacién, demostrando que la Dehidroleucodina presenta un

efecto citostatico en esta linea celular.

PALABRAS CLAVES: Gynoxys verrucosa Wedd, Dehidroleucodina, lactona

sesquiterpénica, efecto citostatico.



ABSTRACT

At present the study and research of secondary metabolites obtained from medicinal plants
comply an important role in the development of new chemotherapeutic agents to reduce the
occurrence or recurrence of cancer, among these medicinal plants have to Gynoxys
verrucosa Wedd, which is used in the provinces of Loja and Zamora-Chinchipe for the
treatment and healing of wounds, from this plant has been isolated Dehydroleucodine a
sesquiterpene lactone which antitumor activity in different cell lines. For this reason, in this
project was evaluated the cytostatic activity of Dehydroleucodine on Cerebral Astrocytoma
cell line (D-384) by flow cytometry assay and incorporation of 5-bromo-2-deoxyuridine
(BrdU). The results show that at a concentration of 10uM Dehydroleucodine inhibits cell
proliferation by arresting cell cycle in G2/M (***p<0.0001 compared to the negative control)
and diminution mitotic index and replicative index, demonstrating that Dehidroleucodina have

a cytostatic effect on this cell line.

KEYWORDS: Gynoxys verrucosa Wedd, Dehydroleucodine, sesquiterpene lactone,

cytostatic effect.



INTRODUCCION

Pese a los importantes avances cientificos y tecnoldgicos en la quimica combinatoria, los
medicamentos derivados de productos naturales siguen teniendo una enorme contribucién
en el descubrimiento de farmacos, debido a la complejidad y la diversidad molecular que
estos tienen, asi como poseer actividades biolégicas altamente selectivas y especificas

basadas en su mecanismos de accion (Cragg & Newman, 2013).

Las propiedades terapéuticas de las plantas medicinales se atribuyen generalmente a
metabolitos secundarios, tales como las lactonas sesquiterpenicas (LS), un grupo grande y
diverso de productos quimicos biolégicamente activos que se han identificado en varias
familias de plantas (Zhang et al., 2005). Sin embargo, se encuentran en mayor nimero en la
familia Asteraceae, con mas de 3000 estructuras diferentes reportadas (Modzelewska et al.,
2005). Dentro de esta familia, se encuentra Gynoxys verrucosa Wedd, planta conocida como
"guangalo” o "congona", un arbusto utilizado en las provincias de Loja y Zamora Chinchipe
para el tratamiento de infecciones de la piel y la cicatrizacion de heridas (Tene et al., 2007).
Entre los metabolitos secundarios aislados de esta especie se encuentra la
Dehidroleucodina (DhL), una lactona sesquiterpenica, para la que se ha reportado diversas
actividades bioldgicas entre las que se puede destacar el efecto anti-tumoral, anti-
inflamatorio y una buena actividad como protector gastrico (Penissi et al., 2006; Costantino
et al., 2013). Entre estos efectos el mas estudiado es el anti-tumoral, se ha reportado que
presenta un efecto inhibidor del crecimiento en la linea celular tumoral MCF-7 (cancer de

mama) y en las células HeLa (cancer de cérvix) (Costantino et al., 2013).

Estudios recientes han demostrado que la induccion de la detencién del ciclo celular es una
de las estrategias mas prometedoras para el descubrimiento y disefio de nuevos agentes
antineoplasicos (Dai et al., 2012). Diferentes métodos basados en los conceptos del ciclo
celular se utilizan para evaluar la tasa de proliferacién y actualmente son los métodos mas
usados y estudiados (Sherbet & Patil, 2003). Entre estos métodos estan el indice mitdtico
(IM) y el indice de replicacion (IR) que se utilizan como indicadores adecuados de la
proliferacion celular (Ocal & Eroglu, 2012). EI IM mide la proporcion de células en la fase M
del ciclo celular y su inhibicién se podria considerar como la muerte celular o el retraso en la
cinética de proliferacién celular, y el IR mide la cinética de la divisién celular mediante el
recuento del porcentaje de células en la primera, segunda, tercera o mas metafases. Otro de
los métodos mas utilizados, tanto para la medicion del contenido de ADN celular y el analisis

del ciclo celular es la citometria de flujo que se basa en afiadir un colorante fluorescente que



se une estequiométricamente al ADN, de manera que el material marcado ha incorporado
una cantidad proporcional a la cantidad de ADN (Nunez, 2001; Holland et al, 2002; Ocal &
Eroglu, 2012).

Por lo mencionado anteriormente el principal objetivo de este trabajo es determinar el efecto
citostatico de la Dehidroleucodina en la linea celular humana de Astrocitoma Cerebral (D-
384) a través de la evaluacion de la proliferacion celular en ensayos de analisis del ciclo
celular por citometria de flujo y mediante el ensayo de incorporacion de 5-bromo-2'-

desoxiuridina (BrdU) la determinacion del indice mitético e indice de replicacion.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1. Céancer

El cancer conocido también como tumores malignos o neoplasias malignas, es un grupo de
enfermedades caracterizadas por el crecimiento incontrolado y la propagacién de células
anormales, estas células acumulan mutaciones que resultan en respuestas defectuosas a
las sefiales antimitogénicas lo que contribuyen a la proliferacion no programada, pueden
invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, mediante el proceso
conocido como metastasis (Malumbres & Barbacid, 2009; SACC, 2012; OMS, 2013).

El cancer puede desarrollarse por diferentes causas como pueden ser; factores externos
como el tabaco, organismos infecciosos, productos quimicos y radiacion, y factores internos
como mutaciones heredadas, hormonas, condiciones inmunes, y mutaciones que se
producen a partir del metabolismo. Estos factores causales pueden actuar juntos o en
secuencia para iniciar o promover el desarrollo de cancer (SACC, 2012), sin embargo este
es un proceso complejo de multiples etapas, requiere la acumulacion de mutaciones y como
resultado las células adquieren las caracteristicas esenciales del cancer las cuales son:
(Figura 1) (Hanahan & Weinberg, 2011).

e Conservar sefales de proliferacion,

e Evadir supresores de crecimiento,

¢ Resistencia a la muerte celular,

¢ Inducir Angiogénesis,

e Activa invasion y metastasis,

¢ Replicacion Indefinida,

e Evadir la Destruccion Inmune,

¢ Inflamaciéon como promotora de tumores,
e Genoma Inestable y Mutaciones, y

e Desregulacién Energética Celular.



Conservar Senales Evadir Supresores
de Proliferacion de Tumores

Desregulacion Evadir Destruccion
Energética Celular Inmune

Replicacion
Indefinida

Genoma Inestable
y Mutaciones

Activa Invasion
y Metastasis

Figura 1. Caracteristicas de las células cancerigenas.
Fuente: Autor. Modificado de Hanahan & Weinberg, 2011.

Estas mutaciones acumuladas alteran los reguladores del ciclo celular que controlan la
entrada y la progresion correcta a través del mismo (Golias et al., 2004), esto debido a
mutaciones que se producen principalmente en dos tipos de genes: los proto-oncogenes y
los genes supresores de tumores. Los proto-oncogenes codifican factores de transcripcion
gue regulan la expresion de otros genes que estimulan la division celular, y reguladores del
ciclo celular que ayudan a la célula para que pase a través del mismo, estos son puntos
importantes en las funciones celulares normales, pero pueden ser convertidos en oncogenes
por mutaciones de ganancia de funcion (Cerveira et al., 2012), mientras que los genes
supresores de tumores detienen el progreso a través del ciclo celular en respuesta al dafio
del ADN o de sefiales de supresion del crecimiento desde el entorno extracelular, estos
genes supresores de tumores se ven afectados por la pérdida de funciébn dada por
mutaciones (Cerveira et al, 2012). Es por esto que los genes que controlan positivamente
los puntos de control del ciclo celular pueden ser dianas para la activacion oncogénica en el
cancer, mientras que los reguladores negativos, tales como los genes supresores de
tumores son objeto de la inactivacion (McDonald & El-Deiry, 2001). Debido a esto una de las
caracteristicas principales de las células cancerosas son la incontrolada proliferacion; hay
estudios en los que se ha determinado que la mayoria, si ho todos los canceres humanos,
muestran un control desregulado de la progresion de la fase G1, fase en la cual las células

deciden si inician la proliferacion o permanecer en estado quiescente (Golias et al., 2004).

7



A nivel mundial en el afio 2008 se estimo que existid un total de 12'662.600 nuevos casos de
cancer con una mortalidad de 7'564.800 para mujeres y hombres (Globocan, 2008). En los
Estados Unidos se proyecta un total de 1'660.290 nuevos casos de cancer y 580350
muertes por cancer en el afio 2013 (SACC, 2012; OMS, 2013).

En el Ecuador en el afio 2008 con una poblacion total de 13'481.000 habitantes se detecto
un total de 20200 nuevos casos de cancer y 13300 mil muertes (Globocan, 2008). Siendo
los cinco canceres mas comunes tanto para hombres como mujeres los que se detallan en

la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de cancer mas frecuentes en hombres y mujeres del Ecuador.

Céancer Incidencia

Estomago 15,0%
Préstata 13,2%
Mama 9,3%
Cérvix Uterino 8,3%
Colorectal 6,1%

Fuente: Globocan, 2013.

En el cantdn de Loja, el nUmero total de casos de cancer para el periodo 1997-2006 es de
3067, de ellos 1822 son mujeres (59,4%), y 1245 son hombres (40,6%). Siendo el cancer de
cuello de utero el mas frecuente en mujeres y el cancer de estbmago en hombres (Garrido &

Yunga, 2010).

Ademas de estos tipos de cancer que son los mas frecuentes, existen otro tipo que si bien
no son frecuentes son Mas agresivos como es el caso del cancer cerebral, en nuestro pais
representan el 2.9% de incidencia y el 3.4% de mortalidad (Globocan 2008, 2013). Y en
nuestra ciudad la muerte por cancer cerebral ocupa el octavo lugar en incidencia siendo mas
afectados los hombres que las mujeres con una tasa de incidencia del 4.7 y 2.3
respectivamente. Dentro del cancer cerebral se ha diagnosticado los gliomas con un
porcentaje del 0.6% para mujeres y del 2.2% para hombres en el periodo 1997-2006
(Garrido & Yunga, 2010).



1.2. Céancer Cerebral

El término “Glioma” se utiliza de forma general para cualquier tumor que surja en el tejido
conjuntivo o “pegajoso” del cerebro. Este tejido, llamado glia, ayuda a mantener en su lugar
y en buen funcionamiento a las neuronas (“células que piensan”). Hay tres tipos de células

gliales normales de las que se pueden generar tumores como son (ABTA, 2012):

e Astrocito (célula en forma de estrella) generara astrocitomas (incluyendo a los
glioblastomas),

e Oligodendrocito (célula con brazos cortos que forma el aislamiento de las neuronas)
generara oligodendrogliomas, y;

e Ependimarias (células que conforman el recubrimiento de las cavidades de fluido en

el cerebro) generara ependimomas.

Los gliomas, representan el 30% de todos los tumores cerebrales y el 80% de todos los
tumores malignos. El astrocitoma maligno es la neoplasia primaria mas comun del sistema
nervioso central. A pesar de las mejoras en el tratamiento, la mayoria de los pacientes
mueren a causa de esta enfermedad. La tasa de supervivencia es de aproximadamente 3
afios para los pacientes con astrocitoma anaplasico (AA) y 1 afio para las personas con
glioblastoma multiforme (GBM) (Gomes & Colquhoun, 2012; Liu et al., 2010).

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tipo mas comun y mas letal de neoplasia del sistema
nervioso central. Histéricamente, los GBM son clasificados como glioblastomas primarios y
secundarios, el desarrollo de estos ultimos a partir de los tumores astrociticos preexistente
de grado mas bajo (Shchors et al., 2013).

Los astrocitomas pueden aparecer en varias partes del cerebro y del sistema nervioso,
incluyendo el cerebelo, el cerebro, las areas centrales del cerebro, el tronco cerebral, y la
médula espinal (ABTA, 2012).

Las terapias actuales para los astrocitomas, incluyendo cirugia, radiacién y quimioterapia,
los cuales no han tenido éxito debido al rapido crecimiento del tumor invasivo, la
heterogeneidad genética y una mala comprension de los mecanismos moleculares que
regulan las manifestacion de la enfermedad y la progresion (Shu et al., 2011; Sarica et al.,
2012).

En la actualidad existe una lista finita de agentes farmacolégicos que se han reportado como

potenciales agentes terapéuticos contra astrocitoma y GBM, sin embargo la tasa de curaciéon



es todavia muy baja, lo que demuestra una necesidad urgente del desarrollo e identificacion
de agentes antitumorales con mayor eficacia para este tipo de cancer.

1.3. Tratamiento

El tratamiento del cancer requiere una cuidadosa selecciébn de una o mas modalidades
terapéuticas, como cirugia, radioterapia o quimioterapia. El objetivo consiste en curar la
enfermedad o prolongar considerablemente la supervivencia y mejorar la calidad de vida del
paciente (OMS, 2013).

Mientras que la quimioterapia es uno de los métodos mas ampliamente estudiado en
terapias contra el cancer, su eficacia y seguridad siguen siendo una preocupacion primaria
como la toxicidad y otros efectos secundarios graves (Tan et al., 2011), por lo cual se busca
un antineoplasico ideal el cual ejerza efectos adversos minimos en los tejidos normales con
una capacidad maxima para eliminar las células tumorales y/o inhibir el crecimiento del
tumor (Morley et al., 2007).

En la actualidad existen avanzadas terapias contra el cancer como son la terapia hormonal y
la terapia molecular conocida también como terapia dirigida (SACC, 2012), sin embargo
estas terapias son de un costo elevado y no todos los pacientes pueden someterse a ellas.
Es por esto que la guimioterapia sigue siendo una terapia convencional de la cual se obtiene
resultados favorables, pero en la actualidad es una prioridad el estudio, investigacion y
desarrollo de nuevos antineoplasicos, en la busqueda de estos nuevos farmacos se analiza
la regulacion y diferenciacion de una célula normal para poder distinguir las células
tumorales y de esta forma sean antineoplasicos que actiien a un nivel mas especifico (Corn
& El-Deiry, 2002).

1.4. Antineoplasicos de Origen Natural

Pese a los importantes avances cientificos y tecnoldgicos en la quimica combinatoria, los
medicamentos derivados de productos naturales siguen teniendo una enorme contribucién
al descubrimiento de farmacos, debido a la complejidad y la diversidad molecular que estos
tienen, ademas presentan la caracteristica de que a menudo poseen actividades biolgicas
altamente selectivas y especificas basadas en su mecanismos de accion (Cragg & Newman,
2013).
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Actualmente, hay mas de 200 farmacos derivados de productos naturales que ya estan en
fase de desarrollo preclinico/clinico o en fase clinica. (Saikali et al., 2012), estos farmacos
pueden partir de principios activos, analogos semi-sintéticos y sintéticos de plantas,
animales o microorganismos (Patel et al., 2010).

Los productos naturales derivados principalmente de las plantas tienen un larga historia en
cuanto a su uso para el tratamiento del cancer, entre algunos de los antineoplasicos mas
conocidos se encuentran paclitaxel, campotensina, los llamados alcaloides de la vinca
(vinblastina y vincristina), asi como también etopdsido y tenipdsido (Akao et al., 2008; Cragg
& Newman, 2013).

En la actualidad se busca un adelanto en cuanto a la terapia contra el cancer
comprendiendo mejor los mecanismos que conducen a la transformacion y la proliferacion
celular asi como también combinando los conocimientos de como actian los productos
naturales directamente con la comprension del ciclo celular y los mecanismos de apoptosis,
lo que ha permitido identificar dianas contra las que se estan desarrollando nuevos
antineoplasicos (Golias et al., 2004; Rixe & Fojo, 2007).

Aparte de lo mencionado anteriormente hay que tomar en cuenta que los productos
naturales se adaptan perfectamente a la aproximacion molecular actual de desarrollo de
farmacos, ya que individualmente inhiben multiples aspectos de la proliferacién de células
cancerosas y como grupo muestran afinidad para la interaccion sinérgica (Geetha et al.,
2012).

1.5. Metabolitos Secundarios de Plantas

Dentro de los productos naturales se encuentran los metabolitos secundarios de las plantas,
estos se han utilizado durante siglos en la medicina tradicional y hoy en dia corresponden a
compuestos valiosos, tales como productos farmacéuticos, cosméticos, productos quimicos,
o también en nutracéuticos (Bourgaud et al., 2001).

Los metabolitos secundarios de las plantas se suelen clasificar en funciéon de sus rutas
biosintéticas, existen tres grandes familias de moléculas que se consideran en general como
son (Bourgaud et al., 2001):

e Compuestos fendlicos,
e Terpenosy esteroides, y

e Alcaloides.
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1.5.1. Lactonas sesquiterpenicas.

Las lactonas sesquiterpénicas (LS) constituyen un grupo grande y diverso de productos
naturales biolégicamente activos, representan la clase mas abundante y estable de
terpenoides y se pueden obtener de muchas especies de plantas medicinales (Zhang et al.,
2005), sin embargo se ha reportado que se encuentran en mayor niumero en la familia
Asteraceae con mas de 3000 diferentes estructuras (Chaturvedi, 2011, Gopfert et al., 2009).

Las lactonas sesquiterpénicas a menudo son incoloras y con un sabor amargo, son
compuestos de 15 carbonos (C-15), con un éster ciclico o lactona (Ghantous et al., 2010).
Con relacion a su esqueleto carbono-ciclico se pueden clasificar en cuatro grupos:
germacranolides, eudesmanolides, guaianolides y pseudoguaianolides (Chaturvedi, 2011;
Saikali et al., 2012).

Es conocido que presentan una amplia actividad biol6gica entre las que podemos citar
efecto anti-inflamatorio, anti-viral, anti-bacteriano, anti-fingico, anti-malarico, anti-tumoral
(Chaturvedi, 2011; Ichikawa et al., 2006; Tabopda, 2008), estas diversas actividades
farmacoldgicas se basan en que las lactonas sesquiterpenicas se unen covalentemente con
los grupos sulfhidricos libres en las proteinas, lo que interrumpe las funciones de varias
macromoléculas, por lo cual pueden interferir con algunos procesos bioldgicos claves como:
la sefalizacion celular, la proliferacion celular, la muerte celular/apoptosis y la respiracion
mitocondrial (Zhang et al., 2005).

En la actualidad la actividad biol6gica mas estudiada de las lactonas sesquiterpenicas es la
anti-tumoral, estudios apoyan la opinion de que las lactonas sesquiterpenicas inhiben el
crecimiento del tumor mediante alquilacion selectiva, controlan la division celular e inhiben
de este modo una variedad de funciones celulares, lo que dirige a las células a morir por
apoptosis (Chaturvedi, 2011). Existen algunos farmacos derivados de lactonas
sesquiterpenicas como la Tapsigargina, la Artemisinina y Partenolida, que se encuentran en
ensayos clinicos para tratar el cancer (Zhang et al., 2005; Ghantous et al., 2010; Chaturvedi,
2011).

Todo lo mencionado anteriormente hace de las lactonas sesquiterpenicas productos

guimicos de gran interés en la investigacion y en el descubrimiento de nuevos farmacos.
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1.5.1.1. Dehidroleucodina.

La Dehidroleucodina (DhL) es una lactona sesquiterpenica obtenida de las partes aéreas de
Gynoxys verrucosa Weed, un arbusto perteneciente a la familia Asteracea (Figura 2), la cual
es comunmente conocida como guangalo o congona que se utiliza en la medicina tradicional
al sur de Ecuador para el tratamiento de infecciones de la piel y la cicatrizacion de heridas
por la aplicacién directa a la piel (Tene, 2007; Ordéfiez et al., 2011).

Figura 2. Gynoxys verrucosa Weed y Dehidroleucodina.

Fuente: Autor.

Se conoce que la dehidroleucodina tiene un efecto anti-inflamatorio, antimicrobiano en
Staphylococcus spp. (Ordofiez et al., 2011), un efecto inhibidor del crecimiento en la linea
celular tumoral humana D-384 (Astrocitoma Cerebral) determinado mediante el ensayo de
cristal violeta, en el que ademas se determino que la concentracién inhibitoria media (Cls)
es mucho menor al de algunos medicamentos que se utilizan actualmente en la
guimioterapia del cancer (Ojeda, 2012), asi como un efecto anti-proliferativo, anti-
inflamatorio y una buena actividad como protector gastrico (Penissi et al., 2006; Costantino
et al., 2013).

Es por esto que la actividad biolégica reportada hasta ahora de la dehidroleucodina,
aumenta el interés en el estudio e investigacion del efecto citostatico y asi permitir proponer

a esta lactona sesquiterpenica como un potencial agente antineoplasico.

1.6. Citostaticidad y citotoxicidad

La citostaticidad es la capacidad que presentan los compuestos para impedir que las células
proliferen y cuando un compuesto produce dafio o es toxico para las células llevandolas a la

muerte se habla de citotoxicidad (Morley et al., 2007).
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Se puede determinar la citostaticidad mediante ensayos in vitro con el Unico propdésito de
determinar el potencial de citotoxicidad de los compuestos en estudio, ya sea porque estos
se utilizan como productos farmacéuticos o cosméticos y se debe conocer si son toxicos o
porque estan disefiados como agentes contra el cancer y la citotoxicidad puede ser crucial
para su accion (Freshney, 2010). Como también se puede estudiar los mecanismos de
citotoxicidad para obtener una mejor comprensioén de los procesos biolégicos normales y

anormales que controlan el crecimiento celular, la division y la muerte.

Dado a que la citostaticidad se basa en la proliferacién celular se habla a continuacion del

ciclo celular.

1.6.1. Ciclo celular.

El ciclo celular consiste en dos periodos consecutivos, principalmente caracterizados por la
replicacion del DNA y la segregacion de los cromosomas replicados en dos células hijas
separadas. Este se puede dividir en cinco fases: GO, G1, S, G2 y M. Distribuidas en dos
periodos principales: interfase y mitosis. Durante la interfase la célula crece, duplica su DNA
(Fase S) y acumula nutrientes y productos de genes necesarios para la mitosis. Hay que
tomar en cuenta que las fases G1 y G2 representan periodos de espacios intermedios
durante el cual las células se preparan para la finalizacion con éxito de las fases S y M,
respectivamente (Cerveira et al., 2012). Durante la mitosis, la célula se divide a si mismo y
divide el DNA gendmico entre las dos células hijas. La mitosis se puede subdividir en varias
fases: profase, metafase, anafase y telofase (Du et al., 2011). Por ultimo, esta la quinta fase
0 mas conocida como estado GO (estado quiescente), estado del que la célula puede salir
de forma reversible a G1, si se le priva de las apropiadas sefiales promotoras del
crecimiento (Garrett, 2001; Liu et al., 2010).

Las células normales en respuesta al dafio del DNA, activan una compleja red de
sefalizacion para prevenir la replicacion del DNA dafiado y la transmision de los dafios
relacionados con alteraciones en las secuencias del DNA a la siguiente generacion de
células (Sakaue-Sawano et al., 2012). Estas vias de regulaciéon se denominan comdnmente
como puntos de control del ciclo celular que se encuentran en la fase G1 donde impide la
replicaciéon del DNA dafiado mediante el bloqueo de la entrada en la fase S, si el dafio
ocurre durante la fase S o ha evadido el punto de control G1, el puesto de control dentro de
la fase S se activa blogqueando la replicacion, el siguiente punto de control esta en la fase G2

donde se evita que las células entren en mitosis y finalmente un punto de control en la fase
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de mitosis donde se evalla el tamafio de la célula, las sefiales de crecimiento
extracelulares, y la integridad del DNA (Figura 3) (Park & Lee, 2003; Malumbre, 2011; Chen
et al., 2013).

~+ £

Interfase,

G1

Puntos de control

Figura 3. Fases y puntos de control del Ciclo Celular.
Fuente: Medicina Molecular FIBAO.

Estos puntos de control de sefalizacion también pueden resultar en la activacion de las vias
gue conducen a la muerte celular programada si el dafio celular no puede ser
adecuadamente reparado. Los defectos en los puntos de control del ciclo celular pueden dar
lugar a mutaciones genéticas, dafios cromosomales, y la aneuploidia, todos los cuales

pueden contribuir a la tumorigénesis (Pietenpol & Stewart, 2002).

Las divisiones celulares y su regulacion desempefian un papel importante en el desarrollo
de la enfermedad, es por esto que se mide la duracidon de las fases individuales del ciclo
celular bajo diferentes condiciones de tratamiento lo que puede corregir la comprension de
los mecanismos biol6gicos en enfermedades oncolégicas y mejorar la eficacia de

descubrimiento y desarrollo de farmacos (Chen et al., 2013).

1.7. Biomarcadores

La definicibn de un biomarcador es amplia, se los puede definir como sustancias que
muestran un estado bioldégico. Pueden ser medidos y evaluados como indicadores de
procesos biolégicos normales, patogénicos o respuestas farmacoldgicas. Se los puede
utilizar para la determinacion de genes especificos, proteinas, productos de procesos
celulares, asi como para determinar la respuesta de las células o tejidos a las estrategias

terapéuticas (Maiese et al., 2009; Tanaka et al., 2010). Los biomarcadores también incluyen
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herramientas y tecnologias que pueden ayudar en la comprension de la prediccion, causa,
diagnéstico, progresion, regresion, o el resultado del tratamiento a una enfermedad
(Mayeux, 2004).

Existen diversas técnicas que nos permiten determinar los biomarcadores pero esto
dependera de los procesos que se analicen, a continuacion se describe los biomarcadores
usados para determinar el efecto citostatico, objetivo planteado en el presente trabajo.

1.8. Biomarcadores para la determinacion de citostaticidad.

1.8.1. Viabilidad Celular.

La viabilidad celular se puede definir como el nimero de células sanas en una muestra, la
mayoria de las pruebas de viabilidad se basan en la ruptura de la integridad de membrana
medida por la absorcién de un colorante al que la célula es normalmente impermeable. El
método mas sencillo para determinar el nimero de células viables es un recuento directo de
las células en un hemocitémetro luego de ser teflidas con azul tripan el cual dard una

coloracién azul a las células que tengan ruptura de membrana (Freshney, 2010).

1.8.2. indice mitético e indice de replicacion.

Estimaciones del recuento mitético se utilizan ampliamente como una simple medida de la
proliferacién celular. La progresion de las células a través de la fase M del ciclo celular se
puede observar utilizando el indice mitético (IM) y sirve para identificar compuestos que
inhiben o inducen la progresion mitética (Holland et al., 2002). La evaluacion del IM se
puede realizar ya sea microscopicamente mediante la determinacion de la frecuencia de las
células mitéticas o mediante la automatizacién del proceso con citometria de flujo (Golias et
al., 2004).

Por otra parte el indice de replicacién (IR) mide la cinética de la divisién celular mediante el
recuento del porcentaje de células en la primera, segunda, y tercera 0 mas metafases
(Holland et al., 2002), este se puede establece mediante la incorporacion de 5-bromo-2-
desoxiuridina (BrdU) que es un analogo de la timidina, que requiere de dos ciclos de
replicacién debido a la naturaleza semi-conservadora de la replicacion del DNA. Después de
una Unica division celular, la absorcién de BrdU (que sustituye la timidina) da como resultado

la tincion homogénea de ambas cromatidas, después de la segunda division celular en
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presencia de BrdU se observa una tincion diferencial de las dos crométidas, en este caso, la
cadena original del DNA de los padres (sin incorporaciéon BrdU) se mantiene en una
crométida y esta se empareja con una cromatida que tiene incorporada BrdU y luego de una
tercera division celular se observa la incorporacion de la BrdU en ambas crométidas (Moore
et al., 2001).

1.8.3. Determinacion del ciclo celular por citometria de flujo.

Dos de las aplicaciones de citometria de flujo mas populares son la medicién del contenido
de DNA vy el analisis del ciclo celular (Nunez, 2001). El contenido de DNA nuclear de una
célula puede medirse cuantitativamente a alta velocidad por citometria de flujo, al afiadir un
colorante fluorescente que se une estequiométricamente al DNA, como es el loduro de
Propidio (IP) el cual requiere de luz azul como fuente de excitacion (Pozarowski &

Darzynkiewicz, 2004; Darzynkiewicz et al., 2010).

El principio es que las células marcadas han incorporado una cantidad de colorante
proporcional a la cantidad de DNA. Las células marcadas se miden a continuacion en el
citometro de flujo y la sefial fluorescente emitida produce un pulso electrénico con una altura
(amplitud) proporcional a la emisién de fluorescencia total de la célula. A partir de entonces,
dichos datos de fluorescencia se consideran una medicion del contenido de DNA celular
(Nunez, 2001; Pozarowski & Darzynkiewicz, 2004).

Ademas de la determinacion relativa del contenido de DNA celular, la citometria de flujo
permite la identificacién de la distribucién de células en las diferentes fases del ciclo celular,
esta distribucidn de las células se basa en las diferencias en el contenido de DNA ya que las
células en la fase G1 tiene un contenido de DNA uniforme, las células en la fase G2/M
tienen el doble de DNA vy las células en la fase S se encuentran replicando el DNA (Figura 4)

(Darzynkiewicz et al., 2010).
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Contenido de DNA

Fases del Ciclo Celular

Figura 4. Representacion del contenido de DNA en el ciclo celular.

Fuente: Modificado de Darzynkiewicz et al., 2010.

En la figura 5 se puede observar la distribucién del contenido de DNA representada
mediante un histogramas el cual se componen de dos picos (células en G1/GO0 vy las fases
G2/M) y un valle de células en fase S.
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Figura 5. Histograma de distribucién del contenido de DNA.

Fuente: Modificado de Darzynkiewicz et al., 2010.
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CAPITULO II. FIN DEL PROYECTO



2.1

2.2.

Objetivo general del Proyecto

Determinar el efecto citostatico de la Dehidroleucodina en la linea celular de
Astrocitoma Cerebral (D-384).

Objetivos especificos del Proyecto

Determinar la viabilidad celular mediante la técnica de exclusion de azul tripan
de las células de Astrocitoma Cerebral (D-384), luego de ser expuestas a la

Dehidroleucodina.
Determinar el porcentaje de células de Astrocitoma Cerebral (D-384) en
sintesis, luego de ser tratadas con Dehidroleucodina mediante la técnica de

marcaje con 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU).

Determinar mediante citometria de flujo el efecto de la Dehidroleucodina

sobre el ciclo celular de las células de Astrocitoma Cerebral (D-384).
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CAPITULO lll. METODOLOGIA



3.1. Molécula de Estudio

Se utilizé6 como molécula de estudio la Dehidroleucodina (DhL) (Figura 6) que fue extraida y
donada por el Ph.D. Omar Malagon de la Seccién Departamental de Quimica Basica y
Aplicada de la Universidad Técnica Particular de Loja. La concentracion madre de
Dehidroleucodina se prepard en dimetilsulfoxido (DMSO) y se almacend a -20 °C, las

concentraciones de trabajo se realizaron el momento de usarlas.

Figura 6. Dehidroleucodina. Lactona sesquiterpénica

Fuente: Autor.

3.2. Cultivo Celular

Se utiliz6 como material bioldgico la linea celular humana de Astrocitoma Cerebral (D-384)
(Figura 7) que fue cultivada en medio de cultivo RPMI (GIBCO), suplementado con 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB) (GIBCO), 1% de L-glutamina (2 mM) (GIBCO), y 1% Antibi6tico-
Antimicotico (100 Unidades/ml de Penicilina G, 100 ug/ml de Estreptomicina y 25 ug/ml de
Amphotericina B) (GIBCO). El cultivo celular fue mantenido a 37 °C en una atmésfera
himeda con el 5% de CO,, el tiempo de duplicacién de las células es de 16 horas, tiempo

que se tomd en cuenta para los ensayos.

Figura 7. Astrocitoma Cerebral (D-384). Cultivo celular mantenido a 37 °C en una atmosfera
himeda con el 5% de CO,. Vista en microscopio invertido con contraste de fases (Nikon).
Magnificacion 40X.

Fuente: Autor.
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3.3. Siembray sincronizacion celular

Para realizar los ensayos se partié de un cultivo celular con una confluencia del 80%, se
sembrd 480.000 células/pocillo en una caja multipocillo de 6, en medio de cultivo RPMI
(GIBCO) libre de SFB, con el fin de sincronizar las células, se mantuvo a las mismas
condiciones de incubacién durante 16 horas. Pasado este tiempo se realiz6 un cambio de
medio de cultivo con medio que contenia SFB para liberar a las células (Anexo 1).

3.4. Determinacién de la viabilidad celular

Al cultivo celular sincronizado se le aplicé tratamiento con Dehidroleucodina en
concentraciones de 5, 7.5, 10 y 15 uM y doxorrubicina (1 pM) como control positivo, se dejé
incubar por 32 horas, pasado este tiempo se procedié a analizar la viabilidad celular

mediante exclusion de azul tripan (Anexo 1).

3.5. Incorporacion de la 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU)

Al multipocillo de 6 sembrado y sincronizado anteriormente se le aplicé tratamiento con la
Dehidroleucodina a concentraciones de 5, 7.5 y 10 uM al mismo tiempo se adiciondé BrdU
(10 pM/mL), se dejoé incubar por 32 horas y se agregé colcemida al cultivo a una
concentracion final de 0.0 1ug, 4 horas antes de realizar la cosecha. Las células fueron
despegadas con 1 mL de tripsina, se adicioné medio con SFB para inactivar la tripsina, se
recogid en tubos de 1.5 mL y se centrifug6 por 8 minutos a 3000 r.p.m. a 4 °C, al sedimento
celular obtenido se le agregd 1 mL de KCI 0,075 M y se dejo en bafio maria a 37 °C por 10
min., pasado este tiempo se centrifugé a las mismas condiciones, se desechd el sobre
nadante y se agregd 1 mL de Solucion de Fijador de Carnoy (1 PBS: 1 Fijador de Carnoy) al
precipitado celular, re-suspendiendo suavemente, se centrifugé y se agregé 1 mL de Fijador
de Carnoy (3 Metanol: 1 acido acético), se realizé un altimo centrifugado y se fij6 las células
con 200 uL de Fijador de Carnoy, repartiendo el precipitado celular en 2 portaobjetos. Se
dej6 secar al aire libre los portaobjetos y se procedié a realizar la tincién, para esto se
sumergieron los portaobjetos en solucion de Hoescht (20 pug/mL) durante 10 min protegido
de la luz e incubados en solucidn salina citratada (2X SSC) durante 2 horas bajo exposicion
a luz ultravioleta de longitud de onda corta, pasado este tiempo se realizé lavados con agua
destilada y se tifieron con solucién de Giemsa por 10 min., se lavaron con buffer de fosfato

(pH 6,8) y se procedi6 a observar al microscopio (Anexo 2).
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La incorporacion de la BrdU en los cultivos celulares fue utilizada para analizar el indice
mitotico y el indice de replicacion (Freshney, 2010).

3.5.1. indice mitético.

La determinacion del indice mitotico se realizé analizando el porcentaje de células en
divisién con respecto al nimero de células en interfase (Figura 8), se conté mil células por

placa. El resultado se obtiene mediante la siguiente férmula:

N2 Metafases

I

= 1
NeTotal de Células |

1

Figura 8. Células en divisién y células en interfase. Vistas en microscopio 6ptico (Zeizz).
(Magnificacién 100X).
Fuente: Autor.

3.5.2. Indice de replicacion.

Para determinar el indice de replicacion (IR) se tomo en cuenta las mitosis que se observan
en la figura 9, las mismas que representan células en primera (Ml), segunda (M2) y tercera

(M3) metafase, se conté un total de 100 metafases y se aplicé la siguiente férmula:

I
((1 * Necel. M1) + (2 = N°cel. M2) + (3N°cel. M3)) !

IR =
100 I
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PRIMERA METAFASE (A) SEGUNDA METAFASE (B) TERCERA METAFASE (C)

Figura 9. Clasificacion de las células en metafase. (A) Primera division celular, los cromosomas
presentan la misma coloracion en las dos cromatidas, (B) Segunda division celular, los cromosomas
presentan en una cromatida la incorporacion de la BrdU y (C) Tercera divisién celular, los
cromosomas presentan la incorporacién de la BrdU en las dos cromatidas. Vistas en microscopio
optico (Zeizz). (Magnificacién 100X).

Fuente: Autor.

3.6. Determinacioén del ciclo celular.

Al multipocillo de 6 sembrado y sincronizado anteriormente se le aplicd tratamiento con la
DhL (5, 7.5, 10 uM) dejando incubar por 6, 12 y 24 horas, pasado este tiempo se
despegaron las células usando tripsina, se adicion6 medio suplementado con SFB para
inactivar la tripsina, las muestras fueron recolectadas en tubos de 1,5 mL y centrifugadas
durante 5 minutos a 3500 rpm. a 4 °C, al sedimento celular obtenido se le realiz6 lavados
con 1 mL de PBS, 1 mL de PBS:Etanol (1:1) y finalmente fueron fijadas con etanol al 70%,
estos pueden ser almacenados a 4°C. Para analizar las muestras se las centrifugd a las
condiciones anteriores y se realiz6 un lavado con 1mL de PBS, el sedimento celular
obtenido se re-suspendié en 200 uL de solucién de tincién IP e incubado protegido de la luz
a temperatura ambiente por 30 minutos, luego de este tiempo se transfirié las muestras a
tubos de citbmetro para su medicion bajo las siguientes condiciones: Excitacion de 488 nm

hasta 536 nm. Emision: Long pass: 600 6 610 nm (Anexo 3).

3.7. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante ANOVA con post-test de Dunnett para

analizar la diferencia significativa entre el grupo control y los grupos tratados usando el

software GraphPad Prisma® 5.0. Valores de p<0.05 fueron considerados significativos.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Viabilidad celular

Independientemente del tipo de ensayo que se vaya a realizar, es importante saber cuantas
células viables permanecen al final del experimento (Riss, 2013), esto es importante ya que
para ensayos de citostaticidad es necesario trabajar con una viabilidad celular mayor al 50
por ciento. Es por esto que lo primero que se determind fue el porcentaje de viabilidad
celular mediante exclusién de azul tripan, como se puede observar en la grafica 1 nuestros
resultados muestran que el porcentaje de viabilidad para las concentraciones de DhL de 5,
7.5y 10 uM fue mayor del 70%, mientras que para la concentracion de 15 uM la viabilidad
de las células disminuyé a menos del 40%, razon por la cual esta concentracion se omitio
para los siguientes ensayos de citostaticidad. En esta grafica también se muestra un 95% de
viabilidad para el control negativo y una reduccion de la viabilidad cerca al 50% en las
células tratadas con Doxorrubicina 1 yM (control positivo), estos resultados son importantes
ya que se ha reportado que se puede emplear Doxorrubicina ya sea para estudios
citétdéxicos como citostaticos a concentraciones entre 0,1 yM y 8 uM en varias lineas

tumorales lo que valida nuestros resultados (Revisado en Villacis, 2013).

Viabilidad Celular
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Gréfica 1. Porcentaje de viabilidad celular. D-384 expuestas a diferentes concentraciones de
Dehidroleucodina (5, 7.5, 10 y 15 uM) por 32 horas, con los respectivos controles. Se uso para el

analisis estadistico ANOVA-post test Dunnet (*p<0.005, ***p<0,0001).
Fuente: Autor.

En la figura 10 se puede observar los cambios que presentaron las células D-384 al ser
expuestas durante 32 horas a diferentes concentraciones de DhL (5, 7.5, 10 y 15 uM). En el
control negativo la poblacion de células presenta la morfolégica caracteristica de la esta

linea celular y una confluencia cerca al 80%, no asi en las concentraciones de 5y 7.5 uM
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donde se observa una morfologia igual al control pero con una disminucién de la
confluencia, en la concentraciéon 10 uM estos cambios se hacen mas evidentes, las células
empiezan a cambiar la morfologia, se vuelven redondas, y se puede observar una
disminucion de las mismas, para la concentracion de 15 uM las células presentaron una
morfologia totalmente distinta a la presentada en el control negativo y una total disminucion
de la confluencia. Estos cambios junto con los porcentajes de viabilidad obtenidos nos
permiten suponer que existe un posible efecto citostatico a las concentraciones de 5, 7.5 y
10 uM y un probable efecto citotoxico a la concentracion de 15 uM ya que es evidente que

las células entran en un proceso de muerte celular.

DhL 7.5 uM

Control negativo

DhL 10 uM DhL 15uM

Figura 10. Morfologia Celular. Cambios morfoldgicos de las células D-384 luego de 32 horas de
exposicion a concentraciones de 5, 7.5, 10 y 15 pM de Dehidroleucodina. Vistas en microscopio

invertido con contraste de fases (Nikon). (Magnificacion 100X).
Fuente: Autor.

Los resultados de viabilidad celular y los cambios morfolégicos observados para la linea
celular D-384 concuerdan con reportes en que se ha determinado que la DhL a dosis bajas
pueden causar disminucion de la proliferacion celular y a dosis mas altas erradica las células
tumorales por apoptosis, estudios realizados en las lineas celulares MCF-7 (cancer de

mama) y HelLa (cancer de cérvix) (Costantino et al., 2013).
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4.2. indice mitético e indice de replicacion

Dado a los cambios morfolégicos y a los resultados obtenidos para la viabilidad celular se
procedié a determinar el indice mitdtico, como se puede observar en la grafica 2 el indice
disminuye en todas las concentraciones de manera dosis-respuesta, es decir que a medida
gue aumenta la concentracion el indice mitético disminuye, para nuestro control negativo se
determind un indice de 0.176 el cual disminuyé significativamente a 0.055 en la
concentracion mas alta probada que fue de 10 uM (**p<0.0001), estos resultados nos indican
gue la DhL a las concentraciones probadas presentan un efecto citostatico sobre las células
D-384 ya que una reduccion de mas del 50 por ciento en el valor del indice mit6tico en
comparacion con el control nos indica la naturaleza citostatica del compuesto en estudio
(Kannan et al., 2006). Este efecto concuerda con el efecto anti-proliferativo reportado para la
DhL y el derivado 11,13-dihdro-dehidroleucodina sobre las células vasculares del musculo
liso (Polo et al., 2007) y la DhL y el derivado Dehidroparishin-B que bloquean la proliferacion

en células de melanoma B16 (Priestap et al., 2012).

INDICE MITOTICO
0.20+
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0.154
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1
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C- 5uM 75,M  10puM
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Gréfica 2. Indice mitético. Representacion grafica del IM de células D-384 tratadas con diferentes
concentraciones de DhL por 32 horas de exposicién. Cada barra representa la media + EE de tres
experimentos independientes por duplicado (**p<0.001, ***p<0.0001).

Fuente: Autor.

Con la incorporacion de la BrdU se pudo determinar el porcentaje de células en metafase lo
cual nos permiti6 observar que la disminucién del indice mitético esta dado por una
acumulacion o detencion de las células luego de la primera division ya que como se puede

observar en la gréfica 3, la DhL a las concentraciones probadas produce una disminucién de
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las células en la segunda y tercera mitosis, y un aumento de las células en la primera
mitosis con respecto al control negativo (*p<0.05, **p<0.001, ***p<0.0001). Con estos
resultados podemos decir que la DhL a las concentraciones probadas presenta un efecto
citostatico al detener la proliferacién celular, esta es una respuesta buena e importante ya
que la proliferacion incontrolada es una caracteristica de las células cancerosas y el objetivo
principal de la terapia contra el cancer es reducir el numero de células tumorales y de esta
manera prevenir la acumulacion de las mismas (Andreeff et al., 2000).

CELULAS EN MITOSIS
100-
" oy ™ 0= M1
8o Ak 0 M2
2 * 0 M3
604
O\O -
40-
20
O L] L] L] L]
C- 5 pM 7.5 pM 10 pM
DhL

Gréfica 3. Células en mitosis. Porcentaje de células en metafase M1, M2 y M3 de las células D-384
diferentes concentraciones de la DhL expuestas a 32 horas, los resultados se muestran como la
media + EE de tres experimentos independientes que se realizaron por duplicado. (*p<0.05,
**p<0.001, ***p<0.0001).

Fuente: Autor.

Luego de conocer el porcentaje de células en metafase se determind el indice de
replicacién, en la gréfica 4 se puede observar que existe una disminucion del indice en todas
las concentraciones probadas de la DhL, siendo esto mas representativo a la concentraciéon
de 10 pM con un indice de 1.255 el cual disminuyo en comparacion con él indice obtenido
para el control negativo que fue de 1.875 (**p<0.001). Estos resultados confirman el efecto
citostatico que presenta la DhL a las concentraciones probadas ya que el indice de
replicacién se ve afectado sin que llegue a producir muerte celular y es conocido que los
compuestos citostaticos son aquellos que no matan a las células cancerosas, sino que

impiden que estas células proliferen (Rixe & Fojo, 2007).
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INDICE DE REPLICACION
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Gréfica 4. indice de replicacion. Representacion grafica del IR de células D-384 tratadas con
diferentes concentraciones de DhL, luego de 32 horas de exposicién. Cada barra representa la media
+ EE de tres experimentos independientes por duplicado (**p<0.001).

Fuente: Autor.

Este efecto citostatico presentado por la DhL en las células D-384 es similar al efecto
reportado para la DhL en las lineas celulares de MCF-7 (cancer de mama) y Hela (cancer
de cérvix) (Costantino et al., 2013). Asi mismo para algunas lactonas sesquiterpenicas como
Partenolida (Weng et al, 2009), Deoxielefantopina (Farha et al., 2013), Isodeoxielefantopina
(Farha et al., 2013) y Costunolida (Rasul et al., 2012) a las cuales se les atribuye un efecto

citostatico en diferentes lineas celulares.

4.3. Determinacion del Ciclo Celular por Citometria de flujo

Luego de haber determinado que la DhL presenta un efecto citostatico a las concentraciones
probadas se procedié a confirmar este efecto mediante el andlisis de la distribucion del ciclo
celular a las mismas concentraciones (5, 7.5 y 10 uM) y dado a los cambios morfolégicos
presentados por las células a las pocas horas de ser tratadas con la DhL se analizé el ciclo
celular en varios tiempos de exposicién, esto con el fin de conocer si se producen retrasos
transitorios o permanentes en cualquier fase del ciclo celular y determinar en qué fase del

ciclo celular se produce la detencion del mismo.

En la grafica 5 (A y B), se muestran los resultados obtenidos después de 6 horas de

exposicion, se puede observar que el porcentaje de células en la fase S disminuyé

significativamente con respecto al control negativo (**p<0,001, ***p<0,0001) acomparfiado de

un incremento del porcentaje de células en la fase G2/M en todas las concentracién siendo
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esto mas evidente en la concentracion de 10uM (*p<0,05 en comparacion con el control

negativo).
5.A | ¥
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Grafica 5. Andlisis del ciclo celular. Ciclo celular de las células D-384 expuestas a 6 horas a las
distintas concentraciones de Dehidroleucodina (5, 7.5 y 10 pM) y el control negativo. A. Los
histogramas son los més representativos y muestran la distribucion de las células en las diferentes
fases del ciclo celular. B. Las barras representan el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular en tres experimentos por duplicado en comparacién con el control negativo, utilizando

ANOVA, después de la prueba de ensayo de Dunnet (*p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001).
Fuente: Autor.

De igual manera a las 12 horas de exposicion se observo una disminucion evidente del
porcentaje de células en la fase S de manera dosis-dependiente, asi como un aumento de

las células en la fase G2/M lo cual es mas evidente en la concentracion de 10 pM que
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present6 una diferencia estadisticamente significativa (*p<0,05) con respecto al control como

se puede observar en la gréfica 6 (Ay B).
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Gréfica 6. Andlisis del ciclo celular. Ciclo celular de las células D-384 expuestas a 12 horas a las
distintas concentraciones de Dehidroleucodina (5, 7.5 y 10 uM) y el control negativo. A. Los
histogramas son los més representativos y muestran la distribuciéon de las células en las diferentes
fases del ciclo celular. B. Las barras representan el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular en tres experimentos por duplicado en comparacién con el control negativo, utilizando

ANOVA, después de la prueba de ensayo de Dunnet (*p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001).
Fuente: Autor.

En la grafica 7 (A y B), se muestra que después de 24 horas de exposicion a las

concentraciones 5 y 7.5 yM el efecto observado es diferente al visto s 6 y 12 horas ya que
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no se observan cambios con respecto al control, sin embargo a la concentracién de 10 uM
se mantiene el efecto observado a las 6 y 12 horas, presentando una disminucion de la fase
GO0/G1 acompaiiado de un aumento en la fase G2/M (*p<0,05, ***p<0,0001 diferencia

estadisticamente significativa con respecto al control).
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Grafica 7. Analisis del ciclo celular. Ciclo celular de las células D-384 expuestas a 24 horas a las
distintas concentraciones de Dehidroleucodina (5, 7.5 y 10 pM) y el control negativo. A. Los
histogramas son los mas representativos y muestran la distribucion de las células en las diferentes
fases del ciclo celular. B. Las barras representan el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular en tres experimentos por duplicado en comparacién con el control negativo, utilizando
ANOVA, después de la prueba de ensayo de Dunnet (*p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001).

Fuente: Autor.
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Se conoce que el mecanismo por el cual las lactonas sesquiterpenicas alteran la
proliferacion celular es variado, algunas afectan la progresion del ciclo celular y conducen a
la apoptosis mediante el bloqueo de las células en la fase G2/M y otras producen un
blogueo de la célula en la fase GO/G1 (Revisado en Kreuger et al., 2012).

Para la Dehidroleucodina se ha reportado que tiene un efecto anti-proliferativo en las lineas
celulares MCF-7 y HeLa mediante una detencion transitoria en la fase G2/M seguido de la
acumulacion de células en la fase G1 del siguiente ciclo (Costantino et al., 2013). A mas de
esto se conoce que la DhL produce una detencion permanente en la fase G1 activada no
s6lo por bajas concentraciones, sino también por la exposicion transitoria (Costantino et al.,
2013).

Sin embargo en nuestro estudio se pudo determinar que en las células D-384 las
alteraciones en las transiciones de las fases del ciclo celular producidas por la DhL son
permanentes a la concentracion de 10uM produciéndose una detencion en la fase G2/M del
ciclo celular, efecto similar al reportado para algunas lactonas sesquiterpenicas tales como:
Costunolida (Rasul et al., 2012), Dehidrocostus lactona (Lohberger et al., 2013),
Deoxielefantopina (Kabeer et al., 2013), Tomentosin e Inuviscolida (Rozenblat et al., 2008)

en diversas células cancerigenas.

Las lactonas sesquiterpenicas inhiben el crecimiento tumoral mediante la alquilacién
selectiva de macromoléculas bioldgicas que intervienen en el crecimiento celular como
pueden ser enzimas reguladoras clave que controlan la divisién celular produciendo de este
modo una inhibicién de una variedad de funciones celulares, lo que dirige a la célula a la
muerte celular (Chaturvedi, 2011). Sin embargo esta diversa actividad biol6gica presentada
por las LS pueden ser afectada por tres importantes propiedades quimicas (Ghantous et al.,
2010):

1. La reactividad del centro de alquilacion,
2. La cadena lateral y la lipofilicidad y

3. La geometria molecular y caracteristicas electrénicas.
El conocimiento de la diversidad estructural de las lactonas sesquiterpenicas y su relaciéon

con la actividad biol6gica especialmente su actividad anti-cancerigena, hace que estos

compuestos naturales tengan un buen potencial en la aplicacion clinica.
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El efecto citostatico de la Dehidroleucodina dado por un arresto en la fase G2/M del ciclo
celular en la linea celular D-384 demostrada en el presente estudio, es de gran importancia
ya que en la actualidad las alteraciones del ciclo celular son consideradas como dianas
terapéuticas para el desarrollo de nuevos antineoplasicos y con estos resultados se puede
considerar a la Dehidroleucodina como un compuesto prometedor para el desarrollo de

farmacos contra el cancer.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



CONCLUSIONES

La DhL a las concentraciones de 5, 7.5 y 10 uM presenta una disminucién de la
proliferacion celular dada por un efecto citostatico, mientras que a la concentracion
de 15 puM podria presentar un efecto citotoxico dado por induccion a la muerte en la
linea celular de Astrocitoma Cerebral (D-384).

La DhL a la concentracion de 10 uM presenta un efecto citostatico en la linea celular
Astrocitoma Cerebral (D-384) dado por el arresto de las células en la fase G2/M del

ciclo celular y una disminucién del indice mit6tico e indice de replicacion.

RECOMENDACIONES

Dado a que el efecto anti-proliferativo de las lactonas sesquiterpenicas esta dado por
la inhibicion de la sintesis de ADN, la detencién del ciclo celular y seguido de una
activacion de la apoptosis, se recomienda estudiar el mecanismo por el cual la
Dehidroleucodina presenta este efecto citostatico con arresto en la fase G2/M del

ciclo celular.
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ANEXOS



ANEXO 1. Siembra y Sincronizacién Celular.

Sembrar en medio de
cultivo libore de SFB
480.000 células/pocillo en
una caja multipocillo de 6.

Partiendo de un Mantenido a 37 °C en

gg'(f/'vge gg##jénc?;n una atmosfera himeda
0 : con el 5% de CO-.

Realizar un cambio de Incubar a las mismas
medio, agregando medio condiciones por 16 h.
suplementado con SFB.

\

A partir de aqui se
puede realizar.

7 1\

Incorporacién de la 5- Determinacién del Ciclo
bromo-2-desoxiuridina Azul Tri Celular por Citometria
(Brdu) zul Tripan. de Flujo

Viabilidad con

47



ANEXO 2. Incorporacién de la 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU)

Aplicar tratamiento

con DhL (5, 7.5, 10
pUM) y agregar BrdU
(10 uM/mL).

Incubar a las mismas
condiciones por 32 h.

4 horas antes de la
cosecha agregar
colcemida (0.01 ug).

Realizar lavados con
Solucién de Fijador Carnoy
v con Fijador de Carnoy.

Agregar 1 mL de KCI
0,075 M y dejar en bafio
maria a 37 °C por 10 min.

Tripsinizar y centrifugar a
3000 r.p.m. a 4 °C por 8
min.

=

Agregar 200 pL de
F||ador de Carnoy.

Repartir el pellet en
portaobjetos y dejar
secar al aire libre.

Observar al microscopio para
determinar Indice Mitético e
Indice de Renblicacion.

Lavar con Buffer
de Fosfato (pH
6,8) y dejar
secar.

48

Tefiir las placas con:

e Hoescht por 10 min.

e (2X SSC) durante 2 h
bajo l[ampara UV.

\ 4

Lavar con agua y
tefiir con Giemsa

por 10 min.




ANEXO 3. Determinacion del Ciclo Celular por Citometria de Flujo

Aplicar tratamiento con
DhL (5, 7.5, 10 uM).

Incubar por 6, 12y
24 h.

Centrifugar, realizar
lavados con 1mL de

Se puede almacenar PBS:etanol y fijar con
“ a4oC. \« “ 1 mL de etanol al 70%.

Re-suspender en 1mL
de PBS v centrifuaar.

Re-suspender en 200
pL de Solucién de
tincion IP.
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Tripsinizar y centrifugar a
3500 r.p.m. a 4 °C por 8 min.

Absorber el sobre
nadante y re-suspender
con 1mL de PBS.

Incubar protegido de
la luz por 30 min.

Transferir las muestras
a tubos de citébmetro.

[«

Leer en el citbmetro a las
siguientes condiciones:
Excitacion de 488 nm hasta
536 nm. Emisién: Long
pass: 600 6 610 nm.




