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1. Resumen

Varios compuestos derivados de plantas en la actualidad estan siendo usados en el
tratamiento del cancer. Dentro de este grupo de compuestos las lactonas
sesquiterpénicas han tomado gran importancia en la investigacion farmacologica ya
que presentan variadas propiedades anticancerigenas y antiinflamatorias. Estas
moléculas se encuentran en gran variedad de plantas, entre ellas una planta autéctona
chilena, Leptocarpha rivularis o mas bien conocida como “palo negro’. Esta planta
presenta una lactona sesquiterpénica llamada leptocarpina, que en estudios anteriores
ha demostrado su actividad biolégica. En este estudio se determind que leptocarpina
presenta efecto citotoxico sobre las lineas HT-29, PC-3, DU 145, MCF7, MDA MB-231.

Se determiné que leptocarpina induce condensacion y/o fragmentacion de la cromatina
en las lineas estudiadas, indicando un posible proceso de muerte celular por apoptosis.
Este proceso apoptotico se validé con el registro del aumento de permeabilidad
mitocondrial medido mediante citometria de flujo y el aumento de la actividad de
caspasas que se observo tras el tratamiento con leptocarpina. Leptocarpina también es
capaz de generar un arresto del ciclo celular en fase G0/G1, ademas de disminuir la
capacidad de las células de generar progenie idéntica genéticamente (capacidad

clonogénica).

Finalmente, se determind mediante inmunocitoquimica que leptocarpina es capaz de

inhibir la localizacion nuclear de los factores NF-kB y HIF-1a.

Estos datos sugieren que leptocarpina podria ser un agente terapéutico para el
tratamiento del cancer. El mecanismo de accion por el cual leptocarpina presenta un
efecto citotoxico aun no ha podido ser dilucidado por completo ya que la accién de este
compuesto es dependiente del tipo celular tratado pero implicaria factores de

transcripcion como NF-kB y HIF-1a.



Abstract

Several compounds derived from plants are currently being used in cancer therapy.
Within this group of compounds sesquiterpene lactones have taken great importance in
drug research and presented various anticancer and anti-inflammatory properties.
These molecules are found in a variety of plants, including a native Chilean plant,
Leptocarpha rivularis or rather known as “black bar’. This plant has a sesquiterpene
lactone called leptocarpin, which in previous studies has shown biological activity. In this
study was determined that leptocarpin presents cytotoxic effect on cellular lines HT-29,
PC-3, DU 145, MCF7 and MDA MB-231 by cell viability assays with sulforhodamine B.

By staining with Hoechst 33342 we observed leptocarpin induce condensation and/or
fragmentation of chromatin in the analyzed lines, indicating a possible process of cell
death by apoptosis. The apoptotic process is validated with the registration of the
increase of mitochondrial permeability measured by flow cytometry and the increase in
caspase activity was observed following treatments with leptocarpin. Leptocarpin is also
capable of generate cell cycle arrest in the G0/G1 phase and also decrease the

capacity of cells to produce genetically identical progeny (clonogenic capacity).

Finally, it was determined by immunocytochemistry that leptocarpin is capable of

inhibiting the nuclear localization of NF-kB and HIF- 1a factors.

These data suggest that leptocarpin could be a therapeutic agent for cancer treatment.
The mechanism of action by which leptocarpin has a cytotoxic effect has not yet been
fully elucidated since the action of this compound is dependent on the cell type treated

but involve transcription factors such as NF- kB and HIF -1qa.




2. Introduccion

El termino cancer es genérico y se utiliza para denominar un grupo de enfermedades
que puede afectar a cualquier parte del cuerpo. El cancer es el resultado del
crecimiento y division incontrolado de un conjunto de células que no responden a los
mecanismos de regulacion de la proliferaciéon ni entran en un proceso de muerte celular
cuando deberia, para mantener la homeostasis (NCl). Estas células pueden llegar a
invadir los tejidos cercanos y a dispersarse al resto del organismo (metastasis) dando
origen a estas patologias (cancer en general). El cancer se presenta como una de las
primeras causas de muerte a nivel mundial, ya que se le atribuyen 7.6 millones de
defunciones en el afno 2008 lo que equivale aproximadamente al 13% del total de las
causas de muerte a nivel mundial. Los principales tipos de cancer que afectan a la
poblacion son: pulmonar (1,4 millones de defunciones), gastrico (740 mil defunciones),
hepaticos (700 mil defunciones), colorectal (610 mil defﬂnciones) y mamario (460 mil
defunciones). Se sabe que el 70% de estas defunciones ocurren en paises de ingresos

medios bajos y se prevé que el numero de estas seguira en aumento (OMS).

El cancer involucra una serie de transformaciones en el genoma, que llevan a la
modificacion de la expresiéon de una serie de factores asociados a diferentes procesos,
entre los cuales los mas relevantes son la proliferacion celular, la reparacion del ADN vy
la regulacion de la muerte celular. Cambios en estos procesos son los que facilitan el
inicio de la transformacion celular que conferira a las células las caracteristicas
cancerigenas que han sido ampliamente descritas y divididas en diez categorias en la

actualidad (Figura 1) (Hanahan y Weinberg, 2011).

Tan solo entre 5-10% de los casos de cancer estan asociados a factores genéticos, el
resto se asocia a factores externos (90-95%) que pueden ser desde agentes fisicos
como la radiacion ultravioleta e ionizante, agentes quimicos como aflatoxinas, arsénico,
etc., o bien a agentes biolégicos como virus, bacterias o parasitos, todos ellos

considerados como agentes carcinogénicos.
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Figura 1. Caracteristicas propias de las células llamadas cancerigenas (Hanahan y Weinberg,

2011).

1- Una de las caracteristicas mas relevantes de una célula cancerigena es la
capacidad de autosostener una sefial de proliferaciéon (Proliferacion cronica), a
diferencia de las células normales, esta clase de célula genera una desregulacién en
las sefnales participantes en los procesos de crecimiento y divisién, llevando a la célula

a una pérdida de su homeostasis, arquitectura y funcion (Hanahan y Weinberg, 2011).

2.- Ademas de la capacidad de inducir y de mantener positivamente las senales de
estimulacion del crecimiento, las células cancerosas también son capaces de evadir las
sefales supresoras del crecimiento, las cuales dependen de la accion de genes
supresores de tumores que regulan la proliferacién celular. Existen decenas de

supresores tumorales que operan de diversas formas, algunos de los mas conocidos




son Retinoblastoma (Rb) y p53, que participan en el control de estos procesos (Oren y
Rotter, 1999; Hanahan y Weinberg, 2011).

3.- Evasioén de la accion del sistema inmune. Las células cancerosas altamente
inmunogeénicas pueden eludir la destruccion inmune mediante la desactivacién de los
componentes del sistema inmune que han sido enviados a eliminarlas, esto puede ser
llevado a cabo mediante la secrecion de factores inmunosupresores (Shields et al.,
2010; Yang et al., 2010) o por mediante el reclutamiento de células inflamatorias que
son activamente inmunosupresoras (Mougiakakos et al, 2010; Ostrand-Rosenberg y
Sinha, 2009).

4.- Inmortalidad replicativa, las células cancerosas presentan un potencial de
replicacion ilimitado, a diferencia de las células normales, que solo son capaces de
generar un numero limitado de divisiones. Se sabe que los telémeros estan
involucrados en la capacidad para la proliferacion ilimitada y que la telomerasa se
expresa a niveles significativos en la gran mayoria (>90%) de las células

inmortalizadas, incluyendo las células cancerosas (Blasco, 2005; Shay y Wright, 2000).

5.- Inflamaciéon y promocion del tumor. La respuesta inflamatoria generada por el
tumor produciria un aumento de la tumorogénesis y la progresion de este mismo
(Colotta et al, 2009; Dvorak, 1986), ya que suministraria moléculas bioactivas
(DeNardo et al., 2010; Qian y Pollard, 2010), sustancias quimicas y especies reactivas

de oxigeno (Grivennikov et al.,, 2010) para el microambiente tumoral.

6.- Los tumores poseen la capacidad de inducir la neovasculatura, proceso denominado
angiogénesis. Al igual que los tejidos normales, los tejidos tumorales, requieren
sustento en forma de nutrientes y oxigeno, asi como la capacidad de evacuar los
desechos metabdlicos y dioxido de carbono generados, esto se lleva a cabo a través de
los vasos sanguineos. Este proceso permite la generacion de nuevos vasos sanguineos
a partir de los ya existente (Baeriswyl y Christofori, 2009; Bergers y Benjamin, 2003;
Hanahan y Folkman, 1996).
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7.- La Invasion y la Metastasis implican el desarrollo de alteraciones en la forma
celular, asi como en la adhesion a otras células y a la matriz extracelular (MEC)
(Talmadge y Fidler, 2010; Cavallaro y Christofori, 2004).

8.- La adquisicion por parte de las células neoplasicas de las multiples caracteristicas
enumeradas anteriormente depende en gran parte de una sucesion de alteraciones en
el genoma. Estos fenotipos mutantes confieren una ventaja selectiva a subclones de
células (Hanahan and Weinberg, 2011) a través de la inestabilidad genética (Lengauer
et al,, 1998; Negrini et al., 2010).

9.- La proliferacion cronica implica ajustes en el metabolismo de la energia con el fin
de facilitar el crecimiento y divisién celular exacerbado. En condiciones normales las
células generan el 90% de su ATP mediante la mitocondria en condiciones de niveles
de Oz bajo, como las del microambiente de las células tumorales, estas células generan
el 50% de su energia en base a la glicolisis (DeBerardinis et al., 2008 ; Hsu y Sabatini,
2008; Jones y Thompson, 2009).

10.- Las células tumorales presentan la capacidad de evadir la muerte celular
programada, debido a que esta es una barrera natural para el desarrollo del cancer.
Esta caracteristica esta asociada al desarrollo de un alto grado de malignidad y a la

resistencia a las terapias (Adams y Cory, 2007; Lowe et al., 2004).

Como ya se indicaba anteriormente, la modificacion de factores relacionados a
diferentes procesos basicos como la proliferacion celular, la reparacion del ADN vy la
regulacion de la muerte celular es la base para la génesis tumoral. Se sabe que el
balance entre los procesos de division celular (proliferacion), migracién y muerte celular
programada participan en el control del numero y tamafo celular, para mantener la

homeostasis celular (Hengartner, 2000).

A través del tiempo se han descrito una serie de tipos de muerte celular. La apoptosis

es un tipo de muerte celular caracterizada por una serie de alteraciones de la
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morfologia y la bioquimica de la célula. Las caracteristicas morfolégicas tipicas de la
apoptosis son la formacion de burbujas en la membrana plasmatica (blebbing), la
condensacion de la cromatina con marginacion de la cromatina a la membrana nuclear,
la fragmentacion nuclear (karyorhexis), la disminucién en el volumen celular y la
formacion de cuerpos apoptoticos (Kerr et al., 1972; Takahashi y Earnshaw, 1996). Los
criterios bioquimicos que caracterizan a este proceso incluyen una diferencia en la
cinética de la exposicion de fosfatidilserina (PS) en la cara externa de la membrana
plasmatica (Denecker et al., 2001; Fadok ef al., 1992), cambios en la permeabilidad de
la membrana mitocondrial (Kroemer y Reed, 2000), liberacién de proteinas desde el
espacio intermembrana de la mitocondria, y en la mayoria de casos la activacion de
caspasas y de los procesos dependientes de caspasas (Arends y Wyllie, 1991; Harmon
et al., 1998; Jacobson ef al.,, 1994). Este proceso de muerte celular es dependiente de
ATP y tiene 2 vias de activacion una que recibe y procesa las sefiales extracelulares de
muerte (via extrinseca) y otro que integra las numerosas senales intracelulares que se
originan (via intrinseca) (Fulda y Debatin, 2006) (Figura 2). Este proceso es controlado
por diversas rutas bioquimicas, convergiendo estas en las vias de activacion de las
caspasas, predominantes caspasa 3, 6 y/o 7, denominadas caspasas efectoras.
(Thornberry et al, 1997). Las caspasas son una familia de cisteinas proteasas y la
activacion de estas es aceptada bioquimicamente como una caracteristica propia de la

apoptosis (Holdenrieder y Stieber, 2004).

Existe una gran diversidad de sefales que inducen la apoptosis, generando una
barrera para las celulas cancerosas durante su evolucién a un estado maligno. En la
via intrinseca mediada por la mitocondria, participa la familia de proteinas Bcl-2. Esta
familia participa en la regulacion de la apoptosis. Dependiendo de la cantidad de
proteinas que posea cada célula, se determinara si esta es resistente o sensible a la
muerte (Adams y Cory, 1998; Antonsson y Martinou, 2000). La influencia que estas
proteinas tienen sobre la homeostasis de la mitocondria puede ser tanto directa como
indirecta a través de la modulacién de proteinas mitocondriales tales como proteinas
pertenecientes a la membrana externa mitocondrial, las cuales son las responsables de

generar canales o poros. Este cambio conllevara a una alteracion fisiolégica de la

12



mitocondria, provocando una ruptura fisica de la membrana externa y la liberacion de
las proteinas internas de la mitocondria. Entre estas proteinas encontramos una serie
de factores pro-apoptéticos como citocromo C, AlF, Smac/DIABLO y pro-caspasas (2,
3, 9) (Shimizu et al., 1999; Tsujimoto y Shimizu, 2000).

\ Apoptosome

Caspase-3

g /

Apoptotic substrates

Figura 2. Esquema de las vias de activacion de la apoptosis, intrinseca y extrinseca (Hengartner,
2000).

La induccion de la muerte celular es una de las estrategias de tratamiento tumoral en la

actualidad.
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Factor nuclear kB

El factor nuclear kB (NF-kB) ha sido uno de los factores de transcripcion mas
extensamente investigados por su enorme importancia en la fisiologia de vertebrados y
por su aparente desregulacion en enfermedades humanas entre ellas el cancer. NF-kB
es un importante regulador del sistema inmune, procesos inflamatorios, adhesion
celular, sobrevivencia de la célula, apoptosis, metastasis, invasion celular, quimio
y radio resistencia y angiogénesis, al controlar la expresion de muchos mediadores y

efectores dentro de estos procesos (Baichwal y Baeuerle, 1997; Docet et al., 2005).

La familia NF-kB en mamiferos esta formada por cinco miembros: NF-kB1 (p50/p105),
NF-kB2 (p52/p100), c-Rel, RelA (p65) y RelB. Todos estos factores comparten un
dominio de homologia llamado Rel (RHD), este dominio contiene 300 aminoacidos
altamente conservados, los cuales son responsables de la unién del factor al ADN, la
dimerizacion y la interaccién con sus factores inhibitorios conocidos como proteinas |kB
(Luo et al, 2005). La familia de los inhibidores |kB esta compuesta por siete proteinas
IkB-1kBa, |kBB, |kBy, |kBg, BCL-3 y dos proteinas precursoras p100 y p105. Las
proteinas |kB se encuentran en abundancia, son especificas del tipo celular y del tejido.
Todas las proteinas kB se caracterizan por la presencia de cinco a siete repeticiones de
anquirina, responsables de la interaccion con el sitio RHD de NF-kB, ademas de un sitio
N-terminal regulatorio. |kB es capaz de inhibir la actividad de NF-kB mediante la
enmascaracion de la sefal de localizacién nuclear, impidiendo su acumulacion en el
ntcleo, asi como inhibiendo la zona de unién de NF-kB al ADN (Basak et al., 2007,
Karin y Delhase, 2000). La via de activacion de NF-kB se induce en respuesta a
diversas sefales tales como infecciones virales y microbianas, ademas de la exposicion
a citoquinas proinflamatorias, las cuales son capaces de activar el complejo quinasa |kB
(IKK). El complejo IKK esta constituido por 2 subunidades homologas de quinasas,
IKKa y IKKb, y un componente regulatorio no enzimatico llamado IKKy/NEMO. IKK es
capaz de fosforilar dos serinas muy bien conservadas ubicadas en el sitio regulador N-
terminal de unién de NF-kB y |kB. Esta fosforilacién permite que IkB se convierta en

objetivo de degradacion dependiente de ubiquitina y que el dimero de NF-kB sea
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liberado para su translocacion al nucleo (Karin y Ben-Neriah, 2000; Li et al., 1999)

(Figura 3).

La activacion de NF-kB es fuertemente regulada. En células normales, NF-kB es
activado por diferentes citoquinas proinflamatorios, tales como factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), Interleuquina-1p (IL-1B), factor de crecimiento epidermal (EGF),
bacterias, lipopolisacaridos (LPS), proteinas virales, doble hebras de ARN y estrés fisico
y quimico (Takada et al., 2006).

(SISO

* Inflammation
* Cell survival
* Innate iImmunity

Figura 3. Via de activacion de NF-kB. En la imagen, se muestra como ejemplo el heterodimero NF-kB
(p50 y RelA). En su estado inactivo, NF-kB se encuentra en el citosol formando un complejo con la
proteina inhibitoria 1kBa. A través de receptores de membrana, una variedad de sefales extracelular
activan la enzima IKK, esta a su vez fosforila la proteina IkBa que da lugar a la ubiquitinacion y
disociacion del complejo 1kBa-NF-kB. NF-kBse activada entra en el nlcleo donde se une a secuencias
especificas (Bollrath y Greten, 2009).
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Cuando las células se ven expuestas a agentes que dafan el ADN o a TNF-a, se
produce la activacion de este factor entre otros efectos, lo que permite prevenir la
muerte celular mediante la induccion de la expresién de genes anti-apoptéticos (Figura
4). Tambien se sabe que NF-kB es capaz de controlar la activacion de ciertos factores
pro-apoptoticos tales como CD95L, CD95, TRAIL-R1 y TRAIL-R2 (Baichwal y Baeuerle,
1997; Debatin, 2004), de ahi su relevancia en el desarrollo tumoral.
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Figura 4. Esquema de participacién del factor NF-kB en el proceso de apoptésis (Baichwal y
Baeuerle, 1997).

El microambiente del tumor se asocia a condiciones de hipoxia (bajos niveles de Oy),
altos niveles de lactato (Tennant et al, 2009), acidificacién y un aumento de la
presion del liquido intersticial (Milosevic et al, 2004). Se sabe que la hipoxia
contribuye a la seleccion de las células cancerosas resistentes a la apoptosis y media la
resistencia a la quimioterapia y radioterapia (Brown y Giaccia, 1998; Harris, 2002). El
factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) es un regulador maestro de la respuesta
transcripcional de las celulas que se encuentran en situacion de privacién de oxigeno.
HIF-1 esta implicado en la regulacion de los procesos biolégicos fundamentales como:

metabolismo, angiogénesis, apoptosis, metastasis e inflamacién (Denko, 2008;
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Giaccia et al., 2003; Semenza, 2003). Existen diferentes subunidades de HIF-1 que

desempenan funciones unicas y especificas, encontrandose sobreexpresadas en

diversos tipos de tumores (Harris, 2002).

HIF-1 pertenece a la superfamilia de factores de transcripcion eucariotas hélice-bucle-
hélice (bHLH) gque contienen un sitio de dimerizacién auxiliar adicional, conocido como
dominio PAS. El dominio basico y el extremo carboxi-terminal de PAS se requieren
especificamente para la unién de HIF-1 a ADN, mientras que el dominio HLH y el
amino-terminal de la PAS son responsables de la dimerizacion. HIF-1 es un
heterodimero compuesto de una de las tres subunidades alfa, es decir, HIF-1a, HIF-2a
o HIF-3a, y la subunidad HIF-1B. La subunidad HIF-1B se expresa constitutivamente
(actividad y numero de proteina) independientemente de hipoxia. HIF-1a contiene dos
secuencias de localizacién nuclear, una es N-terminal (aa. 17-33) en el dominio bHLH,
mientras que la otra es C-terminal (aa. 718-721). La estabilidad de esta proteina se
regula principalmente a través de un dominio de degradacion dependiente de oxigeno
(ODD) (aa. 401-608), mientras que su actividad transcripcional se regula a través de
dos dominios de transactivacion (TAD), un N-terminal (N-TAD, aa. 531-575) y un C-
terminal (C-TAD, aa. 786-826). Estos TAD, son esenciales para la interaccion con co-
activadores de transcripcion tales como AMPc, respuesta a proteina de unién (CREB) y
son dianas para la regulacion a través de modificaciones post-traduccionales tales
como fosforilacién, acetilacion, y/o modificaciones redox (Semenza et al, 1997; Van'
Uden et al., 2008).

La regulacion del factor se realiza a través de la estabilidad de la subunidad a, en
condiciones de normoxia esta proteina es sintetizada y degradada al mismo tiempo, a
diferencia de la subunidad 1B que se encuentra constitutivamente presente. La
degradacion de HIF-1a se lleva a cabo por una familia de enzimas denominadas sensor
de oxigeno. Estas enzimas contienen un dominio prolil hidroxilasa (PHD) y se conocen
cuatro isoformas (PHD1 a PHD4). Su actividad es dependiente de la disponibilidad de
02, 2-oxoglutarato (2-OG) y hierro unido a enzimas (Fe?*), estas pueden realizar la

hidroxilacion de HIF-1a en dos residuos de prolina distintos (Pro 402 y Pro 564).
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Posteriormente, un complejo de ligasa E3-ubiquitina que contiene la proteina de von
Hippel Lindau (pVHL), elongina B (ELB), elongina C (ELC), Cul2 y RBX1 forma enlaces
de hidrégeno con los residuos de prolina de HIF-1a hidroxilados, facilitando su
ubiquitinacion y posterior degradacién proteosomal. La deficiencia de O atenta la
actividad de PHD, previniendo asi .la union de pVHL y la posterior ubiquitinacion y
degradacion de HIF-1a. Al igual que las PHDs, el factor de inhibicion de HIF-1 (FIH-1),
es dependiente de la presencia de O2, este inhibidor afecta la unién a ADN vy la
actividad transcripcional de HIF-1. Una vez que la subunidad a es estable es capaz de
generar un heterodimero con la subunidad 8, para translocar al nicleo y unirse a sus
genes diana (Ke y Costa, 2006; Lee et al., 2004) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de acciéon de HIF-1. La degradaciéon del dominio a es a través de la hidroxilacion
enzimatica dependiente de Oz en P402 y P564. Esta modificacion se lleva a cabo por la enzima prolil
hidroxilasa (PHD), que media en el reconocimiento y ubiquitinacién (Ub) del complejo VHL-elongins de
HIF1a, y posterior degradacion proteasomal. Si HIF1a se ve estabilizado este se une a HIF1B, para
translocar al nicleo y unirse a sus genes dianas (Denko, 2008).

Se sabe que la activacion de los procesos apoptéticos dependiente de p53 esta
asociada a una serie de senales como dafno en el ADN, acidosis y/o prolongados
periodos de bajos niveles de Oz (hipoxia). Existe en este ultimo caso una interaccién

entre HIF-1 y p53 ya sea de forma directa entre los factores o indirecta a través de
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MDM2. p53 es capaz de inhibir tanto la actividad a nivel de proteina de HIF-1 como su

transcripcién, ya que estos dos factores compiten por el co-activador transcripcional
p300 (An et al,, 1998; Schmid et al., 2004).

Lactonas sesquiterpenicas y su influencia en la terapia anti cancer.

Mas del 30% de las plantas superiores conocidas son utilizadas para propésitos de
salud y mas del 60% de los medicamentos generados contra el cancer son
provenientes de fuentes naturales debido a la gran variedad de compuestos naturales
presentes en éstas, teniendo una gran diversidad estructural y siendo biologicamente
activos. Esto demuestra que |la busqueda y estudio de nuevos agentes
guimiopreventivos y/o quimioterapeuticos en plantas para el tratamiento del cancer es

de gran interés (Cragg et al., 2009; Kingston, 2011).

Algunas plantas de la familia Asteraceae son utilizadas en la medicina tradicional de
muchos pueblos. Esta familia es una de las mayores familias de plantas superiores y
cuenta con cerca de 23.500 especies repartidas en unos 1.600 géneros, dispuestas en
tres subfamilias y 17 tribus. Las Asteraceae son consideradas el grupo mas
desarrollado de las plantas, y sus miembros son ricos en compuestos bioactivos
(metabolitos secundarios) como poliacetilenos, diterpenos y lactonas sesquiterpénicas
(SLs) entre otros. Entre todas estas familias de compuestos bioactivos, las SLs estan -
comprendidas por un gran grupo de metabolitos secundarios que poseen diversas
actividades bioldgicas, y mas de 5000 variantes estructurales se han caracterizado. La
gran diversidad de estructuras que presentan las SLs esta probablemente relacionada
con la diversidad biolégica de estas especies y su éxito ecoldgico, ya que se
encuentran presentes en mas de 100 familias de plantas con flores (Orofino Kreugera et
al., 2012). Su actividad farmacologica incluye un amplio abanico de actividades
tales como antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, antitumoral entre otras. El
mecanismo que se ha asociado a la accion de estas moléculas es la union covalente de
las SLs a grupos sulfhidrilo presentes en el aminoacido cisteina de las proteinas, lo que

alteraria las funciones de estas macromoléculas (figura 6). Como resultado las SLs son
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capaces de interferir en procesos biolégicos claves, tales como senalizaciéon
celular, proliferacién celular, apoptosis y respiracion mitocondrial (Modzelewska et
al., 2005; Zhang et al., 2005; Wu et al., 20086).
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Figura 6. Adicién de Michael. Ejemplo del mecanismo de adicion de un grupo sulfhidrico que estan
presente en las cisteinas con el grupo a-metileno-y-lactona de las lactonas sesquiterpenicas.

Las SLs son esqueletos carbociclicos de 15 carbonos que se generan a partir de la
unién de 3 unidades de isoprenoides, conteniendo un anillo a-metileno--lactona bien
cis o trans fusionado a la posicién C6-C7 o C7-C8 del esqueleto carboxilico con un
anillo epoxido (Chaturvedi, 2011; Lee et al, 1971), este Ultimo se cree que es
generalmente el responsable de la bioactividad de las SL, ya que es capaz de mediar
alquilaciones de nucleéfilos. Estas interacciones se producen principalmente con
grupos sulfhidrilo que contienen grupos tioles y aminos mediante una adicién de
Michael (Ha et al., 2003; Mathema et al., 2011). Las alquilaciones que se generan sobre

las enzimas que contienen estos grupos son irreversibles.

Aunque los mecanismos moleculares implicados en la apoptosis inducida por las SLs
no han sido bien dilucidados, se cree que la estructura a-metileno-y-lactona es esencial
para la actividad apoptogénica. Una vez que las SLs ingresan a la célula, reaccionan
con los tioles existentes, agotandolos. Se sabe que las SLs son capaces de reaccionar

con el glutation reducido que se encuentra libre intracelularmente, esto interfiere con el

20



balance redox celular, ya que se generan enlaces covalentes entre grupos electrofilicos

de las SLs y centros nucleofilicos biolégicos, lo que conlleva a la desactivacion de estos
ultimos (Herz, 1977).

Esto conduce a la desregulacion del estado redox celular y la induccién de estrés
oxidativo. Las especies que se generan tras este estado (ROS-RNS) mas el estado
redox interrumpido inducen la activacion de la via de la apoptosis dependiente de la
mitocondria. Esto provoca la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la
liberacion de proteinas pro-apoptéticas, por ejemplo: citocromo C y Smac Diablo, que
posteriormente conducen a la activaciéon de caspasas (Choi et al, 2002; Wen et al.,
2002; Zhang et al., 2005).

La actividad anti-inflamatoria es una bioactividad asociada a muchos tipos de SlLs.
Esta actividad se asocia a menudo con la capacidad de las SLs para inhibir la
activacion de NF-kB y otros factores de union a ADN proinflamatorios, tales como AP-1
y Stat3. Esto provoca la inhibicion de la transcripcion de genes diana como la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), interleuquinas (IL) y éxido nitrico sintasa inducible (iNOS),
asi como muchas citoquinas inflamatorias y moléculas de adhesion celular (Borka et al.,
1997; Chun et al.,, 2007; Lee et al., 1999; Mathema et al., 2011; Mazor et al., 2000).

Algunas SLs inhiben la activacion de NF-kB inducida por diversos estimulos, tales como
TPA, TNF, receptor de células T y peroxido de hidrogeno. Esta inhibicion se puede
producir a diferentes niveles de la via de senalizacion de NF-kB ya que las SLs tienen
multiples dianas moleculares a lo largo de la via de activacion. Algunas de las formas
son: el bloqueo de la degradacion de la proteina fosforilada |kB, sin interferir con la
actividad de unién a ADN de NF-kB de forma directa (Hehner et al., 1998). También se
sabe que p65 es una diana molecular para las SLs, ya que estas son capaces de
generar alquilaciones de dos residuos de cisteina (Cys 38 y Cys 120). La modificacién
directa de p65 por parte de una SL conduce a la supresion de la unién de NF-kB al ADN

(Garcia-Pineres et al.,, 2001, Siedle et al., 2004). Por ultimo la interrupcion de la via de
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senalizacion rio arriba de IKK, a nivel de la quinasa PKCa de |IKKb (Borka et al., 1997,
Chun et al., 2007, Mathema ef al., 2011).

Tambien se ha descrito que las SLs provocan una regulacion de la actividad del factor
de transcripcion HIF-1, de forma indirecta ya que se encuentra relacionado con NF-kB
al compartir procesos de regulacién y poseer sitios de unién a NF-kB en sus zonas
promotoras, convirtiéendolo en un gen diana (Gérlach and Bonello, 2008; Merfort, 2011;
Riganti et al., 2009; e Van Uden et al., 2008).

Algunas plantas de la familia Asteraceae, como lo sefialamos anteriormente, han sido
utilizadas en la medicina tradicional y en la actualidad ampliamente estudiadas como
potenciales quimiopreventivos y/o quimioterapéuticos. En estas plantas se encuentran
algunas de las SLs mas conocidas: partenolide, artemisinina andrografélido costunolide
y helenalina (figura 7), las que presentan una actividad citotdxica interesante y se sabe
que son capaces de promover la activacion de p53 al interactuar con el inhibidor
MDMZ2 y favorecer su ubiquitinacién y posterior degradacién. Asi también se ha descrito
que inducen arresto del ciclo celular e inhibicién de los factores de transcripcion NF-kB
y HIF-1 entre otros (Cheng y Xie, 2011).

helenalin parthenolide artemisinin

Figura 7. Lactonas Sesquiterpenicas estudiadas en la actualidad (Merfort, 2011).

En nuestro pais existe una planta autéctona ampliamente utilizada en la medicina
ancestral mapuche denominada "palo negro”. El palo negro es un arbusto nativo del sur
de Chile, originalmente llamado Ctudu-maméll (en mapudungun) por los mapuches de

Chile. Su nombre cientifico es Leptocarpha rivularis y pertenece a la familia de las
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Asteraceas (Figura 8). Las SLs estan presentes en un alto porcentaje en la planta, los
cuales han sido evaluados presentando un alto potencial inhibitorio del crecimiento

celular en numerosos modelos (Chaturvedi, 2011).

Figura 8. Palo negro (Leptocarpha rivularis).

Existen estudios anteriores en células cancerigenas que demuestran un efecto
citotoxico de ésta SL. Esto se llevd a cabo en las lineas celulares de origen sanguineo
HL60 (leucemia promielocitica) y U937 (leucemia monocitica), ademas de la linea
epitelial HeLa, demostrando que leptocarpina presenté un efecto citotéxico interesante
y que es capaz de inducir apoptosis por mecanismos dependientes de p-21 WAR1 un
incremento de la expresion de Bax y un aumento de la actividad de caspasa-3

(Martinez et al, 2006). También se demostré que produce una disminucion de la

expresion de los transportadores de resistencia a multidrogas MRP1 y MDR1 (Mena
Serey, 2008).
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Con los antecedentes mencionados anteriormente, planteamos la siguiente hipotesis:

“Leptocarpina produce muerte celular programada en cultivos celulares

tumorales actuando sobre NF-kB y HIF-1”.
Para lo cual planteamos los siguientes objetivos:
Objetivo principal:

Determinar el efecto de leptocarpina sobre la muerte celular y la implicacion de

los factores de transcripcion NF-kB y HIF-1.

Objetivos especificos:

1.- Determinar el efecto de leptocarpina sobre viabilidad celular en lineas celulares de
cancer.

2.- Determinar la fraccion de sobrevivencia (Capacidad clonogenica).

3.- Analizar el efecto de leptocarpina sobre la muerte celular.

4 .- Determinar el efecto de leptocarpina sobre el ciclo celular.

5.-Estudiar el efecto de leptocarpina sobre el factor nuclear NF-kB, tanto en su
actividad como en su localizacion. '

6.- Determinar el efecto de leptocarpina sobre el factor HIF-1a.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Cultivo celular

Se trabajo con cinco lineas celulares de cancer y dos lineas celulares no tumorales:

* MDA MB-231 (ATCC cédigo HTB-26®): Adenocarcinoma de mama proviene
de tejido glandular mamario, derivado del sitio metastatico.

* MCF7 (ATCC codigo HTB-22®): Adenocarcinoma de mama, proviene de tejido
glandular mamario, no presenta actividad de caspasa 3.

* DU 145 (ATCC coédigo HTB-81®): Carcinoma metastatico de préstata, no
expresan antigeno de prostata, presentan multiples mitocondrias.

* PC-3 (ATCC coédigo CRL-1435®): Adenocarcinoma Metastatico de Prostata, se
aislé a partir de una metastasis 6sea de grado |V.

* HT-29 (ATCC cédigo HTB-38®): Adenocarcinoma de colon.

DHF: cultivo primario no tumoral de fibroblastos de dermis humana.

* CCD 841 CoN (ATCC codigo CRL-1790®): Células epiteliales de Colon.

Los cultivos celulares fueron mantenidos en DMEM High Glucose (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), Ham's F-12 Nutrient Mixture (1:1), Amfotericina (Fungizone 250 pg/ml)
a una concentracion de 2.5 pg/ml, Penicilna/Streptomicina (10.000 unidades/m]
Penicilina y 10.000 pg/ml Estreptomicina) a una concentraciéon de 100 unidades/ml y
100 pg/ml respectivamente y que fue suplementado con Suero Bovino Fetal al 10% del

volumen total, en una incubadora a 37°C con atmosfera del 5% de CO..

3.2 Compuesto Natural

La leptocarpina, se obtuvo de la planta Leptocarpha rivularis, fue aislado y purificado en
el laboratorio de quimica de la Universidad Andrés Bello mediante técnicas de
laboratorio especificas como se indica a continuacién. La extraccién se realizé utilizando
acetato de etilo o etanol y el extracto obtenido por este método se purific6 mediante
cromatografia en columnas de silice con mezcla de solventes de polaridad creciente. El

compuesto final obtenido de estos procedimientos es denominado leptocarpina (Figura
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9) y posee un peso molecular de 362 g/mol, presentando solubilidad en agua y
dimetilsulféxido (DMSO) (Martinez et al., 2006). El método utilizado es de bajo costo y

alto rendimiento.
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Figura 9. Estructura de la Molécula denominada Leptocarpina.

3.3 Determinacion de la viabilidad celular mediante ensayo de Sulforodamina B
(SFB)

Se determiné el efecto del compuesto sobre la viabilidad celular en las diferentes lineas
celulares. Para ello se utilizé un ensayo colorimétrico con SFB. El ensayo se realiz6 en
placas de 96 pocillos con 3.000 células por pocillo en DMEM High Glucose
suplementado con Ham's F-12 Nutrient Mixture (1:1) y Suero Bovino Fetal 10%. Las
celulas se incubaron a 37°C con atmésfera del 5% de CO:z y se trataron por 24 horas
post siembra con diferentes concentraciones de leptocarpina solubilizada en DMSO al
0,1% (0-25 pM) a 24, 48 y 72 horas. Para descartar que el solvente sea el responsable
de los efectos se incluyé en todos los experimentos un control con el solvente con
DMSO al 0,1%. Tras el tratamiento las células fueron fijadas con Acido Tricloro Acético
(TCA) al 50% durante una hora a 4°C, posteriormente fueron lavadas por inmersion en
agua y tefidas con SFB 0.1% en acido acético al 1%. Para eliminar el colorante en
exceso se realizaron tres lavados consecutivos con acido acético al 1%. La tincién se
revelo con TRIS/HCI| 10 mM y se leyo la placa en un lector de placas de ELISA a una

longitud de onda de 540 nm (Vichai y Kirtikara, 2006) utilizando el programa Gen5 1.07.
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Los datos obtenidos fueron analizados y expresados como porcentajes de viabilidad

versus las células control de solvente cuya viabilidad fue considerada el 100%.

3.4 Ensayo Clonogenico.

Cada ensayo conté con 2x10° células sincronizadas (24 horas con medio que contenia
solo 0.1 % de SFB) de las diferentes lineas celulares utilizadas. Estas fueron tratadas
con diversas concentraciones (0-25 pM) de leptocarpina y como control positivo se
utilizé el compuesto 5 fluorouracilo (5-FU) por 24 hrs (25 uM). Tras este tratamiento las
células fueron tripsinisadas, suspendidas en medio y contadas en camara de Neubauer
mediante tincidon con Azul de Tripan. Las células viables resultantes fueron resembradas
en placas de 6 pocillos (50-200 células por pocillo) y cultivadas por 11 dias, hasta que
las colonias fueran claramente discernidas a plena vista. Se procedié a la eliminacion
del medio y posterior lavado con PBS, para finalmente fijar las colonias con metanol al
100% por 30 minutos. Las colonias fijadas fueron tefidas con una solucién de cristal
violeta al 0,5% por 10 minutos. La tincién es retirada y el exceso lavado con agua
destilada, las colonias resultantes fueron contadas. La fracciéon de sobrevivencia es
calculada segun las formula entregada por el protocolo utilizado (Franken et al., 2006).
Los ensayos se realizaron por triplicado para cada concentracion de leptocarpina y

periodo de tiempo (Costantino ef al., 2013; Franken et al., 2006).

PE: (n° de colonias formadas/ n° de células sembradas)*100

SF: n° de colonias formadas tras el tratamiento/ n® de células sembradas *PE

3.5 Determinacion del tipo de muerte celular

3.5.1 Analisis de la morfologia celular y nuclear por medio de tincién de
Hoechst 33342
La tincion de Hoechst es una tincion capaz de incorporarse a células vivas e
intercalarse en el ADN. Es por ello que se utiliza para marcar nucleos y poder analizar
la morfologia nuclear. Tras 48 horas de tratamiento con leptocarpina (0,7 y 25 pM) se
analizé la morfologia celular y nuclear mediante microscopia en contraste de fases y

de fluorescencia. Se adicion¢ la solucion de Hoechst 1 uM diluida en PBS (realizar la
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dilucién cada vez que se utilice), se incubo por 40 minutos a temperatura ambiente y se
lavé 2 veces con PBS suavemente. Para visualizar el marcaje se utilizé un microscopio
de epifluorecencia a una longitud de onda de 465nm (Mocharla et al., 1987). Como
control positivo del proceso apoptotico se utilizé 5-FU a 25 M.

3.5.2 Determinacion del potencial mitocondrial mediante citometria de flujo.
Para la determinaciéon del efecto de leptocarpina sobre el potencial de membrana
mitocondrial, se utilizé Rodamina 123 la cual es una sonda catiénica sensible a voltaje
que reversiblemente se acumula en la mitocondria cuando el potencial de membrana
mitocondrial es funcional (Emaus et al, 1986). Las células fueron incubadas con
leptocarpina (0, 7 y 25 pM) por 24 y 48 hrs, posterior a este tiempo las células se
tineron con Rodamina 123 a 1 pM y se incubaron en oscuridad por 1 hora a 37°C. A
continuacion se retird el medio y las células fueron lavadas dos veces con PBS.
Posteriormente, las células fueron tripsinizadas y recolectadas por medio de
centrifugacién (10 minutos a 1500 g), el sobrenadante fue descartado. Finalmente se
resuspendieron las células en PBS y se cuantificaron mediante citometria de flujo
utilizando el filtro FL1 (Villena et al., 2008) .

3.5.3 Deteccion de Células Apoptéticas mediante Citometria

El marcaje con CaspACE™ FITC-VAD-FMK se utilizé para la determinacion de la
poblacion celular que se encuentra en un proceso apoptotico dependiente de caspasa.ﬁ
Las células fueron incubadas con leptocarpina (0, 2.5, 5, 7 y 25 uM) y Estaurosporina
0.5 pM (control positivo de apoptosis) por 12 y 24 horas. Tras este tiempo las células
fueron tratadas con CaspACE™ FITC-VAD-FMK (5 pM) por 20 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. El medio se retiré y las células fueron lavadas dos veces con
PBS, tripsinisadas y posteriormente recolectadas mediante centrifugacion (10 minutos
a 1500 rpm), el sobrenadante fue descartado. Las células fueron resuspendidas en
PBS y analizadas mediante citometria de flujo utilizando el filtro FL1 (Belloc et al,
2000).
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3.5.4 Determinacion de la activacién de la Caspasa 3
3.5.4.1 Actividad de Caspasa 3
Se utiliz6 el kit de ensayo colorimétrico Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit (K106
BioVision®). El ensayo se basa en la deteccion espectrofotométrica del cromoéforo p-
nitroanilina (pNA). Una vez que la caspasa 3 tiene contacto con la secuencia DEVD
(Asp-Glu-Val-Asp) marcada con pNA, esta es escindida, liberandose el croméforo. La
emision de luz de pNA se cuantifica mediante un espectrofotémetro a 400-405 nm. Se
procedio al tratamiento de las células con leptocarpina (0, 7 y 25 uM) a 6, 18 y 24 horas.
Terminados los periodos de incubacion las células fueron recuperadas por medio de la
tripsinacion y concentradas por medio de centrifugacion. El pellet fue resuspendido en
50 pl de Buffer de lisis frio e incubado en hielo por 10 minutos. Tras la incubacién se
centrifugd por 1 minuto a 10.000 g y se transfirié el sobrenadante (fraccion citosolica) a
un tubo en hielo. Posteriormente se determiné la concentracién de proteinas para lo
que se utilizo el método de Bradford. Este ensayo se realizé con 5 ul de muestra en 250
Ml de azul brillante de Coomassie G-250 (Bradford, 1976) todo esto en placas de 96
pocillos. Se realizd una curva estandar con albumina de suero Bovino (BSA) en un
rango de 125 a 1000 pg/ml. Finalmente se cuantificaron las muestras en un lector de
placas de "ELISA" a una absorbancia de 595 nm. Estos datos fueron utilizados para la
generacion de una curva estandar donde los datos obtenidos a partir de las muestras
tratadas con leptocarpina fueron intrapolados. Tras la cuantificacién de proteinas, la
muestra fue diluida en un rango entre 50 y 200 pg de proteina en buffer de lisis. Tras
esto se incorporo 50 pl de buffer de reaccion (2x) (10 mM de DTT), posteriormente se
adicionaron 5 pl del sustrato 4 mM DEVD-pNA y se incubé a 37°C por 1-2 horas. Por

ultimo, se realizo la lectura de la absorvancia en el espectrofotémetro a 400-405 nm
(Sakaue et al., 2006).

3.5.4.2 Determinacion de la viabilidad celular con SRB e inhibidor de
Caspasa 3 (Ac-DEVD-CHO)
Para analizar la importancia de caspasa 3 en la muerte celular provocada por el
tratamiento con leptocarpina sobre las diversas lineas celulares, se realizé una variante

del ensayo “Viabilidad celular con Sulforodamina B” del punto 3.3. La variacién
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consistio en que se realiz6 un pre-tratamiento con el inhibidor especifico de caspasa 3 y
7, Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO (Ac-DEVD-CHO), a las concentraciones de 50 y 100 uM
por una hora. Posteriormente fue retirado el medio de cultivo con el inhibidor y fue
reemplazado por medio de cultivo completo fresco. Luego de esto, se procedi6 de la
misma forma que en el punto 3.3 utilizando las concentraciones de leptocarpinaa 0, 7 y
25 pM por 72 horas (Mandlekar et al., 2000).

3.6 Ciclo celular

En placas de 6 pocillos fueron sembradas 2x105 células por pocillo, las cuales fueron
sincronizadas previo a su tratamiento utilizando un medio minimo (0.1% de SFB).
Posterior al tratamiento con leptocarpina (0, 2.5, 7 y 25 uM) por 24 horas, las células
fueron lavadas con PBS, tripsinizadas, sedimentadas por centrifugacion a 3000 rpm
durante 5 minutos y fijadas y permeabilizadas con metanol al 100% por 5 minutos a 4
°C. Las muestras fijadas se incubaron con 50 mg/ml de ioduro de propidio y 0,1 mg/ml
de RNasa por 30 minutos, para su posterior analisis en un citémetro de flujo
(FACSCalibur® BD®). Un total de 10.000 eventos fueron analizados utilizando el
programa de software FlowJo V.X.0.7.(Cheng y Xie, 2011; Costantino et al., 2013; Henry
etal, 2013).

3.7 Analisis de la NF-kB
3.7.1 Deteccién de la actividad de NF-kB

El ensayo de analisis de NF-kB es un ensayo cromogenico que permite detectar
especificamente la actividad del factor al unirse a una secuencia de ADN consenso
conocida. La celulas previamente a ser tratadas con leptocarpina fueron estimuladas
con TNF-u (10 ng/ml por 1 hora, Miyamoto et al., 1994: Dhingra et al., 2009), tras esto
se realizo el tratamiento con leptocarpina a 7 uM por 48 horas, terminado este periodo
se recolectaron las células en frio y se centrifugaron a 300 g por 5 minutos a 4°C. Se
descart6 el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 5 ml en una solucién fria de
PBS/fosfatasa (Solucién de Inhibicion de fosfatasa) y se centrifugé a 300 g por 5
minutos a 4°C, repitiéndose este paso una vez mas. Se descarté nuevamente el

sobrenadante y se adicioné 500 pl de buffer hipoténico frio, se mezclé por pipeteo

30



suave para suspender el pellet y se dejé incubando en hielo por 15 minutos. Se
adicionaron 50 pl de Nonidet P-40 al 10% y se homogeneizé la solucion con la pipeta.
Se centrifugd por 30 segundos a 4 °C, el sobrenadante se descarté en un tubo nuevo
que puede ser almacenadas ya que éste contiene la fraccion citosolica de las células. El
pellet fue resuspendido en 50 pl en buffer frio de extraccion que contiene un inhibidor
de proteasas, se homogeneizo la solucion y se incubé en hielo por 15 minutos en un
agitador. Se centrifugo la solucion a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante
fue recolectado y conservado a -80°C hasta su uso en la placa de analisis. Sobre la
placa de 96 pocillos se agregaron las diferentes muestras de células tratadas con:
leptocarpina 7 uM por 48 horas (estimuladas con TNF-u), 0,1% de DMSO por 48 horas
y como control negativo un inhibidor de NF-kB, CAPE (Fenetil éster de acido cafeico) a
25 pg/ml por 24 horas en las diferentes lineas celulares (Natarajan et al,, 1996). Tras
esto la placa se incub6 toda la noche a 4°C. Posteriormente los pocillos se lavaron 5
veces con 200 ul de buffer de lavado 1x. Se agregé el anticuerpo anti NF-kB diluido
1:100 en buffer de union de anticuerpo 1x, se agregd 100 pl del anticuerpo diluido a
cada pocillo exceptuando los controles de marcaje. La placa se cubrio e incubé por 1
hora a temperatura ambiente y luego se lavo 5 veces con buffer de lavado para eliminar
todos los residuos de la placa. Luego, se adicioné el anticuerpo secundario (100 pl/
pocillo) diluido en buffer de union de anticuerpo 1x (1:100) exceptuando el pocillo de
control de marcaje y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron
nuevamente los lavados con buffer de lavado. A continuacion se agregaron 100 pl[
pocillo de la solucion de revelado incubandose durante 45 minutos a temperatura
ambiente con agitacion suave y protegido de la luz. La lectura se realizé en un lector de
placas a 655 nm. Finalmente se anadieron 100 pl de solucién para detener la reaccion y
realizar la ultima lectura a 450 nm donde se detectdo el compuesto generado tras la

reaccion con la peroxidasa (Morotti et al., 20086).

3.7.2 Determinacion de la Inmunolocalizacion de NF-kB
Con la inmunocitoquimica podemos localizar la forma activa de NF-kB y detectar los
cambios que se producen tras los tratamientos. Tras los tratamientos con leptocarpina

(0 y 7 uM) por 24 horas, las células son fijadas con metanol al 100% por 15 minutos.
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Tras lo cual fueron lavadas 3 veces con PBS dejando entre cada lavado 5 minutos de
reposo. Se bloquedé con BSA al 5% durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
incubacion se realizé con el anticuerpo primario en PBS-tween overnight a 4°C (anti
NF-kB p65 policlonal de conejo). Posteriormente se lavaron con PBS (3 veces) con
periodos de 5 minutos entre cada lavado. Tras esto se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se repitid los lavados anteriormente descritos con PBS. Finalmente se
realizo la incubacion con el kid que contenia un sustrato para peroxidasa diluida en
agua durante 5 minutos, realizandose un lavado con abundante agua, para la posterior
incorporacion de hematoxilina para tenir los nucleos (Arqués et al, 2012). Se utilizd
como control negativo al igual que en el apartado anterior CAPE a 25 pg/ml por 2 horas
(Natarajan et al., 1996) y como control positivo células estimuladas con TNF-o. 10 ng/ml

por 1 hora (Miyamoto et al., 1994; Dhingra et al., 2009).

3.8 Determinacion de la Inmunolocalizacion de HIF-1a (Inmunocitoquimica)

Al igual que en el apartado anterior se realizaron los tratamientos con leptocarpina (0 y
7 uM) por 24 horas, posteriormente se realizé el mismo procedimiento anteriormente
descrito, con la diferencia que el anticuerpo primario utilizado fue anti HIF-1a policlonal
de conejo. Se utiliza como control negativo un inhibidor de expresion de HIF-1a
genisteina 50 uM por 1 hora (Wang et al.,, 2005) y como activador EGF (Factor de_l
Crecimiento Epidermal) 20 ng/ml (Peng et al., 2006).

3.9 Analisis estadistico.

Analisis de normalidad en la distribucion de los datos: Test de “Shapiro-Wilk”. Analisis
estadistico de datos con distribucién no normal: Test no paramétrico con rango
designado de “Wilcoxon”. Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa

“Prism 6®" version 6.0d.
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4. Resultados

4.1. Determinar el efecto de Leptocarpina sobre viabilidad celular en lineas
celulares de cancer

Para evaluar el efecto de leptocarpina sobre la viabilidad de células tumorales,
abordamos el estudio in vitro de este compuesto sobre las lineas celulares MDA MB-
231, MCF7, PC-3, HT-29, DU 145, DHF y CCD 841 CoN. Las células viables fueron
cuantificadas mediante el método de tincién con SFB. Las diferentes lineas celulares
fueron tratadas por 72 horas, mostrando una disminucién en la viabilidad celular
dependiente de la concentracion de leptocarpina (1, 2.5, 4, 5, 6, 7, 10, 12.5 y 25 uM)
(figura 10). Las lineas celulares DU 145, MCF7, MDA MB-231 y PC-3 (figuras 10 A, 10
C, 10 D y 10 E) presentaron una disminucién significativa de la viabilidad celular en
todas las concentraciones de leptocarpina aplicadas presentando un valor de p
<0.0001, estas disminuciones oscilan entre 32% a un 10% en relacion al control. La
linea HT-29 (figura 10 B) presentd una disminuciéon significativa a partir de la
concentracion 2.5 pM de leptocarpina, con un valor de p <0.0001 alcanzando un 9% de
sobrevivencia a la concentracion mas alta de leptocarpina utilizada. En el caso de linea
CCD 841 CoN (figura 10 F), presentd una disminucion significativa a partir de 4 uM de
leptocarpina, con un valor de p < 0.0003, registrando una sobrevivencia del 87% a esta
concentracion. En cuanto a DHF, el cultivo de fibroblastos de dermis no tumoral (ﬁguré
10 G), no presenté una disminucion significativa de la viabilidad a bajas
concentraciones, generandose este efecto a partir de 6 pM del compuesto, con un valor

de p <0.0045 con un porcentaje de sobrevivencia de 90% a esta concentracion.
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Figura 10. Efecto de Leptocarpina sobre viabilidad celular a 72 horas. Los datos presentados
corresponden a porcentajes de celulas viables respecto al control en funcién de la concentraciéon de

leptocarpina. Los resultados graficados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes, (*

p < 0.0045; calculado respecto al control).
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Posteriormente se analizé el efecto de leptocarpina sobre la viabilidad celular a
diferentes tiempos, para lo cual las células fueron tratadas con leptocarpina por 24, 48 y
72 horas. En las lineas HT-29, MCF7 y PC-3 (figura 11 B, C y D) leptocarpina present6
un efecto significativo desde 5 UM a 24 horas, registrando porcentajes de sobrevivencia
de 89% en relacion al control, con una valor de p < 0.0305. En cuanto a 48 y 72 horas
todas las concentraciones presentaron una reduccién significativa, con valor de p
<0.0266 obteniendo porcentajes de sobrevivencia que oscilan entre 94% a 9%. En
cuanto a las lineas celulares MDA MB-231 y DU 145 (figura 11 E y A), leptocarpina a
24 horas de tratamiento present6 un efecto significativo a partir de 4 uM con un valor de
p = 0.0182 con porcentajes de sobrevivencia de 91% a 54 %. A 48y 72 horas, teniendo
en todas las concentraciones un efecto significativo sobre la viabilidad celular con un
valor de p = 0.0155 con porcentajes de sobrevivencia entre 87% y 19 % en relacién al
control. En el caso de CCD 841 CoN (figura 11 F) a 24 y 48 horas se presenta un
efecto significativo a partir de 5 uM con un valor de p < 0.0007, registrando porcentajes
de sobrevivencia dede 80% a 44 % en relacién al control, a 72 horas se presenta un
efecto significativo a partir de 4 pM con un valor de p <0.0003 con un porcentaje de
sobrevivencia a la mas alta concentracién de leptocarpina de 26 % en relacion al
control. Los resultados muestran que en la linea no tumoral DHF (figura 11 G)
leptocarpina no presentéd efecto significativo a 24 horas en todas las concentraciones
utilizadas (2.5, 4, 5, 7 y 10 uM), a 48 horas de tratamiento a partir de 5 pM de
leptocarpina se observé una disminucion significativa al igual que con el tratamiento por
72 horas con un valor de p £0.0245 con un porcentaje de sobrevivencia de 95% a 84%

en relacion al control

35



A DU-145 B. HT-29
n no
B
S Hnau
@
= S
— 3
= us
g :
>
—_ 3)
?, 27
[} El
: 2
a o
Sontial 5% 5 = % 38 Contral 25 4 5 7 10
= Concantracion (M) Concantracion (uM)
-.a m2d ®ad m.d m2d M 3d
C. MCF7 D. PC-3
e " no
- - -
= =
= " c
8 8
~ 2 e
3 A
. g g
g H
§ §
8 3
-~ o o
Control 25 4 5 7 10 Caontrol 25 4 S 7 10
- Concantracion (uM) Concentracion (uM)
-, d - 2d M 3d -,ad - 2d m 3d
(2
< "na
—~
B
T s
—~ 8
»
>
=
— )
g 58
= H
=
2
o
o 276
- =
- Caontrol 25 4 5 7 10
Concentracion (UM)
- d « 2d m3d
' F. CCD 841 CoN G. DHF
. 1 1na
< = B
8 =
= 7
g *™* g
£ >
2
E g
& =
& g
=
i 8
2« ®
& o
2
= ~ Control 25 4 B 7 10 Canlrol 25 4 5 7 10
Concantracion (uM) Concentracion (M)
- d m 2d w 3d - 14d m|m2a - 3d

Figura 11. Efecto de Leptocarpina sobre viabilidad celular a 24, 48 y 72 horas. Los datos
- presentados corresponden a porcentajes de células viables respecto al control en funcion de la
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concentracion de leptocarpina. Los resultados graficados corresponden al promedio de 3 experimentos

independientes, (* p < 0,0305; calculado respecto al control).
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4.2. Ensayo clonogénico

El ensayo de formacién de colonias es un ensayo de supervivencia celular in vitro
basado en la capacidad de una sola célula de producir progenie hasta alcanzar la
formacion de una colonia. Este ensayo nos permite determinar el efecto que presenta
leptocarpina sobre la supervivencia clonogénica de las diferentes lineas celulares
estudiadas. Para realizar el analisis de los datos obtenidos tras el procedimiento de
clonogenia es necesario el calculo de los valores de la eficiencia de sembrado (PE) de
cada linea celular y de la fraccion de sobrevivencia (SF) de estas, para esto utilizamos

las formulas entregadas por el protocolo de Franken et al., 2006.

Como referencia sabemos que los PE de las lineas utilizadas son las siguientes:
PC-3: 50-60%; DU 145: 50-60% (Franken et al., 2006);

MCF7: 45-60%; HT-29: 35-45% (Liebmann et al., 1993).

Los valores de PE obtenidos fueron: en la linea celular PC-3 fue de un 64%, en la linea
celular HT-29 fue de un 79.2%, en la linea MCF7 fue de un 43.32%, en CCD 841 CoN

fue de un 81% y en la linea celular DU 145 fue de un 49.33%. Los valores obtenidos de

la fraccion de sobrevivencia son detallados en la tabla 3.
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Fraccion de sobrevivencia

0
5FU (25 uM) 2.5 uM 7 uM 25 uM
Concentracion (uM)
o PC-3 o HT-29 MCF7 o CCD 841 CoN © DU-145

Figura 12. Curva de sobrevivencia celular derivada del ensayo de clonogenia. Se grafican los
valores de los porcentajes de la fraccion de sobrevivencia obtenidos tras el tratamiento con leptocarpina
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"Control 5FU 25 uM

Leptocarpina 2.5
uM

Leptocarpina 7 ul

Leptocarpina 25 ulM
hi
Tabla 3. Valores de la fraccion de sobrevivencia obtenidos tras el ensayo de clonogenia. Los

valores de SF (porcentaje) representados en esta tabla son obtenidos tras tres replicas realizadas, los
cuzles fueron normalizados con el control con DMSO al 0.1%.

Control
DMSO Control 5FU 2.5 uM 7 uM

(9]

-3.

Figura 13. Fotografias representativas del ensayo de clonogenia de la linea celular P
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4.3. Analisis de la morfologia celular y nuclear por medio de tinciéon de Hoechst
33342

En las figuras 15, 16, 17 y 18 se muestran las fotografias de contraste de fase y
epifluorescencia de las lineas CCD 841 CoN (figura 14), MCF7 (figura 15), HT-29
(figura 16) y PC-3 (figura 17). Las células fueron tratadas con 7 y 25 uM de
leptocarpina por 48 horas. En las fotografias de contraste de fase de las lineas
celulares control (DMSO 0.1 %) se observo la forma caracteristica de cada linea
celular, a diferencia de las células tratadas con leptocarpina, donde podemos visualizar
una disminucién en el tamano celular, perdida de la forma, disminucién del numero de
células, formacion de los llamados blebbing (burbujas en la membrana celular) y la
aparicién de cuerpos apoptoticos. Algunos de estos procesos fueron resaltados con un
circulo rojo. Se observé que a mayor concentracién de leptocarpina mayor es el
porcentaje de células que presentan estas caracteristicas. Como control positivo
utilizamos un compuesto inductor de apoptosis (figuras 14 B, 15 B, 16 By 17 B), las
células fueron tratadas con 5FU a una concentracion 25 pM, donde se observaron

caracteristicas similares a las que fueron tratadas con leptocarpina .

Posterior al tratamiento se realiz6 la tincion con Hoechst 33342 para la visualizacion de
la morfologia nuclear y la distincion de indicios de procesos apoptéticos (condensacion
ylo fragmentacion de la cromatina), los nlcleos que presentaban una mayor intensidad '

de fluorescencia fueron marcados con flechas rojas (fotografia derecha).

Con esto logramos identificar una morfologia propia de un proceso apoptotico, que se
estaria generando tras el tratamiento con leptocarpina (Akter et al., 2012). Para la
determinar el proceso de muerte celular que se genera tras el tratamiento con

leptocarpina se realizaron mediciones de la actividad de caspasas en este proceso.
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Figura 14. Fotografia de la linea CCD 841 CoN tratada con Leptocarpina 48 Horas. A. Control (01%
de DMSO) B. Control con 5-FU C. Leptocarpina 7 pM D. Leptocarpina 25 puM. Contraste de fase
(lzquierda) y epifluorescencia con luz ultravioleta tefidas con Hoechst 33342 (Derecha). Las flechas
rojas nos indican nucleos condensados y/o fragmentados y los circulos rojos muestran caracteristicas
morfologicas de células en proceso de muerte.
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Figura 15. Fotografia de la linea MCF7 tratada con Leptocarpina 48 Horas. A. Control (0.1% de
DMSO) B. Control con 5-FU C. Leptocarpina 7 uM D. Leptocarpina 25 uM. Contraste de fase (lzquierda)
y epifluorescencia con luz ultravioleta tedidas con Hoechst 33342 (Derecha). Las flechas rojas nos
indican nucleos condensados y/o fragmentados y los circulos rojos muestran caracteristicas

morfologicas de células en proceso de muerte
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Figura 16. Fotografia de la linea HT-29 tratada con Leptocarpina 48 Horas. A. Control (0.1% de

DMSO) B. Control con 5-FU C. Leptocarpina 7 uM D. Leptocarpina 25 uM. Contraste de fase (lzquierda)
y epiflucrescencia con luz ultravioleta tefidas con Hoechst 33342 (Derecha). Las flechas rojas nos
indican nucleos condensados y/o fragmentados y los circulos rojos muestran caracteristicas

morfologicas de células en proceso de muerte







Figura 17. Fotografia de la linea PC-3 tratada con Leptocarpina 48 Horas. A. Control (0.1% de

DMSO) B. Control con 5-FU C. Leptocarpina 7 uM D. Leptacarpina 25 pM. Contraste de fase (lzquierda)
y epifluorescencia con luz ultravioleta tefidas con Hoechst 33342 (Derecha). Las flechas rojas nos
indican nucleos condensados y/o fragmentados y los circulos rojos muestran caracteristicas
morfologicas de células en proceso de muerte.
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4.4. Determinacién del potencial de membrana mitocondrial mediante citometria

de flujo

Uno de los criterios bioquimicos para la determinaciéon de un proceso apoptético es la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial. La permeabilizaciéon de esta membrana
deriva en la liberacion de moléculas que inducen la activacién de caspasas, proteasas
centrales en el proceso apoptotico. Ademas previamente se habia descrito que otras
lactonas sesquiterpenicas tenian un efecto sobre la permeabilidad de la membrana
mitocondrial, es por esto que analizamos la funcionalidad de la membrana mitocondrial

mediante un ensayo que indica cambios en la permeabilidad de la membrana de esta.

Mediante el marcaje de las células con Rodamina 123 evaluamos el efecto de
leptocarpina a 7 y 25 uM por 24 y 48 horas sobre la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial. En la figura 18 se observa que en las lineas HT-29 (figura 18 B), DU 145
(figura18 C), MCF7 (figura 18 D) y PC-3 (figura 18 F) leptocarpina present6 un efecto
significativo en todas las concentraciones y tiempos analizados sobre la permeabilidad
de la membrana mitocondrial. En el caso de la linea MDA MB-231 (figura 18 E)
leptocarpina solo presento un efecto significativo a 48 horas en ambas concentraciones
de tratamiento. DHF (figura 18 A) solo presento efecto significativo a 25 uM en ambos
tiempos, al igual que CCD 841 CoN (figura 18 G) que presentd un efecto significativo a
25 uM por 24 horas. Estos resultados indican que existe un efecto diferencial a nivel de

la permeabilidad mitocondrial entre las células tumorales y no tumorales.
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Figura 18. Efecto de leptocarpina sobre la permeabilizacién de membrana mitocondrial. Los
resultados fueron expresados como porcentajes de células que presentan permeabilidad de membrana
mitocondrial intacta tras el tratamiento con leptocarpina a 0, 7 y 25 UM por 24 y 48 horas. Las diferencias
estadisticamente significativas en relacion al control se marcan con un asterisco (* p<0.0010).
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Sample Name
DU-14S5 25 uM 48Hr.009
DU-145 25 uM 24Hr.011
DU-14S5 7 uM 48Hr.010
DU-145 7 uM 24Hr.012
DU-145 CTRL DM50.008

] ] )

10 10 102 10 10

Figura 19. Imagen de histograma obtenido tras el analisis de la permeabilidad de la membrana
mitocondria en las linea celular DU 145. Histograma representativo de los ensayos realizados con
Rodamina 123 (1 pM), donde podemos observar como la intensidad de fluorescencia disminuye
(movimiento de la curva hacia la izquierda) a medida de aumenta la concentraciéon de leptocarpina y el
tiempo de exposicion.
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4.5. Analisis de la actividad de caspasas mediante marcaje con CaspACE™ F|TC-
VAD-FMK y medicién con citometria de flujo

La activacion de caspasas es uno de los sellos mas distintivos del proceso apoptético y
es por esto que se analizd la actividad de estas proteasas tras el tratamiento con
leptocarpina a diversos tiempos y concentraciones. Para ello se realizé el marcaje con
CaspACE™ FITC-VAD-FMK que permite detectar la activacion de caspasas, ya que
este analogo fluorescente del inhibidor pan caspasa Z-VAD-FMK (carbobenzoxi-valil-
aspartil-(o metil)-fluormetilcetona). Al ser cortado por la caspasa activa, VAD-FMK es
capaz de generar una union irreversible con las caspasas (Slee et al, 1996). Se
aprovecha esta union y el grupo carbobenzoxi (Z) es sustituido por el grupo isotiocinato
(FITC), el cual es detectable y cuantificable por métodos fluorimétricos, en éste caso a
traveés de un citémetro de flujo. Tras la exposicion a leptocarpina a 12 y 24 horas, las
celulas fueron marcadas con CaspACE™ FITC-VAD-FMK, para su posterior medicion
con citometria de flujo. En la linea no tumoral CCD 841 CoN (figura 20 A) tratadas por
12 horas con leptocarpina no mostraron actividad significativa de caspasas a ninguna
concentracion, estaurosporina muestra el mismo comportamiento. A las 24 horas de
tratamiento (figura 20 B) se registro actividad significativa de caspasas a partir de 5 uM
de leptocarpina, staurosporina no mostré actividad significativa. En la linea celular PC-3
(figura 20 C) se observo actividad de caspasas en todas las concentraciones de
leptocarpina siendo el punto mas alto a 25 pM, a las 24 horas de tratamiento (figura 26
D) la actividad de caspasas disminuye en relacion a las obtenidas a 12 horas de
tratamiento, registrandose actividad significativa de caspasas a partir de 5 pM de
leptocarpina. La linea celular MCF7 (figura 21 A) a las 12 horas de tratamiento con
leptocarpina presentd actividad significativa de caspasas a 2.5 y 7 uM del compuesto,
estaurosporina no presenté actividad significativa a este tiempo. A las 24 horas de
tratamiento (figura 21 B) con leptocarpina se registraron los mayores niveles de
actividad de caspasas en esta linea celular. En el caso de la linea celular HT-29 (figura
21 C) a las 12 horas de tratamiento con leptocarpina no se registrd actividad de
caspasa significativo. A las 24 horas de tratamiento (figura 21 D) se registré actividad

significativa de caspasas en todas las concentraciones de leptocarpina.

53



Actividad Caspasas CCD 841 CoN

A Aclividad Caspasas CCD 841 CoN B

g
2
=3
2
o
% L)
E
:
T
<

06
o
Concentracian (M) Concentracian (uM)
| Controt = Stawosponna 1 = Laptocaspina 2.5 B Conwol B S 1wl 25 mL 5
M Leplocapina7. W e 25 M Loplocarpra 7 W Lepiocarpina 25
Act pasas PC-

c Aclividad Caspasas PC-3 = D vided Ces 3

18
12

i

§ )

3 6

3

s *

2
. : * *

®
o
Concentracion (uM)
Concantracién (uM)
o Conrex B Siaurosp 1 om L 25 m.L 7 H Coouol [ ] p 18 25 M Loplecupnas B L pna 7

B Leplocarpina 25 B Lepiocarping 25

Figura 20. Cuantificacién de los resultados obtenidos tras el marcaje con CaspACE™ F|TC-VAD-
FMK Los resultados fueron expresados como numero de veces en relacion al control con DMSO 0.1%.
Las lineas celulares CCD 841 CoN tratadas por 12 horas (A), por 24 horas (B), PC-3 tratadas por 12

horas (C) y por 24 horas (D) con leptocarpina a 2.5, 5, 7 y 25 UM (* p < 0,0476; calculado respecto al

control).
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Figura 21. Cuantificaciéon de los resultados obtenidos tras el marcaje con CaspACE™ FITC-VAD-
FMK. Los resultados fueron expresados como numero de veces en relacion al control con DMSO 0.1%.
Las lineas celulares MCF7 tratadas por 12 horas (A), 24 horas (B), HT-29 tratadas por 12 horas (C) y por

24 horas (D) con leptocarpinaa 2.5, 5, 7y 25 uM (* p = 0,0097; calculado respecto al control).
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4.6. Determinacion de la activacion de la Caspasa 3/7

4.6.1. Actividad de Caspasa 3/7

Uno de los factores mas caracteristicos de un proceso apoptético es la activacion de
caspasa 3/7. Para ello se utilizé un ensayo colorimétrico con el sustrato DEVD-pNA, el
cual es cortado por caspasa 3/7 si ésta se encuentra activa. El ensayo se realizo tras el
tratamiento con leptocarpina (7 y 25 pM) en las lineas MDA MB-231, HT-29, DU 145,
DHF, MCF7 y PC-3 a diferentes tiempos (6, 18 y 24 horas). En la linea MDA MB-231
(figura 22 A) se registr6 actividad de caspasa 3/7 a ambas concentraciones por 6 y 18
horas ue tratamiento registrandose un aumento de 1.9 veces en referencia al control, a
24 horas no se registré actividad de caspasa significativa a ninguna concentracién de
leptocarpina probada. En la linea DU 145 (figura 22 B) no se observé un aumento de
actividad de caspasa 3 significativa a ningun tiempo y concentracién utilizada. En el
caso de HT-29 (figura 22 C) se registré actividad de caspasa 3/7 a partir de las 18
horas de tratamiento en todas las concentraciones utilizadas, registrandose un
aumento de 1.6 veces en referencia al control. En la linea celular DHF (figura 22 F) no
se registro actividad de caspasa significativa. En la linea celular MCF7 (figura 22 E) no
se obtuvo actividad a 7 uM por 24 horas, en el resto de las concentraciones y tiempos
probados si registraron actividad de caspasa 3/7 alcanzando un aumento de 1.19
veces en referencia al control. En cuanto a la linea celular PC-3 (figura 22 D) se’
obtuvo actividad de caspasa 3/7 en todas las concentraciones y tiempos probados
exceptuando 7 uM por 24 horas, destacando que en esta linea es donde se observaron
los niveles de actividad mas altos entre todas las lineas analizadas alcanzando un

aumento de la actividad de caspasa 3/7 de 2.52 veces en referencia al control.
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Figura 22. Efecto de Leptocarpina sobre la actividad de Caspasa 3/7. Las lineas MDA MB-231,
HT-29, DU 145, DHF, MCF7 y PC-3 fueron tratadas con 7 y 25 pM de leptocarpina por 6, 18 y 24 horas,
estan fueron analizadas mediante espectrofotometria y representadas como numero de veces en

relacion al control.
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4.6.2. Viabilidad celular en presencia de inhibidor de Caspasa 3/7 (Ac-DEVD-CHO)

Otra forma de demostrar la activacién de caspasa 3/7 en el proceso de muerte
generado con leptocarpina fue analizar el efecto sobre la viabilidad celular del
compuesto tras un pretratamiento con el inhibidor de caspasa 3 y 7 (Ac-DEVD-CHO) en

las diversas lineas.

Los resultados mostrados en la figura 24 indican que en la linea celular MDA MB-231
(figura 23 A), el pretratamiento con el inhibidor (50 y 100 uM) indujo una recuperacion
significativa de la viabilidad celular afectada por leptocarpina a las dos concentraciones
utilizadas (7 y 25 pM) con valores de p <0.0039. En la linea celular PC-3 (figura 23 B)
la presencia del inhibidor solo presenté una recuperacion significativa de la viabilidad
celular en las células tratadas con leptocarpina 7 uM con un valor de p <0.0039. En las
lineas celulares de DHF, DU 145 y CCD 841 CoN (figura 23 G, E y F) no presentaron
diferencia significativa en ninguna de las concentraciones probadas. HT-29 (figura 23
C) presenté una diferencia significativa a 25 UM en ambas concentraciones del
Inhibidor, con un valor de p <0.0079. La linea celular MCF7 (figura 23 D) presenté una
diferencia significativa a 25 pM con una concentracion de 50 uM del inhibidor, con un
valor de p <0.0313.
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Figura 23. Efecto de Leptocarpina sobre la viabilidad celular tras pretratamiento con inhibidor de
caspasa 3/7. Las lineas MDA MB-231, PC-3, CCD 841 CoN, MCF7, HT-29, DHF y DU 145 pre tratadas
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TSR -

con el inhibidor de caspasa 3/7 (Ac-DEVD-CHO 50 uM y 100 pM) fueron posteriormente tratadas con
leptocarpina (7 y 25 UM por 72 horas). Se cuantifico la viabilidad celular mediante el ensayo de SFB, los
datos presentados corresponden a porcentajes de células viables respecto al control en funcion de la
concentracién de l|eptocarpina. Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos

independientes, (* p < 0,0313; calculado respecto células pre tratada v/s no pre tratadas).
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4.7. Efecto de leptocarpina sobre el Ciclo celular

Los procesos de apoptosis y ciclo celular se encuentran ampliamente ligados, ya que
en primer lugar los procesos apoptoticos son exclusivos de tejidos proliferativos.
Segundo, la intervencién del ciclo celular puede prevenir o potenciar la apoptosis
dependiendo del punto de detencion, ya que existen proteinas que participan en ambos
procesos (Meikrantz y Schlegel, 1995). Es por esto que un arresto en el ciclo celular

conlleva a una potencial induccion de un proceso de muerte celular (Alenzi, 2004).

La cuantificacién del ADN se basa en la capacidad del ioduro de propidio de unirse
estequiométricamente a la doble cadena de ADN, unido al uso del citometro de flujo se
puede cuantificar la cantidad de ADN en las células. Tras este analisis en la linea CCD
841 CoN se registréo un aumento de las células que se encuentran en la fase subG1,
esta fase indica la presencia de una cantidad de ADN menor al de una células en
reposo y se asocia a la presencia de cuerpos apoptoticos. Este aumento es
dependiente de la concentracion de leptocarpina. De la misma forma se observd un
aumento en el porcentaje de células que se encuentran en fase G1 y una disminucién
de las celulas que se encuentran en G2/M, estos comportamientos al igual que el
anteriormente mencionado son dependientes de la concentracion de leptocarpina,.
MCF7 presenté el mismo comportamiento. Las células PC-3 mostraron un aumento en
el porcentaje de células en fase subG1 correlacionado con el aumento de la
concentracion de leptocarpina, en el caso de las células que se encuentran en la fase
G1 se registr6 un aumento en relacién al control. En el caso de HT-29 existe un
aumento en el porcentaje celular en fase G1 a medida que aumenta la concentracién de
leptocarpina. El analisis estadistico para cada linea celular y cada fase del ciclo celular

esta detallado en la tabla 9.
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Figura 24. Fases del ciclo celular obtenidas tras tratamiento con leptocarpina por
24 horas. Las células fueron marcadas con loduro de Propidio para la cuantificacion del )
ADN vy la clasificacion en las correspondiente fase del ciclo celular. Los datos fueron
analizados con el programa FloJo. La zona de color azul representa las células que se
encuentran en fase G0/G1, la zona verde corresponde a las células que se encuentran

en fase S, la zona roja las células que se encuentran en fase G2/M.
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4.8. Analisis del factor de transcripcion NF-kB

NF-kB es un factor de transcripcion dimérico que es responsable de la activacién de la
expresion de muchos genes involucrados en procesos de inflamacion y apoptosis entre
otros. En células no estimuladas NF-kB es retenido en el citoplasma mediante la
interaccion con su inhibidor |kB. En respuesta a diferentes estimulos proinflamatorios
este es liberado de su inhibidor para translocar al nlcleo. La capacidad de este factor
de transcripcion de activar diversos procesos anti apoptoticos lo convierte en un blanco

de inhibicién de la terapia contra el cancer (Docet et al., 2005).

4.8.1. Analisis de la actividad de NF-kB

Una vez que NF-kB se activa y transloca al nlcleo es capaz de unirse a sus genes
dianas, algunos de estos genes son ampliamente conocidos existiendo una secuencia
de consenso de unién del factor de transcripcion al ADN (Baichwal y Baeuerle,1997).
Este hecho nos permite medir las proteinas activas de NF-kB, mediante la unién de

este con las secuencias consenso.
Las lineas celulares tratadas con leptocarpina mostraron una ausencia de actividad de

la proteina NF-kB, comportamiento similar al que se presento cuando las células fueron
tratadas con el inhibidor de NF-kB (CAPE).
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Figura 25. Efecto de leptocarpina sobre la actividad de NF-kB. Las lineas celulares HT-29, PC-3,
MCF7 y CCD 841 CoN que fueron tratadas con leptocarpina 7 pM por 24 horas, fueron ademas pre

tratadas con TNF-a por 1 hora, luego fueron procesadas segln las instrucciones del kit para medir NF-

kB y el resultante croméforo cuantificado por espectrofotometria. Las absorbancias obtenidas a 450 nm

fueron graficadas.
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4.8.2. Analisis de la inmunolocalizacion de NF-kB

La actividad de NF-kB depende de su localizacion celular, si esta en el citoplasma se
encuentra formando un complejo con |kB, el que oculta sus secuencias de destino
nuclear, y por tanto, se mantiene transcripcionalmente inactivo. Es por esto que cuando
IkB es fosforilado y posteriormente degradado, NF-kB es liberado para translocar al

ntcleo donde se une a las secuencias consenso de genes blanco (Docet et al., 2005).

Para visualizar la localizacion del factor NF-kB, se utilizd el anticuerpo contra la forma
activa del factor, que se une a la serina 276 que es fundamental en la union con |kB
(Bergquvist et al., 2008). Lo que logramos observar en las inmucitoquimicas realizadas a
las diversas lineas celulares, es que leptocarpina es capaz de bloquear la localizacion
nuclear del factor, ya que en presencia de leptocarpina no observamos marca del
anticuerpo en el nucleo, incluso cuando las células son estimuladas con TNF-a, un
conocido inductor de la actividad de NF-kB. El mismo efecto que se observé con
leptocarpina se puede observar con CAPE, un inhibidor de NF-kB. En las figuras 26 y

27 se muestran imagines de las inmunocitoquimicas realizadas.
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Figura 26. Inmunocitoquimica de la linea celular CCD 841 CoN marcadas con el anticuerpo anti NF-
kB. (A) Control Positive TNF-a (estimulador de NF-kB); (B) Pre estimuladas con TNF-a para posterior
tratamiento con 7 UM de |leptocarpina por 24 horas; (C) Control con DMSO 0.1%, (D) Células tratadas con -
leptocarpina 7 UM por 24 horas. (E) Control negativo CAPE (inhibidor de NF-kB) 25 mg/ml por 2 horas.
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Figura 27. Inmunocitogquimica de la linea celular MCF7 marcadas con el anticuerpo anti NF-kB. (A)

Control Positivo TNF-a (estimulador de NF-kB), (B) Células pre estimuladas con TNF-a para posterior
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tratamiento con 7 UM de leptocarpina por 24 horas; (C) Control con DMSO 0.1%; (D) Leptocarpina 7 uM
por 24 horas.
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4.9 Analisis de la inmunolocalizaciéon de HIF-1a

HIF-1a se encuentra implicado en procesos realizados bajo hipoxia tanto en células
tumorales como tejidos normales asociados a la expresion de genes relacionados con
glicolisis y angiogenesis. Es por esto que es un potencial blanco de estudio para el

tratamiento de procesos tumorales e inflamatorios (Semenza, 2003).

Es por esto que se utilizé un anticuerpo capaz de detectar la forma activa de HIF-1a, ya
que es capaz de reconocer una secuencia interna de este factor. Como logramos
observar en las imagenes de la figura 28, HIF-1a no presenta una expresion basal
percibible (figura 28 C), solo al ser estimulado con EGF (figura 28 A) se presenta
marca nuclear. Al tratar con leptocarpina las células estimuladas con EGF (figura 28 B)
la marca nuclear se pierde. En células tratadas con genisteina, un inhibidor de HIF-1, no

se observo marca del anticuerpo (Figura 28 E).
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Figura 31. Inmunolocalizaciéon de HIF-1a en la linea celular HT-29. (A) Control positivo EGF
(Estimulador de HIF); (B) Células estimuladas con EGF y tratadas con leptocarpina 7 uM por 24 horas;
(C) Control con DMSO 0.1%; (D) leptocarpina 7 uM por 24 horas; (E) Inhibidor de HIF-1, Genisteina.
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5. Discusion

Mas del 60% de las drogas anticancerigenas son originadas a partir de fuentes
naturales (Orofino-Kreugera et al., 2012) y por ello la investigacion actual esta dirigida al
desarrollo de farmacos que apunten a la lucha contra moléculas claves que participan
en procesos celulares, asociados al desarrollo tumoral. Para esto se han realizado
diversos estudios sobre un amplio espectro de metabolitos secundarios extraidos de
diferentes fuentes naturales. Los primeros compuestos derivados de plantas que fueron
aprobados por la U.S. Food and Drug Administration o FDA (Administracién de
alimentos y drogas de Estados Unidos de Norteamérica) son el alcaloide vincristina
derivado de la Vinca, conocido en la actualidad como Oncovin® (Cragg et al.,, 2009) y
los taxanos derivados del Tejo del Pacifico, conocido como paclitaxel o taxol®
(Rowinsky et al., 1992). En los ultimos anos, las propiedades anticancerigenas de las
SLs han atraido un gran interés. Una amplia investigacién ha sido llevada a cabo para
caracterizar los mecanismos moleculares de sus actividades contra el cancer, asi como
su uso potencial como quimiopreventivos y agentes quimioterapéuticos. En nuestro
caso la lactona sesquiterpénica leptocarpina, se ha documentado en estudios previos
que presenta una actividad biologica, demostrandose que afecta la biosintesis de
proteinas en celulas HelLa (Martinez et al., 1995). Por otro lado, estudios posteriores
confirmaron este comportamiento en lineas celulares de diferente origen como la P-815
(mastocitoma de ratén), NSO-2 (mieloma murino), J774.2 (macréfagos humanos), CHO '
(células de ovario de hamster chino) (Martinez et al.,, 2006). También existen estudios
del efecto citotoxico en las lineas celulares hematologicas HL60 (leucemia
promielocitica) con un ICso de 22.7 uM, U937 (leucemia monocitica) con ICso 19.8 uM
tratadas por 24 horas (Mena, 2008) y HelLa con una sobrevida de 34% con un
tratamiento de 30 uM por 24 horas (Martinez et al., 2006).

Nuestros datos indican que leptocarpina presenta actividad citotoxica en las lineas
celulares estudiadas registrando los siguientes ICso (concentracion inhibitoria del 50%)
tras el tratamiento por 72 horas para la linea DU 145 un ICs0 2.04 + 0.82 uM, en la linea
HT-29 se registro un ICs0 3.77 pM + 0.23, en la linea MCF7 se registro un ICso 3.08 +

74




0.29 uM, en la linea MDA MB-231 ICs0 6.35 pM + 0.45, en la linea PC-3 se registré un
ICs0 4.47 uM £ 0.33 y finalmente en las lineas no tumorales DHF un ICso de 18.74 M +
3.52 y en CCD 841 CoN un ICso de 5.22 pM £ 0.31. Otras lactonas sesquiterpénicas
como parthenolide registran valores de Inhibicion celular (ICso) en las lineas celulares
MCF7 de 11 puM (Wu et al,, 2006), DU 145 de 8.9 pM, MDA MB-231 de 7.4 uM
(Wyrebska et al., 2013), HT-29 de 7 uM ( Parada-Turska et al., 2007) y PC-3 de 14.5 uM
(Liu et al., 2010). Sin embargo, comparando con otro compuesto de origen natural, el
paclitaxel que es utilizado en la actualidad como quimioterapéuticos, tenemos un ICso
de 2 nM en DU 145 (Ranganathan et al., 1998) y de 30 nM en MDA MB-231 (Patel et
al., 2000). Los menores valores de |Cso registrados para leptocarpina son en la linea DU
145, senalandola como la mas sensible ante el compuesto. Por lo contrario, la linea
DHF es la que presenté el mayor valor de inhibicion celular por lo que resulta ser en
éste estudio la menos sensible a leptocarpina. Esto nos indicaria que existe un cierto
grado de especificidad por parte de leptocarpina, corroborando esto al calcular y
habiendo un alto indice de selectividad (>3, alta selectividad; Mahavorasirikul et al.,
2010). Leptocarpina presenta valores de indice de selectividad que van desde 2.95 a
9.23 en las diferentes lineas celulares estudiadas. Parthenolide por su parte presenta
un indice de selectividad de 3.6 (Wu ef al., 2010) a 6.4 (Izumi et al., 2008) y en el caso
de 5FU, éste presenta un indice de selectividad entre 2.0 a 10.8 (Mahavorasirikul et al.,
2010).

La disminucién de la viabilidad celular observada al tratar las diversas lineas celulares
con leptocarpina fue dependiente e inversamente proporcional tanto de la dosis
aplicada como del tiempo de tratamiento con leptocarpina, presentando una alta
selectividad. Estos dos factores presentan a leptocarpina como un compuesto atractivo
para la utilizacién no solo como terapeutico sino que como un tratamiento preventivo del
cancer. En comparacién a otros compuesto ya sean de origen natural o artificial que se
encuentran en estudio, leptocarpina muestra una alta capacidad citotoxica con una alta

selectividad.

Una de las caracteristicas mas comunes de una ceélula cancerosa es la capacidad de

proliferar indefinidamente, por lo tanto, una célula que es incapaz de dividirse y producir
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un gran numero de progenie se considera muerta, esto se conoce muy comunmente
como perdida de la integridad reproductiva o la muerte reproductiva. La capacidad de
una sola celula para convertirse en una gran colonia que puede visualizarse a simple
vista es la prueba de que ha conservado su capacidad de proliferacion (Munshi et al.,
2005). La capacidad de las lineas celulares estudiadas de ser clonogénicas es
dependiente de la concentracion de leptocarpina y del tipo celular estudiado ya que a
bajas concentraciones en la linea celular PC-3 leptocarpina no presenta efecto. En el
caso de otras lactonas como parthenolide la fraccion de sobrevivencia se encuentra
entre un 20% a 80% dependiendo del tipo celular y de la concentracién utilizada del
compuesto (Nakshatri et al, 2004), este comportamiento es similar al presentado por

leptocarpina.

El tratamiento con el compuesto genera cambios de la morfologia celular e induce
caracteristicas morfolégicas propias de un proceso de muerte celular por apoptosis
como la condensacion y/o fragmentacion de la cromatina, la formacién de blebbing, la
disminucion del volumen celular y la pérdida de la forma celular (Akter et al., 2012).
Caracteristicas de este tipo se han observado en tratamiento de células cancerosas con

otras lactonas sesquiterpénicas como parthenolide (Cheng y Xie, 2011).

La mitocondria juega un rol critico en la induccion y regulacién de la apoptosis, esta via
esta asociada con cambios de permeabilidad de la membrana mitocondrial y la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial, este proceso es activado principalmente por
las proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2 y por un aumento en los niveles de
especies reactivas de oxigeno (Henry-Mowatt ef al., 2004). La disminucién del potencial
de membrana mitocondrial y por consiguiente aumento de la permeabilidad de
membrana mitocondrial registrados tras el tratamiento con leptocarpina nos indican el
inicio de un proceso de muerte celular. Este comportamiento también ha sido descrito
para la accion de otras lactonas sesquiterpénicas como parthenolide (Guzman et al.,

2005). En estudios anteriores de células tratadas con leptocarpina se registraron
aumentos de los niveles de expresion la proteina pro-apoptética p21WAF'1, disminucién

de la expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 y un aumento de los niveles de ROS
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circulantes (Mena, 2008), estos cambios podrian estar implicados en el proceso de

permeabilizacion de la membrana mitocondrial que se registré en este trabajo.

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial conlleva a la liberacién de diversos
factores pro-apoptoticos que desencadenan en la activacién de caspasas, proteinas
efectoras del proceso de muerte celular programada. Mediante el marcaje con
CaspACE™ FITC-VAD-FMK que nos permitio detectar la actividad de caspasas que
podrian estar involucradas en un procesos apoptético. Como control positivo utilizamos
estaurosporina 1 uM, compuesto natural (Alcaloide) extraido de Streptomyces
staurosporeus y que es utilizado para uso clinico y de investigacién como un inductor
de apoptosis (Belmokhtar et al, 2001). En el caso de estaurosporina esta presenta un
efecto en todas las lineas celulares estudiadas con la excepcién de la linea no tumoral
CCD 841 CoN, este comportamiento ha sido observado en otras lineas no tumorales
(Baltuch et al, 1993). El tratamiento con estaurosporina por 12 horas en la linea celular
MCF7 no muestra activacion de caspasas, esto se puede deber a que el tiempo de
exposicion fue menor al requerido para la activacion de las caspasas, esto se reafirma
con los resultados positivos obtenidos tras 24 horas de exposicién con estaurosporina.
Estudios previos indican que estaurosporina es capaz de generar apoptosis en MCF7 a
pesar de la ausencia de caspasa 3 (Ofir et al., 2002) en esta linea celular, ya que es
capaz de activar caspasa 6 (Mooney et al, 2002). Es posible que la actividad de
caspasas registrada con el tratamiento de leptocarpina en MCF7, se deba a la
activacion de caspasa 6. Las actividades registradas tras el tratamiento con
leptocarpina en las lineas celulares estudiadas demuestran que nuestro compuesto

genera la activacion de estas proteasas participantes en el proceso de muerte celular.

Una de las caspasas efectoras predominantes es caspasa 3, esta caspasa suele
encontrarse con mayor abundancia y actividad en las células (Thornberry et al., 1997),
es por esto que se utiliza como un marcador distintivo de un proceso apoptotico. Tras el
tratamiento con leptocarpina se registré un aumento en la actividad de caspasa 3
exceptuando las lineas DU 145 y DHF. Esto podria estar indicandonos que leptocarpina
es capaz de generar procesos de muerte celular tanto dependientes como

independientes de caspasa 3. La activacion de procesos de muerte celular programada
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dependientes e independientes de caspasa 3/7 se han observado:en otros compuestos
utilizados en la actualidad como paclitaxel (Ofir et al., 2002) o estaurosporina
(Belmokhtar et al., 2001), es decir que el tipo de muerte celular que se estaria

generando por el tratamiento con leptocarpina es dependiente del tipo celular y del
estado de la célula.

Este Gltimo comportamiento pudo ser ratificado mediante el ensayo de viabilidad celular
en el que al pre tratar las lineas celulares con un inhibidor de caspasa 3/7, se vio
recuperacion significativa de la viabilidad celular asociada a la presencia del inhibidor
en todas las lineas celulares salvo en DU 145, DHF y CCD 841 CoN, confirmandose los

datos registrados en el experimento anterior.

Sabemos que la proteina p21WAF'1es capaz de restringir la divisién celular frente a un

dano en el ADN detectado por las proteinas quinasas ATM y ATR, las que a su vez

activan p53 que actia como factor de transcripcién en la sintesis de p21WN:‘1 y la

sintesis de proteinas pro apoptéticas pertenecientes a la familia de las Bcl-2, lo que
podria regular la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Leptocarpina no solo
induce un aumento de permeabilidad de la membrana mitocondrial sino que ademas

produce un arresto del ciclo celular en fase G1, esto podria deberse a la participacién

de p21WAF_1 (Alenzi, 2004). En conjunto con el arresto del ciclo celular se observa un

aumento en la fraccion correspondiente a subG1, la cual estd compuesta por
fragmentos celulares con fragmentos de ADN producidos en la apoptosis (Henry et al,,
2013). El arresto del ciclo celular es una accién ocurrente frente al tratamiento no solo
de lactonas sesquiterpenicas (Cheng y Xie, 2011; Hayashi et al., 2010) sino también de
otros tipos de compuestos como paclitaxel (Das et al., 2001) y bioflavonoides (Choi et
al., 2001).

NF-kB es un mediador fundamental en el sistema inmune, y ademas regula genes
implicados en la supervivencia celular, la apoptosis, la metastasis y la angiogénesis. Las
SLs como parthenolide y helenalina han demostrado un efecto inhibitorio sobre este

factor de transcripcion. Se ha descrito que el efecto inhibidor de estas SL puede
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producirse a diferentes niveles, ya sea a nivel de la translocacion del factor de
transcripcion al nucleo como a nivel de la unién del factor al ADN (Merfort, 2011;
D'Anneo et al, 2013). Leptocarpina por su parte mostré que es capaz de inhibir la
localizacion nuclear del factor de transcripcion NF-kB en las diferentes lineas celulares
estudiadas, inhibiendo asi la actividad de este factor. Segun estudios anteriores se
piensa que la inhibicién del factor de transcripcion NF-kB esta relacionada con la
inhibicion de la actividad del factor HIF-1a (Walmsley et al.,, 2005), esto nos podria estar
dando un indicio de la accion inhibitoria que presento leptocarpina sobre la localizacion
nuclear de HIF-1a, pero no se conoce con certeza el mecanismo de inhibicion que
leptocarpina estaria utilizando, este mismo comportamiento se ha descrito para otras
lactonas sesquiterpenicas como parthenolide donde se han registrado disminucion en la

actividad del factor pero no se conoce de forma detallada el por qué (Mathema et al.,
2011).
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6. Conclusiones

Leptocarpina disminuye de forma significativa la viabilidad celular de las lineas
celulares estudiadas de forma dependiente de la dosis y el tiempo.

Leptocarpina presenta una alto indice de selectividad (2.95- 9.23).

Leptocarpina induce condensaciéon y/o fragmentacion de la cromatina en las lineas
celulares estudiadas.

Leptocarpina aumenta la permeabilidad de la membrana mitocondrial.

Leptocarpina induce la activacion especifica de caspasa 3 en las lineas celulares
estudiadas exceptuando las lineas DU 145 , MCF 7 y DHF.

Leptocarpina induce arresto del ciclo celular en la fase (G0/G1) en las lineas celulares

estudiadas.

Leptocarpina inhibe la localizaciéon nuclear y la unién a ADN del factor de transcripcién
NF-kB.

Leptocarpina inhibe aparentemente la localizacion nuclear del factor de transcripcion
HIF-1a.
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