UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

ESTUDIO DE LA EXPRESION DIFERENCIAL GENICA SOBRE LINEAS CELULARES
DE CANCER DE MAMA EN PRESENCIA DE WITHANOLIDO D

LINAMARIA ESCOBAR MARMOL

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Posgrado en Biotecnologia
Medellin, Colombia
2011



ESTUDIO DE LA EXPRESION DIFERENCIAL GENICA SOBRE LINEAS CELULARES
DE CANCER DE MAMA EN PRESENCIA DE WITHANOLIDO D

LINAMARIA ESCOBAR MARMOL

Tesis de investigacion presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Magister en Ciencias Biotecnologia

Director:
Ph.D., Q. F. Dr. Fabio A. Aristizabal G.
Codirector:
Ph.D., Q. F. Claudia p. Cordero C.

Linea de Investigacion:
Busqueda y Caracterizacién de productos anticancer
Grupo de Investigacion:
Farmacogenética del Cancer

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Posgrado en Biotecnologia
Medellin, Colombia

2011



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo conté con la colaboracion de personas e instituciones a quienes quiero hacer
explicito mis mas sinceros agradecimientos.

Direccion de Investigacion de la Sede Bogota de la Universidad Nacional de Colombia,
por la financiacion del proyecto “Andlisis de expresion génica diferencial, como
aproximacion al estudio de mecanismos de citotoxicidad. Fase II” a través del programa
de apoyo a proyectos de investigacion

Programa de Posgrado en Ciencias Biotecnologia y Direccion de Investigacion de la Sede
Medellin, de la Universidad Nacional de Colombia, por la colaboracion, el apoyo y la
financiacibn con el fin de divulgar mis resultados en congresos nacionales e
internacionales

Laboratorio de Ensayos Farmacoldgicos del Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia, en donde desarroll6 gran parte de las actividades practicas.

Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia, IBUN, en donde se desarrollaron los analisis
moleculares y bioinformaticos.

Al Dr. Fabio Aristizabal, Director del Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Bogotd por permitirme pertenecer a su grupo de
investigacion y brindarme su apoyo y colaboracién como director en la realizacion de este
trabajo.

A Claudia Cordero, Investigadora del grupo de Farmacogenética del Cancer de la
Universidad Nacional por darme todo su apoyo y conocimiento para desarrollar y finalizar
con éxito mi trabajo de investigacion

Al Dr. Martin C. Abba, docente de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
Nacional de La Plata, Argentina, por su amable colaboraciébn con el manejo e
interpretacion de los perfiles de expresion, asi como el uso de diferentes herramientas
bioinformaticas empleadas en este trabajo.

A mis amigos y compafieros de Investigacion del Grupo de Farmacogenética del Cancer
del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.

A mis amigos por su paciencia y complicidad en esta etapa de mi vida

Mis padres por ser mi soporte y mi ejemplo



TABLA DE CONTENIDOS

INDICE DE TABLAS ..ottt sttt sas s sansenans Vil
RESUMEN ...ttt s b ettt bt et s bt et e s bt e at et e sbe et e sbeebeenbesaeentenne X
ABSTRACT ettt ettt b e e s bt e s he e sae e et e e bt e bt e s he e sate s abe e be e be e bt e sheesateearean Xl
INTRODUGCCION......oouovieeeeeeeeeeeeteie et sse s sess s se s ss s sassssssnsssasesssssssassessnsenes 12
1. ESTADO DEL ARTE ...ttt sttt ettt et st s st sbe et be et 14
1.1. Busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del cancer...................... 14
1.2. Productos naturales: megadiversidad de moléculas activas............c.ccccecerueunee. 15
1.3. Withandlido D como compuesto prototipo con actividad citotdxica.................... 15

1.4. Analisis transcriptdmicos como herramienta de estudio de nuevas moléculas 16

1.5. Analisis de expresion diferencial por PCR en tiempo real.........cccccoevevecreeneenee. 18
1.6. Deteccion de niveles de proteina por Inmunocitoquimica (ICQ) .......ccccecerveuenee. 19
1.7. Analisis bioinformaticos en cancer: La mineria de datos...........cccoceveerirenienennen. 19
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt e b e s bt e s ae e st e s b e bt e s beesbeesaeesateenneens 21
2.1, ODJELVO GENEIAL.....ciiiicieie ettt et s et be b e aesbeeaaenbe s 21
2.2, ODjJetiVO ESPECITICOS ...veieeiiitieiecteceeeee ettt sttt beeaeenae 21
3. METODOLOGIA ...ttt sttt 22
3.1, ANALISIS CEIUIAIES ...ttt 22
3.1.1.  Mantenimiento de CultivOS CelUIAres..........c.cocoorerrireincinienerereeeee e 22
3.1.2.  Variables de @StUIO..........ccceveiriiirieiieeceeee et 22
3.1.3. Ensayo de linealidad CeIUIAr............cccceririeiiiieececeeeeeeee e 22
3.1.4. Ensayo de citotoxicidad y recuperacion celular............cccccoevveveneserievierreeenenne. 23
3.1.5. Ensayo de morfologia apoptOtiCa.........cccceeeirerenenierieieieeeese e 23
3.2.  Andlisis de expresion diferencial............ccceoveeeirierienieneneee e 24
3.2.1. TratAMUENTOS.....c.ecieviieiiiciirietrtet ettt 24

3.2.2. Tiempo de exposicion al compuesto CItOtOXICO. ......cccvveveeeieiseieieieeeeeee 24



3.2.3.  Concentracion del compuesto CItOIOXICO. ........ccceveeeeririeiirieeceese e 24
3.3, ANALISIS MOIECUIAIES .......oiiiieiiiee ettt 25
3.3.1.  Extraccion de ARN tOal .........cccoriirieiirieiireieeeeeeee et 25
3.3.2.  Sintesis de primera cadena de ADNC ........ccceceeceieneereseeeese e 25
3.3.3. Disefio de iniciadores para la reaccion de PCR en tiempo real...................... 27
3.3.4. Analisis de expresion diferencial empleando RT-PCR en tiempo real .......... 30
3.4.  ANAliSiS iINMUNICIEOQUIMICO .....cuevieiirieirieirieee ettt 31
3.4.1. Deteccion de niveles de proteina por Inmunocitoquimica ...........cccceeeveeeenen. 31
3.5, ANAliSiS DIOINFOIMALICO .......c.evieiiieiicceeee e 32
RESULTADOS Y DISCUSION.....c.ouoiitiieeeeeeeeeeesie e sestsses s s sesnsss s snenes 33
4.1, ANAISIS CRIUIATES ..ottt 33
4.1.1. Ensayo de linealidad para MDA-MB231.........cccccoeiieievieneeiesieeeese e 33

4.1.2. Evaluacién de la citotoxicidad y recuperacion celular en presencia de

WItN@NOHAO D ...ttt sb e st e st st e e enenneas 34
4.1.3. Ensayo de morfologia apoptOtiCa........c.ccceeveviiiecieciieiececeee e 37
4.2, ANAIISIS MOIECUIAIES .....ooveuiriiiiiirieeee ettt 42
4.2.1. Evaluacién de iniciadores por PCR convencional...........ccccecevenenenieeeeeenennn 42
4.2.2.  Amplificacién por PCR convencional para GAPDH sobre ADNcs.................. 42
4.3. Andlisis de expresion diferencial y bioinformaticos..........cccceeevvevececiecieceeenne, 43
4.3.1. Evaluacién de la expresion génica por PCR en tiempo real.........ccccvcuveneenee. 43
4.3.1.1.  Agrupamiento jerarquico para genes expresados en MCF-7..........c.cc........ 44
4.3.1.2. Agrupamiento jerarquico para genes expresados en MDA MB231 ........... 46
4.3.1.3.  Analisis estadisticos de los agrupamientos jerarquiCos...........ccceeevverveeeenene. 49
4.3.2. Mineria de datos en CANCEr A€ MAMA........ccoeirueirieririerieereeree e 61

4.4, ANAIISIS PrOTBICO....ccueieieiciecieeteetesestet ettt st s b e b s eeseene e 63



Vi

4.4.1. Deteccion de la proteina anti-apoptdética Bcl-2 por Inmonocitoquimica (ICQ)

63
CONCLUSIONES ...ttt sttt st sb e b e s ne s b sanesresmeennens 66
RECOMENDACIONES. ...ttt st s s 67
BIBLIOGRAFIA ..ottt 68

ANEXOS ... bbb 76



Vil

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Mezcla para la reaccion de sintesis de la primera cadena de ADNc
Tabla 2. Mezcla para las amplificaciones de PCR convencional.

Tabla 3. Programa de amplificacién por PCR convencional para GAPDH

Tabla 4. Genes e iniciadores de interés para estudio de cambios transcripcionales

Tabla 5. Mezcla para las reacciones de amplificacién por PCR en tiempo real empleando
Resolight® Roche.

Tabla 6. Programa de amplificacion por PCR en tiempo real empleando Resolight® de
Roche.

Tabla 7. Resultados obtenidos del modelo de regresion lineal.

Tabla 8. Comparacion de los porcentajes de supervivencia celular obtenidos durante el
tratamiento con Withandlido D y después de un tiempo de recuperacion celular.

Tabla 9. Porcentaje de células con morfologia apoptética observadas al disponer
diferentes concentraciones de tratamiento

Tabla 10. Resultados de la busqueda de sindnimos en bases de datos de los genes
evaluados.

Tabla 11. Porcentaje de células marcadas para Bcl-2 detectadas por ICQ después de
evaluar diferentes tratamientos con Withandlido D.



Vil

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Intensidad de la fluorescencia medida en URF al evaluar seis de las doce
densidades celulares MDAMB231 durante un periodo de 96 horas.

Figura 2. Actividad citotoxica de Withandlido D sobre dos lineas de cancer de mama.
Figura 3. Células apoptéticas que tienen fragmentado su nicleo (flecha negra).

Figura 4. Coloracion de células con la técnica de Bromuro de etidio / Naranja de acridina
visualizadas en microscopio de fluorescencia (40x).

Figura 5. Amplificacion por PCR convencional con los iniciadores especificos sobre ADN
de células MCF-7. 1.

Figura 6. Amplificacién por PCR convencional para GAPDH 1..

Figura 7. Agrupamiento jerarquico mediante correlacion de Pearson evaluando los niveles
de expresion (2-**C+) de células MCF-7 tratadas a diferentes tiempos y concentraciones
de Whitanolido D..

Figura 8. Agrupamiento jerarquico mediante correlacion de Pearson evaluando los niveles
de expresion (2-**Cy) de células MDA MB231 tratadas a diferentes tiempos y
concentraciones de Withanolido D.

Figura 9. Grupo de genes sobre-expresados en las células MDA MB231 y MCF-7.
Figura 10. Grupo de genes sobre-expresados en MDA MB231 y reprimidos en MCF-7.
Figura 11. Grupo de genes sobre-expresados en MCF-7 y reprimidos en MDA MB231.
Figura 12. Grupo de genes reprimidos en las células MDA MB231 y MCF-7.

Figura 13. Grupo de genes con expresion fluctuante en las células MDA MB231 y MCF-7.

Figura 14. Expresion de la oncoproteina Bcl-2 a nivel citoplasmético sobre las células
MCF-7 bajo diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento.



ANEXOS
Anexo 1. Resultados obtenidos de la prueba t student entre MCF-7 y MDA MB231.

Anexo 2. Valores de 2-AAC; obtenidos por RT-PCR en tiempo real para el gen Bcl-2 en
los dos modelos celulares evaluados.



RESUMEN

En este trabajo se planteé un estudio comparativo de los cambios de expresion génica
inducidos por el Withandlido D en la linea celular MCF-7 que expresa el receptor de
estrégenos, presenta una forma funcional de p53 y es altamente sensible a farmacos; y la
linea MDA-MB231, que no expresa el receptor de estrogenos y posee p53 mutado.

Para esto se realizé un seguimiento en el tiempo o “time-course” evaluando los cambios
de la expresion génica en multiples puntos de tiempo (15 minutos, 1, 4, 8, 12 y 24 horas)
bajo diferentes concentraciones de Withandlido D (1, 5,10 y 20 uM). Mediante RT-PCR
en tiempo real se siguieron los cambios a nivel transcripcional, realizando las
amplificaciones para los catorce genes seleccionados con base en el estudio previo, que
intervienen en procesos como ciclo celular, proliferacién y muerte celular.

Por medio de la agrupacion jerarquica se identificaron cuatro patrones de expresion
relacionados con las respuestas tempranas, continuas, transitorias y tardias de la
expresion de los genes en ambas lineas celulares. Los resultados obtenidos de la
expresion de Bcl-2 medido por RT- PCR en tiempo real, se correlacionaron con los
cambios en la expresion de la oncoproteina Bcl-2 medida por inmucitoquimica, inducidos
por los tratamientos con Withandlido D, observando que mediante ambas metodologias
se presentd un patrén de expresion similar: en las células MCF-7, la expresion del ARNm
para este gen aumento, y en la expresion de la proteina también se observo un aumento.
Esto indicé que la inmunocitoquimica es una metodologia significativa para validar los
resultados de expresién de ARN mensajero obtenidos por RT-PCR en tiempo real.

En respuesta a un dafio causado por Withandlido D, las células pueden inducir la
activacion de diferentes rutas de reparacién del ADN y asi activar la respuesta de cito-
proteccibn mediada por proteinas de choque térmico. Dado que ademas se vio
interferencia del Withandlido D con la activacién de rutas de reparacion de ADN y la
posterior reorganizacion de la cromatina y la segregacién de los cromosomas, es posible
plantear que se genera un estrés replicativo y un dafio que la célula, a pesar de
desencadenar y activar mecanismos de defensa, no logra contrarrestar este dafio y como
resultado es la muerte celular.
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ABSTRACT

In the present work, we made a comparative study of changes in the expression of these
genes induced by Withanolide D in two human breast cancer cell lines: MCF-7 which is
strongly sensitive to drugs, ER+ and presents functional p53 status; and MDA MB231
which is ER- and presents p53 tumor suppressor gene mutated.

Hence, a time-course was made to evaluate changes in gene expression at multiple points
in time (15 min, 1, 4, 8, 12 y 24 hours) under different concentrations of Withanolide D
from 1uM to 20uM. Using RT-PCR real time and High Resolution Melting (HRM);
amplifications were done for fourteen genes which are involved in processes such as cell
cycle, proliferation and cell death.

Hierarchical clustering identified four time-related expression patterns which separated into
early, continuous, transient and late responses patterns in both cell lines. The expression
level of Bcl-2 was measured by RT-PCR real time and its protein expression was
confirmed by immune cytochemistry. We observed to have similar late expression patterns
in both assay in MCF-7 cells.

The results of the Bcl-2 expression measured by RT-PCR in real time and the expression
of Bcl-2 oncoprotein measured by immunocytochemistry that were induced by treatments
with withanolide D were correlated. The expression patterns were similar using both
methods in MCF-7 cells: the expression of mMRNA for this gene increased, and the protein
expression was also observed an increase. This indicated that immunocytochemistry is a
significant methodology to validate the results of mMRNA expression obtained by RT-PCR
in real time.

In response to damage caused by withanolide D, cells can induce the activation of
different DNA repair pathways and activate the cyto-protective response mediated by heat
shock proteins. As was also withanolide D interference with the activation of DNA repair
pathways and the subsequent reorganization of chromatin and chromosome segregation,
it is possible to argue that generates a replication stress and cell damage, despite to
trigger and activate defense mechanisms, cells cannot counteract this damage caused by
this potential antitumoral compound.
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INTRODUCCION

En el proceso de tamizaje se busca seleccionar nuevas moléculas con potente actividad
anticancer, que puedan ser quimicamente modificadas para mejorar sus propiedades
farmacoldgicas (toxicidad, propiedades fisicas y farmacocinética) con el fin de obtener
compuestos candidatos, susceptibles de ingresar a estudios preclinicos y clinicos [1-5].

Sin embargo, el poco éxito que se tiene en el proceso de desarrollo de nuevos farmacos
esta dado en gran parte al niumero de moléculas que se seleccionan en funcion a su
actividad in vitro, de las cuales, muchas de ellas al profundizar el estudio in vivo muestran
actividades inespecificas que causan toxicidad y desfavorecen el balance riesgo /
beneficio de las propiedades farmacoldgicas detectadas [5, 6].

Es por ello que dentro del proceso de desarrollo de nuevas moléculas con actividad
anticancer, una vez seleccionadas las moléculas con base en su actividad, el estudio del
mecanismo de accion constituye un paso fundamental para conceptuar sobre la viabilidad
de continuar la investigacion de cada compuesto candidato, pues aporta informacion
sobre los procesos moleculares que son afectados por el tratamiento con el compuesto y
permite establecer si éstos son dianas moleculares utiles en la terapéutica.

Por otro lado, el estudio de los productos naturales como fuente de nuevos farmacos ha
permitido descubrir moléculas con mecanismos de accién novedosos; esto sugiere que
aun es posible encontrar moléculas con nuevas formas de accion y resalta la utilidad del
estudio temprano de estos efectos.

El Grupo de Farmacogenética del Cancer (FGC) del Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia, en colaboracion con diferentes grupos de
investigacion, ha desarrollado un proceso continuo de evaluacion de la actividad biol6gica
in vitro de productos de origen sintético, semi-sintético y natural, en particular aislados a
partir de vegetales, encaminada a la selecciébn de compuestos con potencial actividad
anticancer, susceptibles de ser desarrollados como nuevos farmacos.

Como resultado de este proceso previamente se selecciond Withandlido D, un compuesto
proveniente de la especie vegetal Acnistus arborescens con potente actividad citotéxica in
vitro sobre lineas celulares derivadas de tumores sélidos humanos, y una leve
selectividad hacia las células tumorales frente a células normales.

Para iniciar el estudio de su mecanismo de accion se realiz6 un analisis de expresion
diferencial empleando las técnicas de ADNc AFLPs y SSH sobre la linea celular MCF-7,
derivada de adenocarcinoma de mama. En estos estudios se encontré que el tratamiento
con Withandlido D modifica la expresion de genes que codifican para proteinas
involucradas en la regulacién del proceso de replicacién celular y proteinas de choque
térmico.

De esta forma, para conocer la relevancia de cada uno de estos cambios observados, se
consider6 necesario realizar un seguimiento que permita cuantificar su orden y
persistencia durante la exposicion al tratamiento y asi plantear la posible relacion entre
éstos y la muerte celular inducida por el tratamiento con el compuesto.

Para ello se plante6 realizar un seguimiento de la variacion de los niveles de expresion de
genes previamente detectados como afectados por el tratamiento, bajo diferentes
concentraciones y tiempos de exposiciéon de Whitandlido D, empleando el método
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cuantitativo de amplificacion por RT-PCR en tiempo real y la deteccion de algunas
proteinas cuya expresion se vea modificada, con el fin de establecer la relacion entre los
cambios observados a nivel transcripcional con cambios a nivel proteico.

Se espera de esta manera establecer la relevancia de los cambios observados y
relacionarlos con los procesos moleculares afectados por el compuesto para causar su
efecto citotoxico.
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1. ESTADO DEL ARTE

La investigacion de los ultimos 25 afios ha llevado a la definicion del cancer como el
resultado de la proliferacion de células que han adquirido capacidades de auto-suficiencia
en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales de inhibicion de crecimiento, evasion
de apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, pérdida de
comunicacion intercelular y capacidad de invasion a otros tejidos (metastasis). Estos
cambios en la fisiologia celular resultan, en su mayoria, de la acumulacion de mutaciones
en genes regulatorios de proliferacion celular y efectos epigenéticos que llevan a la
pérdida del control normal de la expresién génica y finalmente de la funcién celular [7-11].

1.1. Busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del cancer

Contra el cancer se han empleado como estrategias terapéuticas la cirugia, la radioterapia
y la terapia farmacoldgica, siendo la radioterapia y la cirugia curativas soélo si el cancer es
detectado en estados primarios y en los casos avanzados la terapia farmacol6gica una
estrategia coadyuvante, particularmente en los tumores de origen epitelial con mayor
incidencia, como el cancer de pulmén, colorectal, de mama, de préstata y pancreatico
[12].

Hoy estdn en uso clinico al menos 121 farmacos antineoplasicos, sin embargo, las
limitantes son muchas y los farmacos actualmente utilizados no cubren aun todas las
necesidades de tratamiento, lo que hace necesario que se continte investigando en el
desarrollo de nuevas moléculas activas que presenten mayor efectividad, menor toxicidad,
mayor selectividad y menor susceptibilidad a la generacién de resistencia por parte de las
células tumorales [12-14].

Para alcanzar este objetivo se deben buscar agentes que presenten nuevos mecanismos
de accion, ya que la mayoria de los agentes quimicos de uso en clinica estan disefiados
para afectar la maquinaria de replicacion celular, bien por interaccién directa con el ADN o
inhibiendo las enzimas relacionadas con la reparacion y sintesis de éste. Esto se basa en
la teoria de que las células tumorales por su rapida proliferacion son mas sensibles a los
agentes citotoxicos que las células normales [15].

Entre los agentes recientemente aprobados para uso en clinica, que presentan nuevos
mecanismos de accién estan los de farmacos con efecto especifico, como Imatinib
(Gleevec®), y Transtuzumab (Herceptin®) que estan dirigidos a dianas especificas sobre-
expresadas en los tumores como el receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGF) y
el receptor del factor insulinico (ILGF); y aquellos que tienen un mecanismo de accion
particular, entre los que se destaca la trabectidina o ET-743 (Yondelis®), un agente
antitumoral sintético derivado de Ecteinascidia turbinata, que se une al surco menor del
ADN interfiriendo con los procesos de division celular, transcripcion y en la reparacion de
ADN. Sin embargo, todavia es necesario que mas moléculas cubran las necesidades de
tratamiento que no satisfacen estos farmacos.

Esta busqueda de nuevas moléculas farmacolégicamente activas se puede realizar a
través de programas de tamizaje masivo de compuestos o0 a través de programas de
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disefio racional de moléculas activas. El tamizaje masivo evalla la actividad biologica de
colecciones de compuestos provenientes de fuentes naturales o semi-sintéticas que
representen una amplia variedad quimica, sobre una diana biomolecular de interés, para
seleccionar los compuestos activos. En contraste, un enfoque racional se basa en
informacién detallada sobre la estructura de la diana, para disefiar o seleccionar
moléculas que puedan interactuar especificamente con ésta [5].

1.2. Productos naturales: megadiversidad de moléculas activas

Los productos naturales y en especial las plantas han sido histéricamente una fuente
importante de farmacos antineoplasicos convencionales. Algunos ejemplos son la
vincristina y la vinblastina (aislados de la Vinca rosacea), el etopésido y el tenipdsido
(derivados de la podofilotoxina de Podophylum peltatum), el taxol (aislado de Taxus
brevifolia) y el topotecan e irinotecan (derivados de la camptotecina de Camptotheca
accuminata), que constituyen los compuestos antineoplasicos mas importantes obtenidos
de plantas [16-18].

Sin embargo, la probabilidad de encontrar un compuesto activo como resultado de un
proceso de tamizaje de productos naturales esta tipicamente alrededor de 1% y de los
compuestos que muestran actividad en un primer tamizaje entre el 30 y 75% resultan
positivos en los ensayos de confirmacion. Estos productos se priorizan para continuar su
estudio en funcién de otras propiedades deseables como el peso molecular, la solubilidad,
la permeabilidad a través de membranas y la estabilidad [5].

El desarrollo de nuevas tecnologias susceptibles de ser adaptadas a los programas de
tamizaje, como la asociacion de moléculas activas a transportadores moleculares que los
direccionen especificamente hacia las células tumorales, la rapida identificacion y
validacién de nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo de lineas celulares que sobre-
expresan una determinada proteina, permite probar masivamente productos naturales,
tanto extractos crudos como compuestos aislados, ofreciendo la posibilidad de identificar
nuevos agentes quimicos y de evaluar nuevos mecanismos de accion potencialmente
relevantes. Adicionalmente permiten analizar de nuevo moléculas que en el pasado
habian sido rechazadas pero que pueden presentar una nueva actividad no evaluada
previamente [5, 18, 19].

El hecho de que después de 60 afios de investigacion los productos naturales sigan
aportando moléculas activas o el esqueleto basico para el desarrollo de nuevos farmacos,
moléculas con actividad biolégica novedosa y potencial de desarrollo como nuevos
farmacos, indica que aun deben existir moléculas interesantes en la naturaleza aun no
conocidas por el hombre, especialmente en los ambientes marino y microbiano. Esto hace
gue los expertos en la investigacion biotecnoldgica y desarrollo de nuevos farmacos,
sugieran que se continde y se expanda la exploracion de la naturaleza como fuente de
nuevos agentes activos que puedan servir como prototipos para los farmacos eficaces tan
requeridos para el tratamiento de ciertas patologias [14].

1.3. Withandélido D como compuesto prototipo con actividad citotoxica
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Los withandlidos abarcan un complejo grupo de lactonas esteroidales que se distribuyen
frecuentemente en la mayoria de los géneros de la familia Solanaceae como Acnistus,
Discopodium, Datura, Lycium y Whitania [20-24].

Quimicamente estan compuestos de 28 atomos de carbono con esqueleto tipo ergostano
y que frecuentemente presentan una delta lactona en el carbono-17; siendo usados para
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas [25], gracias a su actividad
antiestrés, inmunosupresora, antimicrobiana, anti-inflamatoria [26-28]. También actian
como inductores de diferenciacion celular [29] y sobre la actividad de la quinona reductasa
[30].

En Acnistus arborescens, ampliamente distribuida en América y con un reconocido uso en
la medicina popular, se destaca la presencia de compuestos de tipo withandlido, [31, 32]
[20]. Entre los withandlidos aislados de esta especie sobresalen withacnistina, withaferina
A [32] el withandlido 1 y el withandlido 2 [2], los derivados del Withanolido D: 7pB-
acetoxiwithanolido D, 7B,16a-diacetoxiwithandlido D, 4-deoxi-7B,16a-diacetoxiwithanélido
D [20], y el 12B-acetoxy-4-deoxy-5,6-deoxy-A5—withanolido D [33] y mas recientemente
las withafisalinas [34]. La actividad citotoxica de algunos de estos compuestos se ha
evaluado sobre las lineas tumorales BC-1, Lul, Col2, KB y KB-V1 y LNCaP [20].

Otros autores han descrito actividad oxidante en los Withandlidos y la han relacionado con
la presencia de una cetona a, 3 insaturada en el anillo A de la estructura [35]. Este
sustituyente quimico, presente también en la estructura del Withandlido D, podria ser el
responsable de la actividad antioxidante del Withandlido D que otros autores han descrito
[30], asi como responsable inicial de los cambios en la expresion génica que causa este
compuesto.

En general, los withandlidos son moléculas que resultan interesantes por su potente
actividad biolégica, despertando un especial interés en el conocimiento de su mecanismo
de accion molecular. Su potencial ha sido reportado en la inhibicion in vitro de la actividad
del proteosoma [36], de la angiogénesis [37], de la actividad de la ciclooxigenasa-2 [38],
de la activacion del factor de transcripcion NF-kB y su ruta de sefializacion [39].

Asi mismo, se ha descrito que estos compuestos inducen apoptosis en células tumorales
[40-42]. Estos efectos se relacionan con su actividad citotoxica y antiproliferativa
observada en estudios in vitro sobre lineas celulares de origen tumoral [20, 31-33, 38].

El estudio del mecanismo de accion de un compuesto como el Withandlido D, resulta
interesante dentro del contexto de la busqueda y desarrollo de nuevas moléculas que
puedan servir como prototipos para el desarrollo de nuevos farmacos. Los reportes sobre
la actividad de este tipo de compuestos soportan su potencial como moléculas con
actividad farmacoldgica interesante.

1.4. Andlisis transcriptomicos como herramienta de estudio de nuevas
moléculas

La transcriptomica, definida como el estudio del conjunto de ARNms que hay en una
muestra determinada en un momento determinado, ha sido en las Ultimas décadas una
herramienta valiosa en estudios de cancer, ya que mediante la comparacion del conjunto
de especies de ARNm de una poblacion de células cancerosas, frente al transcriptoma de
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células normales o no tratadas, sirve para detectar e identificar aquellas especies que
estan presentes de manera diferencial entre los dos conjuntos y asi entender los de
carcinogénesis, su de desarrollo y diferenciacién celular [43].

En la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento del cancer, el tamizaje de alta
eficiencia basado en la expresién génica permite, por ejemplo, identificar compuestos que
reviertan un estado oncogénico indeseable a uno menos maligno o mas sensible a
farmacos [44, 45].

Un ejemplo de este tamizaje basado en expresion génica, es el realizado por el Instituto
Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCI), que conjugé el tamizaje de compuestos
por andlisis de la citotoxicidad con el analisis de expresién por micro-arreglos de ADNc
sobre un panel de 60 lineas celulares derivadas de tumores sélidos humanos, para
correlacionar el perfil de sensibilidad a farmacos con la expresion relativa de diferentes
dianas moleculares en cada linea celular. Fue el primer estudio que integré farmacologia
molecular y grandes bases de datos de expresién génica, siendo un método
extremadamente Util para identificar nuevos agentes antineoplasicos basandose en su
actividad sobre lineas celulares que expresan diferentes dianas relevantes para la accion
del compuesto [44, 46].

En 2005 Marchini [15] y colaboradores estudiaron mediante microarreglos de ADNCc, las
diferencias de expresién entre células resistentes y sensibles al compuesto candidato con
actividad antitumoral ET-743 con el fin de identificar las rutas moleculares involucradas en
el desarrollo de resistencia a este compuesto.

Entre los genes identificados como expresados diferencialmente en ese estudio, la
mayoria no habian sido relacionados previamente con el mecanismo de accion del
compuesto, y basandose en la funcién de éstos, los autores postularon nuevas hipotesis
sobre el mecanismo de accion del compuesto y concluyeron, que el estudio global genera
informacion complementaria aplicable en la elucidacion del mecanismo de accion del
compuesto en desarrollo [15]. Es de resaltar que aunque el estudio por micro-arreglos fue
realizado en el 2005, solo dos afios antes que el ET-743 o trabectidina fuera aprobado por
la EMEA para su uso en pacientes con sarcoma de tejidos blandos, los resultados
arrojados por este analisis de expresion diferencial fueron Utiles para la elucidacion del
mecanismo de accion.

En 2004, dentro del proceso de elucidacién del mecanismo molecular de actividad de la
endostatina, una proteina antiangiogénica que inhibe el crecimiento de vasos sanguineos
gue se encuentra en estudio desde 1994, se observd su potencial en el tratamiento de
cancer, asi como enfermedades que dependen del crecimiento de nuevos vasos
sanguineos; van Wijngaarden y colaboradores encontraron por el método de hibridacion
sustractiva supresora (SSH) ocho genes cuya expresion era inducida y 11 en los que era
reprimida, por el tratamiento con endostatina. Los autores concluyeron que el analisis de
expresion diferencial es una herramienta Gtil en la identificacion de dianas moleculares de
compuestos antineoplésicos [47, 48].

En estudios previos sobre el mecanismo de accion del flavopiridol, un compuesto semi-
sintético seleccionado por su actividad como inhibidor de quinasas dependientes de
ciclinas, se determind que podia interactuar con otras moléculas dentro de la célula, lo
que llevé a LU y colaboradores a realizar un analisis de los cambios inducidos por el
tratamiento con flavopiridol en el perfil transcriptomico de cuatro lineas celulares
derivadas de tumores. En este estudio se identific6 un grupo de 209 genes cuya
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expresion se afectaba por el tratamiento en las diferentes lineas celulares, infiriendo que
el efecto de induccién de muerte celular puede ser definido en términos de una huella
transcripcional especifica. El analisis, realizado por microarreglos de ADNc, sugirié que la
muerte celular inducida por flavopiridol involucra interferencia con la regulacion de la
transcripcién y alteraciones en el punto de chequeo mitético durante el ciclo celular. Sin
embargo, la formulacion de relaciones causa-efecto entre los cambios transcripcionales
observados, requirié de estudios complementarios [49].

Igualmente los andlisis transcripcionales se han empleado también para profundizar en el
entendimiento del mecanismo de accién de compuestos citotoxicos de uso clinico como la
doxorubicina, el taxol y el 5-fluorouracilo lo que ha permitido detectar actividades
biolégicas adicionales de estos farmacos y genes aplicables como posibles marcadores
para predecir su actividad clinica y eficacia [50-54].

1.5. Andlisis de expresion diferencial por PCR en tiempo real

Después de mas de dos décadas en investigaciones sobre cancer, los estudios de perfil
de expresion génica empleando micro-arreglos, siguen sido de utilidad en la
caracterizacién de diversos tipos de cancer, en el tamizaje de nuevos bio-marcadores
asociados con sensibilidad o resistencia a quimioterapia y en la prediccion y la prognosis
de la enfermedad, entre otros [55-57].

Aunque los micro-arreglos, son considerados como tecnologia de alto impacto ya que
evallan de manera masiva todos los genes de una muestra, los valores obtenidos para
cuantificar la expresién de genes son muy pobres y limitados y se hace entonces
necesario en uso de otras tecnologias que validen los resultados obtenidos por esta
técnica [58]

Por un lado, se generaliza el estudio de perfiles de expresidon modificados por agentes
xenobidticos [56, 59], como apoyo en el desarrollo de tamizajes masivos usando
tecnologia de micro-arreglos o analisis serial de expresion génica (SAGE) para identificar
genes expresados diferencialmente bajo la condicion estudiada, luego se requiere valorar
en detalle los genes detectados , mediante tecnologia RT-PCR en tiempo real [60, 61].

La técnica PCR en tiempo real, se basa en la deteccién y cuantificacién simultanea, en
cualquier momento de la amplificacién, del producto amplificado (ADNc, ADN), mediante
una sefial de fluorescencia que se acumula durante el proceso de amplificacién hasta
sobrepasar un nivel de umbral que se denomina como ciclo umbral o C;, Estos valores
son inversamente proporcionales a la cantidad inicial presente de ADN o ADNc [62].

Igualmente cabe sefialar que, a pesar de que los productos amplificados son controlados
por la emision de un compuesto fluorescente durante la reaccion de PCR, la estimacion
de la cantidad de ADNc o ADN es mucho mas exacta y dinamica que otras metodologias.
Sin embargo, este sistema depende de la calidad de las muestras obtenidas de las
reacciones de retro-transcripcion, o del material biolégico de partida [63].

Esta técnica tiene como caracteristicas diferenciales, la exclusion de genes no pertinentes
que contribuyen con el ruido en la medicion, la baja cantidad de muestra empleada, la
sensibilidad y especificidad de los datos de cuantificacion de expresion, ademés de la
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obtencion de resultados reproducibles, y su bajo costo comparado con otras técnicas [55,
60, 62, 63].

Por estas razones, el uso de RT-PCR en tiempo real se ha convertido en una herramienta
de investigacién necesaria para la deteccion y cuantificacibn de eventos moleculares
recurrentes que podrian guiar a los investigadores a explorar nuevas estrategias
terapéuticas a nivel molecular; asi como en un buen método para validar diferentes
resultados obtenidos en los analisis de expresién en masa [62, 63].

1.6. Deteccién de niveles de proteina por Inmunocitoquimica (ICQ)

El estudio de los productos de genes mediante técnicas bioquimicas y moleculares a
menudo requiere muestras que contengan una cantidad considerable de la molécula
objetivo, lo cual presenta una gran dificultad debido a que muchos genes se expresan ya
sea en una minoria de células dentro del tejido; s6lo durante breves periodos de tiempo
durante su proceso de diferenciacién y/o en consecuencia a un estimulo externo [64].

La immunocitoquimica (ICQ) es una técnica que se utiliza para detectar moléculas 6
productos celulares especificos a nivel celular mediante el complejo de alta afinidad
antigeno-anticuerpo, acoplado a un sistema de deteccion, por lo tanto la sustancia
detectada emitir4 una sefial, indicando asi su localizacion (en el ndcleo, en el citoplasma o
sobre la superficie celular, o extracelular).

Esta metodologia de facil manejo pero dependiente de la experiencia del investigador,
tiene caracteristicas que de una u otra forma inciden en los resultados como son: el tipo
de fijador, la duracién sobre las células y el control de la temperatura; y otros factores
inherentes de la técnica como el tipo de afinidad y especificidad del anticuerpo primario,
su naturaleza, la sensibilidad de la técnica de deteccién y la reproducibilidad de los
resultados [65, 66].

En investigaciones sobre cancer, la ICQ ha sido ampliamente empleada como método
estandar para la deteccién de moléculas involucradas en prognosis en diferentes tipos de
tumores, [67-69] en la prediccion de la respuesta de terapias antineoplasicas en pacientes
y en diferenciacion y clasificacion de tumores [70, 71].

1.7. Analisis bioinforméaticos en cancer: La mineria de datos

En los ultimos afios, el uso de diferentes tecnologias de alto impacto en gendmica
funcional, ha generado gran cantidad de datos que demandan el uso de complejas
herramientas computacionales para la gestién y el analisis de datos biolégicos [72, 73].

En el campo oncologico, la bioinfomatica y mas exactamente la mineria de datos ha
emergido paulatinamente contribuyendo al entendimiento de las bases moleculares del
cancer, convirtiéndose en un campo importante de rapida evolucién. Por esta razén, los
cientificos han centrado su atenciébn en esta aplicacion, ya que permite recolectar,
mantener, interpretar, curar y descubrir el conocimiento necesario para investigaciones de
manera eficiente y sistematica [74].
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Al combinar conceptos biol6gicos con herramientas informaticas y métodos estadisticos
no solo se descubren, seleccionan y priorizan dianas terapéuticas sino se exploran las
interacciones celulares causantes de diferentes fenotipos, para proporcionar modelos
predictivos y construir redes biolégicas que puedan explicar el desarrollo y posibles
tratamientos para esta enfermedad [75].

Representan ejemplos de la aplicacién de técnicas bioinforméaticas en estudios sobre
cancer de mama, el realizado por Mosca, 2009, que implement6 diferentes herramientas
bioinformaticas entre las que se resaltan Gene Ontology, un sistema consensuado para la
estandarizacion del vocabulario utilizado en la clasificacion funcional de genes;
Cytoscape, especializado en la interaccion de perfiles de expresion génica; y redes de
interaccion proteina — proteina (PPI), que se empled con el fin de analizar las relaciones
de ciertos genes con funcién conocida y predecir patrones funcionales del factor de
transcripcion TBX3 involucrado en anomalias a nivel de glandula mamaria [72, 76].

Esta estrategia se valora como un método efectivo para identificar y establecer las
relaciones funcionales entre genes, asi como la agrupacion de genes con un perfil de
expresion similar a través de mineria e integracion de datos de acceso publico [72].

Del mismo modo, otros estudios en cancer, han empleado estrategias bioinformaticas
similares que combinan mineria de datos textual y estructural con el fin de caracterizar
genes asociados en procesos de sefializacién y desarrollo de cancer de mama [77],
identificar genes como bio-marcadores para prognosis de cancer de mama [78] e
identificar potenciales dianas terapéuticas [79], entre otros. De ellas se destacan la
busqueda de entidades especificas en PubMed; LSGraph para extraer datos de bases
curadas, bases de datos de proteinas UniProt — InterPro, Entrez NCBI y AutoDock, entre
otras.

Aunque la mineria de datos es muy Util para segregar y precisar la informacién entre un
amplio numero de articulos e informacién investigativa, existen aln problemas en la
variacion de los términos y la ambigiiedad de los conceptos biomédicos en las bases de
busqueda, lo que puede conducir a la prediccion de falsas relaciones [75].

Otra limitante de este sistema es el acceso restringido a los documentos completos y la
informacién detallada que no se presenta en los resimenes. Estos, debido a su
naturaleza, excluyen y subestiman muchas veces informacién vital para la interpretacion,
relacion y extrapolacion de los resultados. Por ello es importante para los investigadores
conocer los niveles de fidelidad y exactitud de varios métodos de mineria y sus
herramientas asociadas, asi como fomentar el desarrollo de métodos in silico mas faciles,
de vocabulario y normas comunes para el uso dentro de las areas del conocimiento del
cancer [73, 80].
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Realizar un seguimiento en el tiempo y a diferentes concentraciones de Withandlido D, de
los cambios transcripcionales en lineas celulares derivadas de cancer de mama y
correlacionarlos con el efecto citotoxico de este compuesto.

2.2. Objetivo especificos

Evaluar en las lineas celulares derivadas de adenocarcinoma de mama MCF-7 y MDA-
MB231, los niveles de expresion de ARNm de los genes Bcl-2, hSAC1, CCDC99, RMI1,
SMCA4L1, Pbl, NOL10, ACTB, UBC, DDX-3, TXNL1, Hsp70-1b, HSP 90AAl y HDJ-
1/Hsp40.

Evaluar los cambios en los niveles de algunas proteinas codificadas por los genes con
expresion modificada por el tratamiento con Withandlido D.

Correlacionar los genes expresados diferencialmente con posibles dianas moleculares
involucradas en las rutas de accién del compuesto citotdxico evaluado, mediante un
andlisis bioinformético
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3. METODOLOGIA
3.1. Analisis celulares

3.1.1. Mantenimiento de cultivos celulares

Se emplearon las lineas celulares derivadas de adenocarcinoma de mama MCF-7 (ATCC:
HTB-22) que expresa el receptor de estrégenos (ER), presenta una forma funcional de
p53 y es altamente sensible a farmacos [81], y MDA-MB231 (ATCC: HTB-26) negativa
para ER y presenta una forma mutada no funcional de p53. Los cultivos celulares se
mantuvieron con medio RPMI-1640 suplementado al 5% de suero fetal bovino (Lonza®),
piruvato de sodio 1mM, HEPES 25 mM, penicilina-estreptomicina (100 Ul- 100 ug/mL) e
insulina (10mg/mL) (la insulina fue suministrada solo a los cultivos de MCF-7) en frascos
de cultivo celular de 75 cm?. Las condiciones de cultivo fueron 37°C con 5 % de CO, en
aire y 100% de humedad relativa [82].

Para el mantenimiento de los cultivos se realiz6 un cambio de medio cada dos dias
lavando las células con solucion de buffer de fosfatos (PBS) de 149.2 mM y pH= 7.3 hasta
obtener una confluencia celular maxima de 70%. Para lograr el desprendimiento de las
células y facilitar la suspension celular, se emple6 una solucién de tripsina al 0.025% v/v-
EDTA 0.03% v/iv (Acido etilendiamino tetracético) que se dejo actuar en las células
durante 5 minutos en incubadora a 37°C. Con esta suspensién celular se evalué la
viabilidad celular mediante tincidn con azul de tripano al 0.4%.

3.1.2. Variables de estudio

Las variables a estudiar fueron: concentraciones del compuesto citotoxico, tiempo de
exposicion al tratamiento y la variable respuesta a medir fue el cambio en los niveles de
expresion para los diferentes genes valorados. Cada combinacién de variables se evalu6
por triplicado.

3.1.3. Ensayo de linealidad celular

Para conocer la densidad celular apropiada para realizar los ensayos de citotoxicidad fue
necesario realizar un ensayo de linealidad previo para la linea MDA-MB231. Para ello se
evaluaron diferentes densidades desde 500 — 25000 células por pozo, durante 96 horas
(48 horas de posible tratamiento + 48 horas de recuperacion celular). Después de este
tiempo de incubacion las placas fueron sometidas a tincién con resazurina 4.4 uM, para
luego ser expuestas a una longitud de onda de 530nm¢, y 590nme, en un lector de placas
TECAN GENios [83]. La densidad celular a inocular de MCF-7 para el ensayo de
citotoxicidad fue la seleccionada en el estudio de Cordero y Aristizabal, 2002 [84].
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3.1.4. Ensayo de citotoxicidad y recuperacion celular

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en placas de 96 pozos transparentes, de fondo
plano, alli se dispusieron 12500 células/pozo para MDA-MB231 y 10000 células/pozo para
MCF-7, en un volumen de 100 pL/pozo de RPMI suplementado, empleando seis
repeticiones. Las células fueron incubadas 24 horas para permitir la adhesién celular.
Para valorar el efecto citotoxico del Withanolido D se prepararon seis diluciones
obteniendo las siguientes concentraciones finales: 20, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 uM. Cada pozo
fue tratado con 100 pL de cada una de las diluciones, dejando un grupo de pozos no
tratado como control de crecimiento y un grupo de pozos sin células como blanco de
tratamiento. Después del tratamiento de 48 horas se determiné la poblacién celular viable
mediante el ensayo de resazurina [85].

Seguidamente se valoré la recuperacion celular pos-tratamiento con el fin de determinar el
efecto citotdxico o citostatico del compuesto. Después de la lectura de la viabilidad celular
mediante el método de resazurina, las células fueron lavadas con solucion buffer de
fosfatos (PBS) e incubadas con medio suplementado durante 48 horas. Después de este
tiempo, las células fueron tratadas con resazurina (4.4 UM pozo) y se realizaron las
lecturas en el espectofluoréometro TECAN GENios.

Se calcularon los porcentajes de supervivencia celular, relativos a las células control
(tratadas so6lo con medio), se construyeron curvas de concentracion Vs. porcentaje de
supervivencia empleando el programa Microsoft Excel 2003 y se calcularon las
concentraciones letales 50 (CLsg) empleando una regresion no lineal en el programa
estadistico GraphPad—Prism 5. Para cada tratamiento se realizaron dos experimentos
independientes con resultados consistentes, en semanas diferentes.

3.1.5. Ensayo de morfologia apoptética

Con el fin de observar cambios morfolégicos que indiquen un proceso apoptoético inducido
por Withandlido D sobre las células, se evaluaron los cambios morfolégicos mediante el
método de tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio.

El naranja de acridina, un colorante capaz de permear las células vivas, se intercala en el
ADN generando una coloracion verde fluorescente a nivel de la cromatina, y roja cuando
se intercala en el ARN a nivel citoplasmatico. A diferencia de este colorante, el bromuro
de etidio sélo se une a células no viables generando una coloracion roja fluorescente en la
cromatina [64].

Las células que han sufrido necrosis tendran las caracteristicas fluorescentes de las
células no viables, como rompimiento de la membrana citoplasmatica pero no tendran la
morfologia nuclear apoptética; es decir, la condensacion del nucleo en la periferia y la
formacion de cuerpos apoptéticos debido a la pérdida o fragmentacion del ADN celular; lo
que conlleva a una intensidad de florescencia mucho menor a la producida por una célula
normal [64].

Las células se cultivaron el placas de seis pozos en una densidad celular de 1 x 10°
células/ pozo. Después de cumplido el tiempo de adhesion celular se adicionaron cuatro
concentraciones de Withandlido D (1, 5, 10 y 20 uM) y se incub6 durante 24 horas.
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Finalizado este tiempo, las células fueron lavadas con buffer de fosfatos y se adicioné a
cada pozo 10 uL de una mezcla de naranja de acridina y bromuro de etidio a una
concentracion final de 100 ug/mL cada uno. Las placas se observaron al microscopio de
fluorescencia y en cada pozo se observaron 200 células. Estos campo fueron
fotografiados y las células fueron contadas con el fin de determinar el porcentaje de
células que presentaban morfologia apoptética debido al tratamiento con el compuesto.
Esto se realiz6 por triplicado empleando un microscopio Nikon Eclipse TS100 a longitudes
de onda de 595-660 nm excitacion y 540-580 nm emision.

Como control positivo se utilizé Taxol a 1 uM, reportado como antineoplasico con
actividad pro-apoptatica [86]. La concentracion se seleccion6 segun resultados previos del
grupo [87] y como control interno se trataron células con dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.2%
por ser este el vehiculo del compuesto Withandlido D.

3.2. Andlisis de expresion diferencial
3.2.1. Tratamientos

Las células se sembraron en placas de cultivo de seis pozos, disponiendo 1 x 10° células/
pozo. Durante los tratamientos las placas se mantuvieron bajo las mismas condiciones
empleadas para el mantenimiento del cultivo. Después de permitir la adhesién de las
células a las placas por 24 horas, se adicionaron los tratamientos diluidos en medio de
cultivo fresco y se incubaron a diferentes periodos de tiempo.

3.2.2. Tiempo de exposicidon al compuesto citotdxico.

Previamente se estudiaron efectos del compuesto Withandlido D a 4 horas de tratamiento
con una concentracion alta sobre la linea celular MCF-7 [43]. En este trabajo se evaluaron
tiempos de exposicidon de 15 min, 1h, 4h, 8h, 12h y 24 horas, con el objetivo de observar
efectos tempranos del tratamiento y de hacer un seguimiento en el tiempo de los cambios
en la expresion de los genes blanco en presencia de Withandlido D.

3.2.3. Concentracion del compuesto citotoxico.

En trabajos previos del grupo, los cambios transcripcionales inducidos por Withandlido D
en MCF-7 se observaron al emplear una concentracion de 20uM de este compuesto, la
cual se considera elevada, porque corresponde a 20 veces a la CLs, calculada sobre esta
linea para el compuesto activo en un trabajo realizado previamente por Cordero y
colaboradores, 2009 [33].

En este trabajo se emplearon concentraciones mas bajas partiendo de la ClLs
determinada para el Withandlido D previamente, 1uM, 5 uM, 10 uM y 20 pM. De igual
forma, se evalud el efecto del vehiculo DMSO, para asegurar que no interfiriera en los
resultados a la concentracion maxima empleada (0.2% v/v). Las valoraciones a las



25

concentraciones mas altas 10 y 20 uM, se evaluaron hasta el tiempo de exposicién de 12
horas, no hasta 24 horas, debido a la lisis total de la muestra celular expuesta al
compuesto antitumoral por este periodo de tiempo.

El compuesto Whitandlido D fue suministrado por el profesor Javier Rincon, del grupo de
productos naturales Bioactivos del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional
de Colombia.

3.3. Analisis moleculares
3.3.1. Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realiz6 por el método de extraccion en un sélo paso con
fenol / tiocianato de guanidina / cloroformo, empleando el reactivo TRI-REAGENT®
(Molecular Research Center). Este reactivo permite extraer ARN total, ADN gendémico y
proteinas a partir de la misma muestra. El procedimiento realizado fue el recomendado
por el fabricante.

Al final de los tratamientos, se retir6 el medio de cultivo, se lavé la monocapa celular con
PBS (solucién salina tamponada con fosfatos) pH: 7.2, para eliminar las células que se
encontraban desprendidas. Se elimind totalmente la solucién acuosa de lavado y se
adiciond el reactivo de extraccién TRI-REAGENT® empleando 500 plL/pozo de reactivo.
Las muestras se homogenizaron con micropipeta, se transfirieron a tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL libres de RNAsas y se almacenaron a -70 °C hasta iniciar el
proceso de extraccion.

Todo el material plastico empleado en la extraccion fue material certificado como libre de
RNAsas y pirbgenos o en su defecto material nuevo tratado con DEPC
(dietilpirocarbamato) al 0.1% para eliminar las nucleasas. Igualmente, las soluciones
empleadas se prepararon en agua tratada con DEPC posteriormente esterilizada.

La cuantificacion del ARN total se realizé midiendo la absorbancia a 260nm y 280nm del
ARN total obtenido, en placas plasticas de 96 pozos, transparentes al ultravioleta en el
espectrofotdmetro TECAN GENios.

Para el calculo de la concentracion se empled la relacion: la absorbancia a 260nm,
medida en una celda de 1 cm, de una solucibn de ARN de cadena sencilla de
concentracion 40 pug/mL es 1. Se evalud también la relacion A260nm/A280nm, como
indicativo de la pureza del ARN obtenido, que se esperaba estuviera en el rango entre
1.85y 2.0 [88].

Los ARN’s obtenidos no fueron tratados con DNAsa, sin embargo, el disefio de los
iniciadores fue realizado sobre regiones exonicas para cada gen.

3.3.2. Sintesis de primera cadena de ADNc
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La sintesis de la primera cadena se realizé por retro-transcripcion con la enzima MMLV
retro-transcriptasa reversa (Epicentre Biotechnologies) y oligo (dT),; como iniciador (Tabla
1). Como sustrato para la enzima se emple6 1 ug del ARN total previamente aislado. El
volumen final de las reacciones fue de 20uL. Las muestras se incubaron durante 2 min a
65 °C, 60 min a 37 °C y 5 min a 85 °C para inactivar la enzima. Para evaluar la eficiencia
de la reaccion, los productos de la retro-transcripcion fueron amplificados mediante PCR
convencional empleando iniciadores de GAPDH (Tabla 2). Las secuencias de los
iniciadores para GAPDH fueron: iniciador directo: 5- ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’;
iniciador reverso: 5’- TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3.

El tamafio del amplimero esperado en esta reaccion fue de 451pb y las condiciones para
la amplificacién fueron descritas en la tabla 3.

Tabla 1. Mezcla para la reaccién de sintesis de la primera cadena de ADNc
Volumen Concentracion

Componentes adicionado final
Buffer MMLV 10X 2 uL 1x
DTT 100 mM 2 uL 10 mM
RNAsa ScriptGuard Inhibitor
(40U/uL) 0.5uL 1 U/uL
dNTPs Premix (5uM cada uno) 2uL 0.5 mM cl/u
Oligo dT,; (10 uM) 2uL 1uM
Enzima MMLV Epicentre (50
U/uL) 1luL 1 U/uL
Agua libre de nucleasas Variable
ARNmM en agua libre de RNAsas Variable 1ug

Tabla 2. Mezcla para las amplificaciones de PCR convencional.
Concentracion final o cantidad en la

Componente reaccion
Buffer de la polimerasa 1X
MgCl, 1.5mM
dNTPs-mezcla 0.2 mM
Iniciador GAPDH directo 0.2 uM
Iniciador GAPDH reverso 0.2 uM
Molde 100 ng
Enzima Bioline DNA pol 1U
Agua ultra pura C.S.p. 25 uL
Tabla 3. Programa de amplificacion por PCR convencional para GAPDH
Temperatura (°C) Tiempo No de ciclos
94 2 min 1
94 30s
60 30s 30

72 30s
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Los productos de las reacciones de amplificacion se evaluaron en un gel de agarosa al
0.8%, tefiido con SYBR Safe, (Invitrogen®) y las reacciones de amplificacion se realizaron
en el equipo My Cycler® (BIORAD). Finalmente la imagen del gel fue obtenida empleando
el digitalizador de geles Digimage (Major Science®).

3.3.3. Disefio de iniciadores para la reaccion de PCR en tiempo real

Para realizar las amplificaciones por PCR en tiempo real, se emplearon iniciadores o
primers especificos disefiados para cada uno de los genes de interés.

Los genes a estudiar fueron aquellos cuya expresion se vio afectada por el tratamiento
con el Withandlido D en el estudio de expresion diferencial por andlisis de SSH realizado
previamente en el grupo de Farmacogenética del Cancer [43]. En este trabajo se
incluyeron tanto genes cuya expresion se observd aumentada como disminuida por efecto
del tratamiento.

Para el disefio de los iniciadores se emplearon en conjunto diferentes herramientas entre
ellas IDT SciTools, disponible a través de la pagina web de Integrated DNA technologies,
IDT: www.idtdna.com y la herramienta BLAST del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para verificar, por comparacion frente a las
bases del datos del GenBank, la especificidad de los primers hacia los genes de interés
(Tabla 4).

Tabla 4. Genes e iniciadores de interés para estudio de cambios transcripcionales

NUumero
de
Tama .
acceso ~ Posi
Nombre de la fio !
del . - . - cion
proteina Iniciador Directo Iniciador Reverso del .
ARNmM ! . exo
relacionada ampli
en el mero
GenBan
k
Exo6
n3y
5'- 5'- 4
DL SEDe O:f;?g‘éo ACTAAGCAGAAGCC AGACATTACGCGT 166 (%g
P P ATGGACAGGA-3' TCCTCTGA-3' ob)
Exo6
RMI-1: proteina-1 ?228
NM 024 de inestabilidad 5- 5- 1-
945 2 del genoma TTAGCCTCTTGAGT AGGAGTTTGAGAC 122 2702

mediada por Rec TGCTGGGACT-3' CAATCTGGGCA-3' pb)
Q
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NM_005
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009.3
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356
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SMCA4L1: proteina
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proteina 4 de
mantenimiento
estructural de
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Pb1l: proteina
polibromo 1
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nucleolar 10

ACTB: beta-actina

UBC:Ubiquitina

DDX-3: péptido 3
que contiene el
motivo DEAD
(Asp-Glu-Ala-Asp)

TXNL1: proteina-1
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tioredoxina

5-

TGGAGGGTCAGGTA

ACTTGCCAAA-3

5'-

AAAGGCAGTGCAAA

GAAGGAAGGC-3

5'-

ACCTGGTGTCTGTG

TATTGCCTGT-3'

5-

GGCACCCAGCACAA

TGAAGATCAA-3

5'-
TGAAGACACTCACT
GGCAAGACCA-3'

5'-

TTCTCAGATGTTTGT

TGTGTGGATTT-3'

5'-
AGGGAACAGCTGC
CACCAACAATA-3'

5
ACTGGCAAGCTAA
GTGGAATGCCT-3'

5
AGTCTGGGTGTTG
GGCCTTAATCA-3'

5'-
TCGGATTTGGGAT
GCTCTCAACCT-3'
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ACTCGTCATACTC
CTGCTTGCTGA-3

5'-
CAGCTGCTTTCCG
GCAAAGATCAA-3'

5'-
AAACTTGCTCAAA
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5'-
TGTCCTCATTGCT
TCCAGGGTCAT-3'
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346.4

NM_001
017963.1

NM_006
145.1

NM_000
633.2

NM_017
832.2

NM_003
194.3

Hsp70-1b:
Proteina 1B la
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proteinas de
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70KDa

HSP 90AA1
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proteinas de
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proteinas
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DnaJ Hsp40

Bcl-2:Proteina que
regula procesos
en mitocondria y
apoptosis celular

C9orf6: Proteina
hipotética para el
ORF6 del
cromosoma
humano 9
(C9orf6)

TBBP: Proteina
de unién a la caja
TATA

5'-
ACCAAGCAGACGCA
GATCTTC- 3

5'-
GCTTATTTGGTTGC
TGAGAAAGTAACT-3
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TGATCCCTCTGTGT
CTTTGGGCTT-3

5'-
TTTCTCATGGCTGT
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5'-
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3.3.4. Andlisis de expresion diferencial empleando RT-PCR en tiempo real

Se realiz6 sobre los ADNcs monocatenarios obtenidos a partir de las muestras de células
tratadas con el vehiculo DMSO y con Withandlido D. Las determinaciones por PCR se
realizaron en el equipo para PCR de tiempo real Light Cycler 480 II® (Roche), empleando
la mezcla para reaccion High Resolution Melting HRM® Master Mix (Roche) e iniciadores
especificos para los genes de interés. El volumen final de las reacciones fue de 10 pL,
esta mezcla incluy6 el ADNc blanco, los iniciadores especificos, cloruro de magnesio y la
mezcla de reaccion HRM Master Mix (Tabla 5). El programa de amplificacién a emplear
fue determinado y programado en el equipo (Tabla 6).

Tabla 5. Mezcla para las reacciones de amplificacion por PCR en tiempo real empleando
Resolight® Roche

Concentracion final o cantidad en la

Componente .

reaccion
Master Mix HRM Roche
(incluye dNTPs, enzima y buffer de la 1X
enzima)
MgCl, 2.5 mM
Iniciador especifico directo 01u
Iniciador especifico reverso 0.1 uM
Molde 2 uL
Agua ultra pura c.s.p. 10 yL

Tabla 6. Programa de amplificacion por PCR en tiempo real empleando Resolight de
Roche®

95°C 95°C
10:00 00:10
72°C 72°C
01:00 01:00
60°C
00:15 4°C
A
(40x) (1x)

Los cambios en la expresion génica se calcularon empleando el método de cuantificacion
relativa de doble delta de C; (AACy) reportado por Livak y Schmittgen [89]. El Cr es el
namero del ciclo de la reaccion de amplificacion en el que la fluorescencia emitida por la
reaccion alcanza el valor umbral pre-establecido.
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Para el célculo del nivel de expresion se empleé la ecuacion:

Nivel de expresién = 2%, donde:

AAC: = (CT, gen de interés ~ CT, gen de referencia) Tratamiento - (CT, gen de interés ~ CT, gen de referencia) Control

Como gen de referencia interna se emple6 el gen de expresion constitutiva TBP (TATA-
box binding protein) que codifica para la proteina de union a la caja TATA.

La diferencia en los valores de expresion de los genes entre las dos lineas celulares
estudiadas se evalué mediante una prueba t-student empleando el programa estadistico
Statistix 9 ®, teniendo en cuenta un valor p<0.05 como significativo. Ademas, se realiz6
un andlisis de agrupamiento jerarquico con la finalidad de clasificar los genes analizados
en funcion de sus similitudes en los perfiles de expresion. Estos arboles jerarquicos fueron
analizados mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, con el fin de identificar los
patrones de expresion de los genes de interés. Estos analisis se realizaron empleando el
programa MeV (Multi Experiment Viewer ®) desarrollado por el Instituto para investigacion
gendmica (TIGR).

3.4. Analisis inmunicitoquimico

3.4.1. Deteccion de niveles de proteina por Inmunocitoquimica

Para observar la expresion proteica inducida por efecto del tratamiento con Withandlido D,
se realizd un ensayo por inmunocitoquimica para Bcl-2. El analisis de deteccién se realiz6
sobre las células tratadas con las concentraciones de Withanélido D y todos los tiempos
de exposicion.

Las células se sembraron en laminas multipozo (Lab.Tek ® Il Chamber Slide System) a
una densidad celular de 7000 células/pozo. Se incubaron 24 horas para permitir la
adhesion celular y transcurrido este tiempo se trataron con el Whitandlido D bajo todas las
combinaciones de tiempo y concentracion.

Luego se retiré el medio de cultivo y se lavaron las laminas con solucién fosfatada (PBS)
estéril (pH: 7,2) por cinco minutos. Después, se adicioné paraformaldehido al 4% en PBS
por 30 min a temperatura ambiente y se realizaron tres lavados con PBS durante cinco
minutos. Pasado ese tiempo se agregé gelatina al 0,5% (Bloom 300) y se incubaron las
laminas a 4°C por 10 minutos; finalmente se lavaron nuevamente con PBS.

Luego del proceso de fijacion, se permeabilizaron las células con Tritén X-100 al 0,1% en
PBS por 30 minutos a temperatura ambiente; seguidamente se lavaron tres veces con
solucion PBS. Se inactivo la peroxidasa enddgena con peréxido de hidrogeno al 0,5% y
metanol al 50% disuelto en PBS estéril por 30 minutos. Luego se lavaron las células tres
veces con PBS y se bloquearon los sitios de unién inespecifica con suero fetal bovino al
5% en PBS durante 30 minutos.
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Posteriormente, se retir6 la solucion de bloqueo y se incubd con el anticuerpo primario en
PBS con suero de bloqueo al 10% a 37 °C en cdmara humeda. Luego se incubd con el
anticuerpo secundario biotinilado preparado en PBS por 30 minutos a 37 °C en cadmara
himeda. Después se lavd y se incubaron las células con estreptavidina acoplada a
peroxidasa (1ug/ul) por 30 minutos.

Para el revelado se utilizé una solucion de diaminobenzidina (DABal 10,1% (diluida en
Tris-HCI pH 7.2) El buffer se coloco sobre las células observdndose una formacion de
producto café insoluble. La reaccién se detuvo sumergiendo la laminilla en agua destilada.

Luego del revelado, se realiz6 una contra-coloracibn con hematoxilina de Harris.
Posteriormente se deshidrataron las laminillas haciendo lavados con gradientes
ascendentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% y 100%) y posteriormente se adiciond Xilol
para hacer el montaje usando citoresina®. Finalmente las laminas fueron observadas en
microscopio Nikon Ecilpse E600, en un aumento 40x y se tomaron fotos con el fin de
analizar la intensidad del marcaje.

La expresién del oncogén fue evaluada por inmunocitoquimica (ICQ) usando el anticuerpo
monoclonal anti-Bcl-2. La expresion se analizd6 semi-cuantitativamente multiplicando la
intensidad del marcaje por la proporcién de células tumorales positivas. La intensidad del
marcaje citoplasmatico y/o membranal fue definido como 0 sin marcaje apreciable; 1
marcaje leve; 2 marcaje moderado y 3 marcaje fuerte.

3.5. Analisis bioinformatico

Una vez se obtuvieron los resultados de los niveles de expresion de los genes estudiados
bajo cada una de las condiciones evaluadas, y después de los andlisis estadisticos; se
realiz6 una busqueda de informacién sobre la actividad y funcion de estos genes
empleando las herramientas bioinformaticas de acceso gratuito: The Cancer genome
anatomy project (CGAP project): http://cgap.nci.nih.gov/ , String http://string.embl.de/ y
Oncomine www.oncomine.org/ con el fin de correlacionar estos cambios con posibles
procesos moleculares afectados por el efecto citotoxico de Withandlido D.

Igualmente mediante mineria de datos se valoraron estudios realizados que evalGan
compuestos con actividad antitumoral sobre lineas derivadas de cancer de mama, con el
fin de potencializar y extrapolar los resultados obtenidos en este trabajo empleando
mediante herramientas bioinformaticas.


http://www.oncomine.org/
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Analisis celulares

4.1.1. Ensayo de linealidad para MDA-MB231

Con el fin de determinar la densidad celular 6ptima para realizar ensayos de citotoxicidad
sobre la linea MDA-MB231, se evaluaron desde 500 hasta 25.000 células por pozo
durante un tiempo de 96 horas, (48 horas de tratamiento + 48 horas de recuperacién
celular) evaluando seis repeticiones.

Mediante un analisis de regresién lineal se observ6 de manera significativa (p<0.001) un
incremento directamente proporcional en la reduccion de resazurina al aumentar la
densidad celular sembrada por pozo. El resumen del modelo presentado en la tabla 7,
indico el grado de correlacion existente entre las variables, en este caso el nUmero de
células sembradas y la respuesta en unidades relativas de fluorescencia (URF) obtenidas
mediante el método de resazurina. El valor R? estuvo en 0.964 indicando un ajuste alto al
modelo de regresion lineal.

Tabla 7. Resultados obtenidos del modelo de regresion lineal.

Causade Sumade Cuadrado

variacion cuadradros Gl medio F Sig. R R?
Regresion 7.67E+08 1 7.567E+08 913.165 0.000 .982 .964
Residuo 2.817E+07 34 828674.143
Total 7.849E+08 35

Seis de las doce densidades evaluadas se ajustaron al modelo lineal. Estos puntos
estuvieron entre 7500 y 20000 células sembradas, siendo 12500 células, en la totalidad
de las mediciones, una densidad celular apropiada para sembrar, teniendo en cuenta 96
horas de cultivo continuo donde se evalla citotoxicidad y recuperacion celular. (Figura 1)

Esta densidad celular estuvo ubicada en la zona media tanto de la intensidad de la
respuesta como en la zona media lineal. Asi que si se pensara en una recuperacion de las
células después de evaluar un compuesto con efecto citotoxico, y teniendo en cuenta que
el tiempo para un doblaje poblacional en esta linea celular es de 22.50 horas bajo las
condiciones de cultivo anteriormente mencionadas (datos no publicados), la intensidad de
la respuesta expresada en URF estaria aun dentro del rango lineal lo cual indicara una
medida confiable
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Figura 1. Intensidad de la fluorescencia medida en URF al evaluar seis de las doce
densidades celulares MDAMB231 durante un periodo de 96 horas. £ 1 desviacion tipica;
n=6.

Asi, con base en los resultados estadisticos obtenidos se seleccioné como densidad
apropiada 12500 células/pozo para ser sembradas en placas de 96 pozos y asi garantizar
una confluencia de 80% celular al finalizar el periodo de tratamiento, mas recuperacion
celular, para ensayos de citotoxicidad realizados por el grupo de manera rutinaria.

4.1.2. Evaluaciéon de la citotoxicidad y recuperacién celular en presencia de
Withandlido D

Se valor6 la actividad citotoxica del compuesto Withandlido D en las dos lineas celulares
evaluando cinco concentraciones (10, 5, 1, 0.5, 0.1 uM) durante 48 horas de tratamiento.
Los valores calculados de CLso en ambas lineas celulares estuvieron por debajo del valor
de referencia 10 uM sugerido por Bugelski y colaboradores como referencia para la
seleccién de moléculas con actividad citotoxica promisoria, basado en un andlisis histérico
de las valoraciones de citotoxicidad in vitro de agentes antineoplasicos de uso en clinica
sobre el panel de 60 lineas celulares que emplea el programa de desarrollo de nuevos
farmacos del Instituto Nacional de Céncer de los Estados Unidos [3]. Este resultado
ratifico la relevancia de este compuesto promisorio con alta actividad citotoxica.

El valor de CLs, calculado para el Withandlido D en MCF-7 fue de 3.00 uM £ 0.30 con un
intervalo de confianza (IC) del 95% (2.509 a 3.602) y un R*= 0,961; y en MDA MB231 fue
de 2.04 pM + 0.20 con un IC 95% (1.823 a 2.284) y un R? = 0,991, indicando que el
compuesto posee actividad antitumoral en el orden de concentracion micromolar, lo que
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es comparable con reportes previos de actividad de withandlidos que han sido activos en
concentraciones del orden nano y micromolar (Figura 2) [20, 33, 90].
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Figura 2. Actividad citotoxica de Withandlido D sobre dos lineas de cancer de mama.
Media de seis replicas + una desviacion tipica de la media.

Evaluando las cinco concentraciones sobre ambas lineas celulares se observé una
respuesta dosis-dependiente, reduciendo la supervivencia celular a medida que aumento
la concentracion de Withandlido D (p>0.001). Los valores calculados para la ClLs, y el
comportamiento citotoxico mostrado por las células al ser tratadas con Withanélido D no
fueron significativamente diferentes entre las lineas celulares al comparar los porcentajes
de viabilidad mediante una pruebat = 1.769; p = 0.1516. Para las células MDA MB231 se
requiri6 1 uM menos del compuesto para generar el 50% de letalidad, comparado con las
células MCF-7.

Un estudio realizado por Cordero y colaboradores, 2009, donde evaluaron la actividad
citotoxica de Withandlido D sobre diferentes lineas celulares tumorales, entre ellas MCF-
7, mostré una CLsg de 1.10 uM al emplear el compuesto y una CLso de 0.17 uM al evaluar
doxorrubicina HCI, un agente antineoplasico empleado en diferentes tipos de tumores. En
los dos estudios el valor calculado estuvo en el orden de micromolar, o que sugiere que
Withandlido D pueda ser considerado un compuesto candidato para ser estudiado como
un nuevo farmaco contra el cancer [33].

Los withanodlidos derivados de algunos géneros de la familia Solanaceae como Withania,
Datura y Acnistus, han sido previamente estudiados por su actividad anti-tumoral y
actividad anti fangica, sin embargo, la alta citotoxicidad en células normales ha
imposibilitado la continuidad de los ensayo en clinica. Por ello, es importante resaltar el
bajo efecto toxico del compuesto Whitanolido D observado sobre células normales como
fibroblastos de origen humano, células de médula 6sea y células madre hematopoyéticas
de ratén, lo que indica su posible selectividad [91].

Diferentes estudios realizados demuestran la selectividad de este compuesto hacia
células tumorales. Cordero y colaboradores 2009, igualmente realizaron ensayos de
citotoxicidad sobre células normales indicando una toxicidad diferencial: el compuesto fue
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ligeramente mas activo sobre células tumorales que normales, la relacion entre la CLsg
promedio obtenida sobre células normales y la obtenida sobre células tumorales fue de 2,
lo que indica que para alcanzar el mismo efecto sobre células normales se requiere el
doble de la concentracién requerida para células tumorales. Al evaluar Withandélido D
sobre fibroblastos epiteliales normales de origen humano se observd un efecto citotdxico
menor obteniendo una ClLsg = 2. 96 UM, mayor que las Cls, obtenidas para MCF-7 (1.10
uUM) y las de diferentes células derivadas de tumores de origen humano como Hela, HEp-
2, HT-29, MKN-45 y U-937.

Otro estudio realizado por Roumy et al 2010, mostré la baja citotoxicidad de este
compuesto en células de médula 6sea obtenidas de voluntarios sanos (Clsg = 7.24 uM) y
células madre hematopoyéticas de raton EML-C1 (Clsp = 1.37 uM) comparado con el
efecto antitumoral en células mieloides humanas resistentes K562R (Clso = 1.23 uM) y en
células leucémicas resistentes de raton (Clso = 0.52 uM), lo que muestra la selectividad del
compuesto [91].

Dentro del mismo experimento, tomando la misma poblacién celular tratada con el
compuesto citotoxico, bajo las concentraciones anteriormente mencionadas, se planted un
ensayo de recuperacién celular con el fin de determinar una posible actividad citostatica
del compuesto, empleando un periodo de recuperacion de 48h después de retirado en los
tratamientos.

Los porcentajes de viabilidad celular obtenidos al final del periodo de recuperacion fueron
comparados con los porcentajes de supervivencia obtenidos al final del tratamiento
citotoxico mediante una prueba t — test, con el fin de calcular diferencias entre los valores
y determinar si la diferencia media fue significativa.

Los resultados obtenidos no reflejaron diferencias significativas en los porcentajes de
supervivencia celular derivados de los dos ensayos para la linea celular MCF-7 donde t =
1.038; p = 0.3578; asi mismo para la linea MDA MB231 donde t = 0.1650; p = 0.8870, lo
gue indica que las células que son expuestas al compuesto no se recuperan después de
retirar el tratamiento, por lo que se puede considerar que éste tiene un efecto citotoxico.

En general, sobre todas las células tratadas con diferente concentracion de Withandlido
D, no se observé un efecto de recuperacion celular notorio; solo en las células MDA-
MB231 tratadas a una concentracion de 5 uM se observd; después de 48 horas, una
recuperacion celular de 9 % con respecto al obtenido en el ensayo de citotoxicidad,
siendo no significativo (Tabla 8).

Tabla 8. Comparaciéon de los porcentajes de supervivencia celular obtenidos durante el
tratamiento con Withandlido D y después de un tiempo de recuperacion celular.

MDA MB231 MCF-7
Concentraci6 48h 48h
n 48h tratamiento tratamiento 48h tratamiento
+48h tratamiento +48h
recuperacion recuperacion
(UM) % % % %
10 62 + 0'90 0 + 0.52 6 + 4.67 0 + 0.1

8
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5 17 + 223 26 =601 23 x o0 16 = 9
1 89 + 250 54 x 0% 93 + 364 106 x 50
05 02+ 179 99 % 524 98 = 24 117 % 5
0.1 100 + 186 100 * 518 100 * 232 109 * o

3 Media de seis determinaciones °+ desviacion estandar de la media.

Con los resultados obtenidos de estos dos ensayos in vitro se pudo determinar que el
compuesto Withandlido D ejerce un potente efecto citotdéxico sobre las lineas celulares
derivadas de tumores mamarios en concentraciones que estan en el rango micromolar.

4.1.3. Ensayo de morfologia apoptética

Para evaluar morfolégicamente los cambios presentados por las células al ser tratadas
con el compuesto a concentraciones 1, 5, 10 y 20 uM durante 24 horas se empleé el
método de tincién con naranja de acridina y bromuro de etidio, como técnica para estudiar
el porcentaje de células tratadas que presentaron morfologia apoptética.

En general los cambios morfolégicos mas visibles al emplear la coloracién fluorescente,
se evidenciaron a nivel citoplasmatico y nuclear en las células tratadas con Withandélido D
al 1y 5 uM con respecto al vehiculo (dimeltilsulfoxido al 0.2%) en las dos lineas celulares.
Se observé una notoria disminucion del tamafio celular que se asocia a la contraccion
celular a causa de estimulo externo, asi mismo la condensacion de la cromatina y la
formacion de cuerpos apoptéticos (Figura 3).
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Figura 3. Células apoptéticas que tienen fragmentado su nucleo (flecha negra).
Fotografias con coloracion invertida obtenidas de la técnica de naranja de
acridina/bromuro de etidio y visualizadas en microscopio de fluorescencia a 10x y 40x.
Células tratadas con Taxol 1uM, 5 uM Withanélido D y DMSO 0.2% durante 24 horas.

A mayor concentraciébn de withandlido D dispuesto en las células se observé un
incremento en el dafio celular llevando a la lisis celular, evidenciada por la ausencia de
células integras y la presencia abundante de residuos celulares, al tratar con la
concentracion mas alta durante el tiempo de exposicion en las dos lineas celulares
evaluadas (Figura 4).

En las células tratadas con el control positivo bajo la concentracién evaluada (Taxol 1
UM), se observaron células con morfologia apoptética evidente, con caracteristicas como
la condensacion de los nucleos y algunos englobamientos visibles de la membrana
citoplasmatica en los dos tipos celulares; mientras que las células tratadas con DMSO al
2% no mostraron cambios morfolégicos notorios o alguna evidencia de lisis celular (Figura
4).
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Figura 4. Coloracién de células con la técnica de Bromuro de etidio / Naranja de acridina
visualizadas en microscopio de fluorescencia (40x). Células tratadas con Taxol 1uM
(control positivo), Withandlido D 1 y 20 uM y DMSO 0.2% (vehiculo) durante 24 horas.
Células apoptéticas que tienen fragmentado su nacleo (flecha blanca).

Con la técnica fluorescente empleada, se contaron 200 células en cada muestra, con el fin
de determinar el porcentaje de células con caracteristicas apoptoticas producto de los
tratamientos con el compuesto.

Los resultados obtenidos indicaron un efecto apoptético dependiente de la concentracion
de Withanolido D después de 24 horas de tratamiento. A medida que aumento la
concentracion del compuesto se incrementé el nidmero de células con morfologia
apoptotica hasta observar lisis celular a la mayor concentracién y disminucién en los
conteos de células apoptoéticas; una tendencia que se evidencid en las dos lineas
celulares (Tabla 9).

Dentro de los genes de los que se estudio la expresion, Bcl-2 fue el Unico gen que esta
directamente relacionado con apoptosis, por esta razén se correlacionaron los resultados
de los niveles de expresion del gen obtenidos para los tratamientos de 24 horas bajo las
dos concentraciones de Withandlido D, 1 y 5 uM con el nimero de células con morfologia
apoptética derivado del ensayo de cambio morfoldgico. En esta comparacién se encontro
una relacién inversamente proporcional: cuando la expresion del gen Bcl-2, a nivel de
ARNmM se observé disminuida (ej: tiempo 24 h y concentracién 5 puM), en el ensayo
morfolégico se observd un aumento, en comparacion con el vehiculo, del numero de
células con caracteristicas apoptoticas. Este comportamiento se puede relacionar con la
funcién de inhibicion de la apoptosis que presenta Bcl-2. EI mismo comportamiento se
observo en los dos modelos celulares.

Investigadores como Kang, 2009 han descrito las proteinas pro y anti-apoptéticas que
conforman la familia Bcl-2, las cuales interactan permitiendo el balance entre la
formacion de nuevas células y la muerte celular de las mas adultas. Cuando los miembros
anti-apoptéticos de esta familia se encuentran sobre-expresados, esta proporcién se
altera y la muerte celular por apoptosis puede prevenirse [92]. Este indicador de sobre-
expresion ha sido asociado a fenotipos de cancer mas agresivos y resistentes a diferentes
agentes quimioterapéuticos en tumores sélidos y altamente relacionado con la malignidad
hematoldgica [93-95].

La expresion génica de Bcl-2 en la células MDA MB231 tratadas con Withanélido D 1 uM
fue 1.8 veces menor y tratadas con Withandlido D 5 uM fue 0.5 veces mayor que el
control (células tratadas con el vehiculo), como estos valores no fueron superiores a 2, no
se considera que correspondan a una sobre-expresion. No muy diferentes fueron los
cambios en la expresion en MCF-7 bajo los mismos tratamientos: el gen estuvo 0.9 veces
mas y 2.4 veces menos expresado comparado con su control. En general, la baja
expresion del gen Bcl-2 bajo los tratamientos anteriormente descritos fue correlacionable
con los altos conteos de células con morfologia apoptética bajos estas mismas
condiciones de tratamiento (Tabla 9, Anexo 2).

Al realizar una prueba t-Student comparando los porcentajes de células con morfologia
apoptética obtenidos para ambas lineas, se establecid que existen diferencias en los
porcentajes obtenidos a bajas concentraciones al valorar el compuesto Withandlido D y el
taxol. Los porcentajes obtenidos fueron mayores para la linea celular MDA MB231, lo que
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indica mayor sensibilidad de esta linea frente a la observada para la linea MCF-7 (Tabla
9).

Tabla 9. Porcentaje de células con morfologia apoptética observadas al disponer
diferentes concentraciones de tratamiento

Vehiculo Taxol Tratamientos Withanélido D
%M;/? 1uM 1uM 5uM 10 uM 20 uM
% % %

MDA 3+058°  27+306  15+2.08 27+153 19+2.08 15+2.08
MD231
MCF-7 7+1.53 41 +1.53 31+2.0 32+214 20+2.08 11+252
t-test 5 16.63 18.52 6.928
P 0.0377 0.0036 0.0029 Ns ns 0.0202
Slg * *% ** e oo *

2 Media de seis determinaciones, °+ una desviacién estandar. . Sig: significancia de la
prueba t-test comparando lineas celulares p<0.01 * y p<0.001**.

Es claro que en el ensayo de citotoxicidad, la concentracion de 10 uM mostré una
actividad letal contundente a 48 horas de tratamiento sobre las células (Tabla 8), y los
resultados obtenidos en el ensayo morfolégico empleando 20 uM fueron el rompimiento
de la membrana citoplasmatica y lisis celular presentando alta cantidad de residuos
celulares, lo que sugiere que la via de muerte celular inducida a una alta concentracion
del compuesto puede ser muerte celular via necrosis.

Un estudio realizado por Yeung y colaboradores en 1999 evaluando el taxol, mostr6 como
este antineoplasico presenta un comportamiento bifasico al ser valorado a diferentes
concentraciones sobre lineas celulares derivadas de cancer de mama, entre las que se
incluyeron MDA MB453 y MCF-7. Sorprendentemente, los resultados revelaron una
respuesta diferencial dependiente de las lineas celulares examinadas. Este
comportamiento reflej6 dos mecanismos diferentes subyacentes a la citotoxicidad del
taxol: a bajas concentraciones (0.005 uM) el efecto del taxol fue estabilizar los
microtubulos en la fase G2 a mitosis (M) en el ciclo celular, donde finalmente las células
detenidas mueren por apoptosis; mientras que empleado a 25 UM el efecto fue polimerizar
los microtibulos independientemente de la etapa del ciclo celular e inhibir la progresion a
la fase de sintesis (S), lo que conllevo con el tiempo a muerte celular por necrosis [86].

Otro estudio realizado por Samadi y colaboradores 2010, evaluaron el mecanismo de
accion de Withaferina A, un withandlido derivado de Vassobia breviflora, sobre lineas
celulares derivadas de carcinoma de cabeza y cuello encontrando que este compuesto
induce la apoptosis y muerte celular, asi como un cambio en Gy/G; a G,/M del ciclo
celular.

Con el fin de confirmar la accién apoptética inducida por este compuesto, los
investigadores emplearon la técnica de anexina/yoduro de propidio para observar los
estadios de apoptosis 0 muerte celular por necrosis a una sola concentracion y tiempo.
Los resultados mostraron que la withaferina A, a una concentracion de 5 pM induce
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apoptosis temprana, tardia y necrosis de manera significativa en las lineas celulares
tumorales MDA1986 y JMAR; después de 24 horas de tratamiento [96].

El incremento del nimero de células apoptoticas a bajas concentraciones de Withandlido
D y la disminucién, acompafiada de lisis celular a la concentracion mas alta, puede estar
ligado a la activacién de diferentes mecanismos de muerte celular a cada una de estas
concentraciones: por via apoptética o necrética dependiente de la concentracion del
compuesto.

Diferentes mecanismos de muerte celular se han descrito hasta hoy; siendo la apoptosis
una forma de muerte celular mediada por caspasas con caracteristicas morfolégicas
particulares como la condensacion citoplasmatica y nuclear y fragmentacion de material
gendmico, asi como la degradacion de las células que permiten la reutilizacion de los
componentes celulares y juega un rol importante en el mantenimiento de la estabilidad de
las poblaciones celulares dentro de los tejidos [97, 98].

Otro mecanismo de muerte celular como necrosis hace referencia a los cambios
morfolégicos después de que las células han muerto y alcanzan un equilibrio en su medio.
Por lo tanto, la ausencia de fagocitosis y cuerpos apoptéticos genera la pérdida de
integridad causando la pérdida del contenido celular que actia con moléculas
inmunoldgicas promoviendo procesos inflamatorios. Contrario a lo que ocurre en la
apoptosis y autofagia, que mediante la formacion de cuerpo apoptéticos se suprime la
secrecion de mediadores inflamatorios [99, 100].

Presentar un mecanismo de muerte celular que no desencadene una respuesta
inflamatoria es un elemento deseable a la hora de estudiar este compuesto como
candidato para el desarrollo de farmacos antineoplasicos, puesto que se trata de uno de
los puntos donde se puede actuar para optimizar la eficacia de la quimioterapia en
tumores resistentes.

Otro mecanismo con caracteristicas similares a la apoptosis es la autofagia, un proceso
altamente conservado y regulado en los eucariotas que se inicia con el secuestro del
material citoplasmatico de vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas. Las
caracteristicas morfolégicas de la autofagia incluyen vacuolizacién, la degradacion del
contenido citoplasmatico y la leve condensacién de la cromatina [101]. Sin embargo, estas
caracteristicas no fueron observadas en el ensayo de morfologia, descartando este
mecanismo de muerte celular

Aunque los resultados obtenidos son confiables, no son concluyentes pues se tiene el
resultado del estudio morfologico aislado; para confirmar el planteamiento sobre la
activacion de diferentes mecanismos de muerte celular cuando el Withandlido D se
emplea en diferentes concentraciones, se necesita la aplicacibn de otras técnicas
bioguimicas ademas de los estudios morfolégicos, que evallen otros aspectos
caracteristicos de los diferentes procesos de muerte celular, como el estudio de
fragmentacion de ADN vy la activacion de caspasas (2,3,6,7,8,9 y 10) porque estas
enzimas median el proceso de apoptosis [102] que validarian esta hipotesis. Sin embargo,
los resultados dan luces para sugerir que el withandlido D puede inducir diferente
mecanismos de muerte celular sobre distintas células tumorales.
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4.2, Analisis moleculares

4.2.1. Evaluacién deiniciadores por PCR convencional

Con el fin de evaluar la especificidad de los iniciadores disefiados para la condicién de
amplificacion por PCR en tiempo real, se realizaron amplificaciones por PCR convencional
sobre ADN gendémico de células MCF-7 (Tabla 4). Las amplificaciones obtenidas se
evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa 2%, tefiido con SYBR Safe de
Invitrogen® y las reacciones de amplificacion se realizaron en el equipo My Cycler de
BIORAD®.

En esta evaluacion electroforética se observé la amplificacién y el tamafio del amplimero
con cada uno de los iniciadores disefiados. Por comparacion con marcadores de peso
molecular incluidos en el gel, se pudo establecer que los tamafos obtenidos
correspondieron a los esperados para cada amplimero. La mayoria de los tamafios de
fragmentos obtenidos estuvieron entre 100 y 200 pb, a excepcion de los amplimeros de
los iniciadores Hsp70-1b y Bcl2 que estuvieron por debajo de 100 pb; y HDJ-1/Hsp40
donde el tamafio del fragmento se visualizO por encima de 200 pb; lo esperado
previamente (Figura 5, Tabla 2).

9" ¥ 10, T15 128 I3 N T4 151, 1651718

500 pb

200 pb
100 pb

Figura 5. Amplificacién por PCR convencional con los iniciadores especificos sobre ADN
de células MCF-7. 1. Marcador de peso molecular de 100-1000pb. 2. RMI-1 3. CDCC?9 4.
ACTB. 5. HSP 90AAl. 6. SMCA4L1. 7. Bcl-2 8. HDJ-1/Hsp40 9 TXNL-1 10. DDX-3 11.
Hsp70-1b 12. UBC 13. Pb-1 14.TBBP 15. C9orf6 16. NOL-10. 17. Marcador de peso
molecular de 100-1000pb.

4.2.2. Amplificacion por PCR convencional para GAPDH sobre ADNcs

Después de someter el ARN total a la reaccién de retro-transcripcion, se verifico la
sintesis de la primera cadena de ADN a partir del ARN mensajero, presente en el ARN
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total extraido de las células tratadas con Withandlido D y sus controles, amplificando un
fragmento del gen GAPDH humano de expresidn constitutiva, usando PCR convencional.

Al evaluar los resultados obtenidos se observé amplificacién sobre los ADNcs y sobre el
ADN gendémico de MCF-7 empleado como control. El fragmento esperado en la
amplificacion para GAPDH fue de 451 pb evidenciandose en las muestras donde el
tamafio del amplimero se ubicé entre 400 y 500 pb. Estos resultados positivos de
amplificacion para GAPDH, indicaron que los ADNcs obtenidos del proceso de retro-
transcripcién fueron adecuados como sustrato para la realizacion de amplificaciones por
PCR convencional esperando que lo sean igualmente para PCR en tiempo real, pues este
tipo de PCR es mas sensible que la PCR convencional (Figura 6).

Figura 6. Amplificacion por PCR convencional para GAPDH 1. Marcador de peso
molecular de 100-1000pb 2 ADN proveniente de pulmén 3. Control de reactivos de la

500 pb
400 pb

reaccion de PCR 5. Muestra de ARN proveniente de HelLa (Invitrogen®). 4, 6-10.
Productos de las reacciones de retro-transcripcion de diferentes tratamientos 16, 42, 52,
111, 144. 11. Marcador de peso molecular de 100-1000 pb.

4.3. Andlisis de expresion diferencial y bioinformaticos

4.3.1. Evaluacioén de la expresiéon génica por PCR en tiempo real

Partiendo de los ADNcs obtenidos del proceso de retro-transcripcion se comparé la
expresion entre las células MCF-7 y MDA MB231 tratadas con las diferentes
concentraciones de Withandlido D o DMSO al 0.2% a diferentes periodos de tiempo.

Este analisis de expresion se realizé para los genes ACTB, SMC4L1, DDX-3, RMI-1,
NOL10, Pb-1, CCDC99 cuyos productos participan en mecanismos de reparacion de
ADN. De igual manera se estudiaron los cambios en los niveles de expresion de TXNL1 y
UBC que actuan en la respuesta celular al estrés oxidativo; Bcl-2 involucrado en procesos
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anti-apoptoticos a nivel mitocondrial, las proteinas de choque térmico Hsp70-1b, HSP
90AAl y HDJ-1/Hsp40, que participan en respuestas de cito-proteccion y C9orf6, una
proteina hipotética para el marco abierto de lectura 6 del cromosoma humano 9 a la que
no se ha asociado hasta ahora ninguna funcion.

Los valores de C; obtenidos por PCR en tiempo real se emplearon para calcular los
valores de AA C; y los niveles de expresion relativa, teniendo como gen de referencia
interna, el gen que codifica para la proteina TBP (proteina de union a la caja TATA).

Mediante la herramienta bioinformética MeV se identificaron los genes y sus patrones de
expresion empleando el coeficiente de correlacion de Pearson. Un valor de expresion
mayor a 2 fue considerado sobre-expresiébn mientras que valores inferiores a 1 fueron
considerados sub-expresion. Los valores cercanos a 1 fueron considerados como la
expresion basal de cada gen.

4.3.1.1. Agrupamiento jerarquico para genes expresados en MCF-7

Los resultados del nivel de expresion para cada gen sobre la linea celular MCF-7 se
presentan en la figura 7, donde fueron agrupados en cinco grupos mediante su grado de
correlacion: el primero, con la méas alta correlacion (0.591), estuvo conformado por las
proteinas de choque térmico HSP90AA1, Hsp70-1b y UBC; en el segundo grupo se
ubicaron los genes Bcl-2, DDX-3 y HDJ-1/Hsp40; como tercer grupo se observé la
expresion de los genes RMI-1 y C9orf6, en el grupo cuarto, se agruparon los genes
SMC4L1 y Pbl y finalmente en quinto grupo los genes ACTB, TXNL1 Y CCDC99.
Seguidamente los genes pertenecientes a los grupos | y Il se asociaron para formar un
subgrupo | con una correlacién baja (-0.579), y los grupos lll, IV y V se asociaron
formando otro gran subgrupo Il que incluyo la expresion del gen NOL10 que mostro la
correlacion mas baja (Figura 7).
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Figura 7. Agrupamiento jerarquico mediante correlacién de Pearson evaluando los niveles
de expresion (2-**Cy) de los diferentes genes en estudio para las células MCF-7 tratadas
a diferentes tiempos y concentraciones de Withandlido D. Rojo representa altos niveles de
expresion y verde bajos niveles de expresién, cada columna representa una
concentracion y tiempo de exposicion especifico mientras que las filas representan los
genes evaluados. Cada punto representa el promedio de tres repeticiones.

En el subgrupo | se asociaron los genes que mostraron sobre-expresion (AACt>2) en la
mayoria de los tratamientos, el nivel de expresion de las proteinas HSP90AAL, Hsp70-1b,
HDJ-1/Hsp40 y UBC se vio aumentado notoriamente desde un tiempo temprano hasta
finalizar el seguimiento en el tiempo: “time-course”, mientras que la sobre-expresion de los
genes Bcl-2 y DDX-3 solo se observé aumentada al tiempo de 4 horasy 12 horas; y 4, 8y
12 horas respectivamente, a los demas tiempos de tratamiento evaluados, la expresion de
Bcl-2 se observd reprimida mientras que los valores de expresion para DDX-3 fueron
superiores a 1 en la mayoria de las concentraciones de withanélido D evaluadas.

La expresion de los genes clasificados en el subgrupo Il fue similar en la mayoria de los
tiempos y concentraciones presentando una menor expresion que la observada para los
genes que se agruparon en el subgrupo I.

Un importante incremento en los niveles de expresion de los genes RMI-1 y C9orf6 fue
observado en los ADNcs provenientes de las células tratadas con el compuesto durante
15 minutos decreciendo de manera paulatina durante los tiempos sucesivos; mientras que
los valores de expresién de NOL10, Pbl y SMCA4L1 se vieron reprimidos en la mayoria de
los tratamientos, a excepcion del tiempo 12 horas donde se observé un evidente aumento
en la expresion de los genes PB1 y SMC4L1 (Figura 7).

Finalmente, se observo la correlacién de la expresién de los dltimos genes del subgrupo Ii
ACTB, TXNL1 y CCDC99, que presentaron una expresion heterogénea: Los niveles de



46

expresion para ACTB fueron variables durante el seguimiento en el tiempo: a tiempos
tempranos se observd una disminucion de la expresion del gen, después de este tiempo
se observd una expresién basal, hasta evidenciar una sobre-expresion al evaluar los
ADNCcs después de 12h de tratamiento en todas las concentraciones de Withandlido D. De
manera generalizada el nivel de expresién de TXNL1 se observé un aumentada en dos
tiempos de seguimiento: 1 y 12 horas; mientras que para el gen CCDC99 se registré una
disminucion marcada en los niveles de expresion en la mayoria de los tratamientos
comparados con las células no tratadas con el compuesto citotoxico, y solo en tres
tratamientos se observé un aumento de expresion mayor a 2.

En general, la sobre-expresion de los genes evaluados en la linea celular MCF-7 se
observé al evaluar tiempos de exposicion al compuesto citotdxico, entre 4 y 12horas,
mientras que a tiempo cortos como 15 minutos y 1 horas, so6lo se observé el aumento de
la expresion de genes como HDJ-1/Hsp40, UBC, RMI-1; C9orf6 en la mayoria de las
concentraciones de withandlido D evaluadas.

4.3.1.2. Agrupamiento jerarquico para genes expresados en MDA MB231

Con los valores de nivel de expresion relativa derivados del calculo de AAC+, se realiz6 de
manera simultanea, un analisis jerarquico que correlaciont los niveles de expresion de los
genes evaluados en las células MDA MB231.

Los resultados del nivel de expresion para cada gen sobre la linea celular MDA MB231 se
presentan en la figura 8, donde se observaron cinco agrupaciones: la primera de ellas,
estuvo conformada por los genes HSP90AA y UBC, ahi mismo de manera muy cercana
se ubico el gen TXNL1; con una menor correlacién; en el segundo grupo se ubicaron los
genes Bcl-2 y CCDC99; el tercer grupo por DDX-3 y Pbl y con menos relaciéon a este
grupo se ubicé C9orf6; en el cuarto grupo se asociaron las dos proteinas de choque
térmico HDJ-1/Hsp40, Hsp70-1B y ACTB; y finalmente siendo el grupo con una
correlacion mas baja en la expresion de los genes evaluados, estuvieron los genes
NOL10, SMC4L1, RMI-1 (Figura 8).
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Figura 8. Agrupamiento jerarquico mediante correlacion de Pearson evaluando los niveles
de expresion (2-**Cy) de los diferentes genes en estudio para las células MDA MB231
tratadas a diferentes tiempos y concentraciones de Withandlido D. Rojo representa altos
niveles de expresion y verde bajos niveles de expresion, cada columna representa un
tratamiento mientras que las filas representan genes evaluados. Cada punto representa el
promedio de tres repeticiones.

Posteriormente los genes pertenecientes a los grupos |, Il, lll y IV se asociaron formando
un gran subgrupo dentro del arbol jerarquico, mientras que los genes NOL10 y SMC4L1
fueron el subgrupo Il que tuvo una baja correlaciébn con la mayoria de los genes
evaluados .

Los niveles de expresion para los genes del grupo | se observaron aumentados a tiempos
prolongados de exposicion de las células al xenobiotico (4-12 horas), de igual manera a lo
observado en las células MCF-7 al evaluar HSP90AAl y UBC. Estos genes, por sus
similares niveles de expresion en la totalidad del experimento, se ubicaron en un mismo
grupo en el arbol descrito para las células MCF-7 (Figura 7 y 8).

Los genes clasificados en el segundo grupo Bcl-2 y CCDC99 solo se observaron sobre-
expresados hasta el tiempo de 4 y 8 horas bajo ciertas concentraciones de withanélido D.
Después de estos tiempos de tratamiento se observé una disminucion importante en la
expresion de ambos genes.

Estos resultados obtenidos fueron comparados con los obtenidos en las células MCF-7
observando una expresion diferencial para el gen Bcl-2; los valores de expresion para
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este gen en las células con el estatus de p53 activo (MCF-7) fueron mucho mas altos que
en las células con p53 alterado (MDA MB231) en tiempos prologados de tratamiento,
Contrario fue lo observado en la expresion del gen CCDC99, la cual se vio reprimida en
los dos modelos celulares (Figura 7 y 8).

En el grupo Ill se observdé un aumento en la expresion de Pbl en diferentes tiempos y
concentraciones a lo largo del “time-course”; mientras que para el gen DDX-3 la sobre-
expresion solo se registré bajo tiempos y concentraciones especificas siendo mas notorio
a las 8 horas de tratamiento. En este mismo grupo se ubicé la expresion del gen C9orf6
donde se observo que la expresion fue basal en la mayoria de los tratamientos.

Dentro de este grupo, solo DDX-3 mostré un comportamiento en la expresién que fue
diferencial; a las 4 horas de tratamiento se observé una sobre-expresion en los dos
modelos celulares, mientras que para los demas tiempos se observé una diferencia
marcada: en las células MDA MB231, la expresién de este gen fue basal mientras que
para MCF-7 la expresién se observé aumentada en la mayoria de los tiempos evaluados
(Figura 7y 8).

Finalmente en el dltimo grupo del subgrupo |, se agruparon los genes que codifican para
las proteinas de choque térmico HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1b, estos genes se observaron
aumentados en la mayoria de los tiempos bajo las concentraciones valoradas. Cabe
resaltar que la sobre-expresion de estos genes fue mayor a la obtenida en MCF-7 y se
prolongd hasta el final del monitoreo; Para el gen ACTB, también ubicado dentro de este
grupo, se observd un aumento en la expresion a tiempos y concentraciones especificas.

Como grupo mas distante del arbol jerarquico sobre MDA MB231 se agrupd la expresion
de los genes RMI-1, NOL10 y SMCA4L1. La expresion de los dos primeros genes se vio
aumentada en el tiempo temprano y paulatinamente disminuyé hasta alcanzar su mas
bajo nivel a las 12 horas de tratamiento Este comportamiento fue diferente al observado
en las células MCF-7 donde estos dos genes se vieron reprimidos en la totalidad de
estudio.

En general, al comparar los grupos jerarquicos obtenidos para ambas lineas celulares, se
observé una tendencia en la agrupacién de ciertos genes con respecto a sus niveles de
expresion. Los genes sobre-expresados en la mayoria de los tratamientos fueron
identificados como genes involucrados de manera directa o indirecta en la respuesta cito-
protectora como HSP90AA1 HDJ-1/Hsp40, Hsp70-1b, TXNL1, DDX-3 y Bcl-2 Seguido a
esto en tiempos tardios (8-12h) se observé la sobre-expresion de genes implicados en
reparacion de ADN como CCDC99, RMI-1, SMC4L1, Pb-1 y NOL10.

De igual forma, de manera generalizada se observé durante toda la evaluacion de
Withandlido D a diferentes tiempos y concentraciones el drastico aumento en la expresion
de los genes HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1b en ambas lineas celulares, lo que es concordante
con lo observado en el analisis de SSH realizado en el proyecto Fase |, donde se observo
aumento en la expresion de estas proteinas de choque térmico inducibles al evaluar el
compuesto durante 4 horas en células MCF-7.
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4.3.1.3. Analisis estadisticos de los agrupamientos jerarquicos

Con los resultados de la variacion en los niveles de expresion de los genes de interés en
las lineas celulares evaluadas se realiz6 una prueba t-student para muestras
independientes, para comparar entre los niveles de expresion de un mismo gen, bajo las
mismas condiciones de tratamiento (tiempo — concentracion); con el fin de observar
cualquier diferencia en el nivel de expresion de cada gen entre las lineas celulares
evaluadas.

Con el fin de cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
requeridos para el t-test, todos los valores obtenidos del cambio de la expresion del gen
blanco o de interés con el valor de expresion del gen empleado como control interno (fold
change) fueron transformados a logaritmo natural para obtener una distribucién normal de
los datos, lo cual equivale a haber trabajado con el valor inicial del doble delta C-.
Seguidamente para cada conjunto de datos derivado de un tiempo y concentracion
especifica se realizé el test de Levene para garantizar la homogeneidad de varianzas; asi
como el test de Shapiro-Wilk para garantizar normalidad. Estos estadisticos mostraron
gue no hubo diferencias significativas entre las varianzas p>0.05.

Los resultados obtenidos para esta prueba se resumen en la anexo 1, donde se
clasificaron aquellos genes y tratamientos que fueron expresados de manera
significativamente diferente en los dos modelos celulares. Con estos resultados los genes
fueron clasificados en cuatro grupos, |. aquellos genes que se observaron
diferencialmente sobre-expresados en ambas lineas celulares; Il: aquellos genes que se
observaron sobre-expresados en una linea celular y reprimido en la otra o viceversa; Il
aguellos genes que se observaron reprimidos en ambas lineas celulares, y IV, aquellos
genes que tuvieron una expresion fluctuante durante el “time-course”.

| Grupo de genes sobre-expresado en MDA MB231 y MCF-7
Proteinas de choque térmico inducibles HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1

Los niveles de expresion de los genes que codifican para las proteinas de choque térmico
de expresion inducible HDJ-1/Hsp40 y Hsp70-1b en las células MDA MB231 tratadas con
Withandlido D a 5uM y 10uM durante periodos de tiempo de 4, 8 y 12 fueron mayores
comparados con la expresion obtenida en las células MCF-7 (Figura 9).
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Figura 9. Genes sobre-expresados en las células MDA MB231 y MCF-7. Niveles de
expresion relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error estandar de
la media vs. tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01* y p<0.01**,
diferencias estadisticamente significativas de menor o mayor grado segun el valor p para
la prueba t-Student

Los niveles de expresion de HDJ-1/Hsp40 se mantuvieron elevados a las 2h y 12h de
tratamiento pero no mostraron aumento dependiente del tiempo. A las 4 h de tratamiento
con Withandlido D al 5 uM el nivel de expresion para las células con p53 mutado (MDA
MB231) fue 23 veces mayor; y a las 12h de tratamiento bajo la misma concentracion fue
14.3 veces mayor para las células con estatus p53 activo (MCF-7). Los niveles de
expresion de Hsp70-1b en MDAMB231 mostraron aumento al incrementar el periodo de
exposicion a Withandlido D, pues tras 4h de tratamiento fue mayor la expresion 1.9 veces
que la observada para las células MCF-7 y de 11.1 veces tras 8h de tratamiento (Figura
9).

Estas proteinas de choque térmico inducible son rapidamente expresadas en respuesta a
algun tipo de dafio causado por diverso agentes externos como agentes
guimioterapéuticos, deficiencia de nutrientes en el medio, radiacion U.V y al estrés
oxidativo entre otros [103].

Hoy se sabe que estas proteinas ejercen funciones protectoras frente a condiciones
letales porgque participan en cascadas anti-apoptéticas, lo cual depende de sus funciones
ATP-asa y de unién a proteinas (Beere, 2004). Ademas de su actividad chaperona éstas
modulan respuestas de muerte programada a través de la inhibicion de la activacion
proteolitica de las caspasas, que son los efectores de diversas vias de sefializacion pro-
apoptética [104].

Por otro lado, la expresién de estas proteinas esta regulada a nivel transcripcional por el
factor de transcripcion de choque térmico (HSF1) que se mantiene en un estado inactivo
por la union a un complejo de proteinas de choque térmico y co-chaperonas. Este factor
se activa en respuesta al estrés inducido por factores externos, forma un trimero, se
fosforila y se trasloca al ntcleo para unirse a los elementos Hsp en los promotores de los
genes que codifican para las proteinas de choque térmico [105].

Mas especificamente, los miembros de la familia Hsp70 son normalmente localizados en
el mismo compartimento sub-celular con varios miembros de la familia Hsp40 que se han
especializado en funciones individuales. La interaccion de una sola Hsp70 con multiples
Hsp40s una asociacién Unica que facilita procesos especificos en lugares diferentes
dentro de la célula; Hsp70-1 tiene actividad cito-protectora frente al estrés, para lo cual es
necesaria su funcion como chaperona [106].

En células normales la expresion varia a lo largo del ciclo celular, siendo mayor en las
fases G1 y S [107]. Mientras que en tumores de mama, colon y estbmago, la sobre-
expresion de Hsp70 se ha correlacionado con aumento de la proliferaciéon, baja
diferenciacion y reducida respuesta al tratamiento. Adicionalmente se ha observado que
Su expresion es necesaria para la supervivencia de tumores implantados en ratones y
células derivadas de tumores, por lo que se cree que les confiere una capacidad de
evasion de muerte celular y se ha postulado como una diana terapéutica interesante en el
tratamiento del cancer [107].
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El bloqueo de la expresion de Hsp70-1 en las lineas celulares derivadas de mama MCF-7
y MDA-MB231, con oligonucleétidos anti-sentido induce muerte celular independiente de
la activacion de caspasas y de p53. En fibroblastos normales, WI-38 no se presenta este
efecto, lo que indica que la expresion de Hsp70-1 es requerida para el mantenimiento de
la viabilidad en las células tumorales [108].

Il. Grupo de genes sobre-expresados en MDA MB231y reprimidos en MCF-7
RMI-1, SMC4L1y Pb1l

En este subgrupo se ubicaron los genes cuya expresion se observd aumentada solo en
las células con p53 mutado e inactivo, y reprimida o en estado basal en las células MCF-
7. Los niveles de expresion para los genes RMI-1, SMC4L1 y Pb1 que estan involucrados
en diferentes mecanismos de reparacion de ADN y son activados en respuesta al estrés
replicativo fueron graficados en la figura 10.

Los niveles de expresion del gen RMI-1 en las células MDA MB231 mostraron un evidente
aumento a los 15 minutos de tratar las células con el compuesto a una concentracion 5
UM, siendo el nivel de expresion 6.5 veces mayor, e incluso después de 12h: 3.5 veces
superior que el presentado por las células MCF-7, las cuales mantuvieron una expresion
basal del gen en la mayoria de los tiempos evaluados (Figura 10)

De manera similar se observé un incremento en dos tiempos para el gen Pbl: el primer
aumento en la expresion se observoé al evaluar los ADNcs obtenidos de tratar las células
con Withandlido D 10 uM por 15 min, siendo 4 veces mayor que en MCF-7; luego de 8h
de tratamiento a concentraciones altas del compuesto, se observd un cambio de
expresion en MDA MB231 que fue 6 veces superior.
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Figura 10. Grupo de genes sobre-expresados en MDA MB231 y reprimidos en MCF-7.
Niveles de expresién relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error
estandar de la media vs tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01* y
p<0.01**, diferencias estadisticamente significativas de menor o mayor grado segun el
valor p para la prueba t-Student

La sobre-expresién del gen SMC4L1 solo se percibi6 a un tiempo prolongado de
exposicion al Withandlido D siendo 6 veces mayor su expresion comparada con la de las
células MCF-7, que mostraron un estado basal de la expresion del gen a tiempos
tempranos; sin embargo, después de 8h de tratamiento, hasta completar el ultimo tiempo,
se observo una clara disminucién de la expresion de este gen.

Los bajos niveles de expresion de este grupo de genes no solo son concordantes con los
obtenidos al tratar con Withandlido D 20 uM durante 4h las células MCF-7, sino que su
nivel de expresion fue casi nulo en todo el “time-course” para esta linea celular, muy
diferentes a lo observado en las células MDA-MB231.

El gen RMI-1 (Inestabilidad del genoma mediada por RECQ) es una helicasa
perteneciente a la familia REcQ-DNA que, usa la energia de la hidrélisis de ATP para
separar la doble cadena de nucledtidos con el fin de facilitar el proceso de replicacion,
recombinacion, transcripcién y reparacion. Esta en particular, tiene un papel esencial en el
mantenimiento de la integridad del genoma, custodiando el movimiento de las horquillas
de replicacion y restableciendo la sintesis de ADN después de presentarse algun tipo de
blogueo o rupturas [109, 110].

La mutacién o la pérdida en funcion de las tres RECQ helicasas causan diferentes
sindromes de susceptibilidad al cancer hereditario. Los sindromes de Bloom y Werner
proporcionan un medio para una predisposicion a diferentes tipos de tumor epiteliales
como colon, cancer de mama, pulmon, leucemia y linfomas [110].

Igualmente se observd una baja expresion del gen SMCA4L1 en las células MCF-7. Este
gen hace parte del complejo enzimético condensina, que es altamente conservado y
participa en la condensacién de los cromosomas durante la mitosis, liderando la
reconfiguracion de la estructura del ADN mediante su actividad de super-enrollamiento
[111, 112].

La condensina humana estd compuesta por cinco sub-unidades: dos sub-unidades con
actividad ATPasa, pertenecientes a la familia de las proteinas de mantenimiento
estructural de cromosomas (SMC): la SMC2 y la SMC4, que forman un heterodimero y
tres sub-unidades CAP: hCAP-D2, -G y -H, las cuales son esenciales para la
condensacién y segregacion in vivo e in vitro de los cromosomas [113].

En las células humanas la condensina es expresada constitutivamente y los niveles
permanecen constantes a lo largo del ciclo celular, pero su localizacién varia durante éste,
en la interfase se encuentra predominantemente en el citoplasma y durante la mitosis, en
la metafase, se ubica dentro de los cromosomas [111, 112].

Investigadores como Blank y colaboradores 2006 estudiaron la condensacion irregular de
la cromatina ejercida por los complejos protéicos SMC2 y SMC4 cuando se presenta la
muerte celular mitética y su relacién con el estado de p53 y la condensacién de la
cromatina asociada a muerte celular por apoptosis, en diferentes tipos de tumor entre las
gue se destaca MDA MB231.
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Los resultados mostraron que el dafio en el ADN en células que tienen la funcién de p53
mutada o inactiva, desencadena la activacibn no controlada de la Cdkl (quinasa-
dependiente de ciclina), la carga y la activacion de la cromatina al complejo, seguido por
la aparicion de células multi-micronucleadas, siendo una evidencia de la muerte celular
mitdtica. Estos resultados demuestran una clara distincién entre los mecanismos que
promueven la condensacion de la cromatina bajo el mecanismo de muerte celular mitética
y los relacionados con la condensacién de la cromatina asociados a apoptosis, lo que
ofrece una clara y reevaluada vision de un importante proceso de muerte celular en
tumores diferente a apoptosis [113].

Por lo tanto, la expresién diferencial observada para SMC4 en los dos modelos celulares
obtenida en este trabajo, podrian lleva a proponer que la muerte celular se puede estar
induciendo por rutas no apoptéticas como la catastrofe mitética, que son independientes
de la activacion de caspasas.

Dentro de este grupo de genes con expresion reprimida en la linea MCF-7 por el
tratamiento con Withandlido D se ubico el gen que codifica para la proteina humana
polibromo-1 (Pb1l), también conocida como BAF180 la cual forma parte del complejo de
remodelacién de la cromatina PBAF (complejo BAF asociado a polibromo) y es necesaria
para la localizacién de PBAF en los cinetocoros durante la mitosis, ya que participa en la
deteccién de la cromatina y en el reclutamiento de proteinas con funcion de regulacion de
la expresion, como las acetilasas de histonas [114].

La funcién de la Pbl se asocia claramente con su estructura, que incluye seis
bromodominios (BD) en tAndem, dos dominios adyacentes a bromodominios (BAH) y un
grupo de alta movilidad (HMG). Los BD son dominios de unién a histonas acetiladas, los
BAH son modulos de interaccion proteina-proteina y el domino HGM se une al ADN
nucleosomal [114]. Mutaciones de Pbl han sido identificadas en cancer de mama
sugiriendo un posible rol supresor de tumor. Aungque el mecanismo preciso de su actividad
supresora de tumor no es conocida, se cree que esto ocurre al menos, en parte, a su
capacidad de regular p21 [115].

Tanto p21 como p53 son genes supresores de tumores que se relacionan con procesos
apoptéticos. Un p53 funcional tiene la capacidad de inducir p21 y un incremento de p21
puede inducir a un detrimento de la actividad de ciclinas dependientes de quinasas (Cdk).
lo que conlleva a una parada en el ciclo celular. Asi mismo, el estado funcional de p53 es
importante en la ruta dependiente de p53 que permite la muerte celular asociada a
apoptosis[116].

Sin embargo, cabe la posibilidad de inferir que las células MDA MB231 tratadas con
Withandlido D podrian aumentar la expresién de p21 y desencadenar el mecanismo de
muerte celular por apoptosis, independientemente a la presencia y estado funcional de
p53 y receptor de estrogeno (ER).

Esta hipétesis surge de estudios como el realizado por Li y colaboradores, 1999, al
evaluar genisteina a 30 puM, un isoflavonoide derivado de la soya, sobre células MDA
MB231 durante 24 horas. Mediante un analisis de Western blot analizaron la expresion de
p21 y p53 observando que después de ser tratadas las células bajo estas condiciones, la
proteina p21 se sobre-expreso 1.5 veces mas en las células tratadas que en el control, lo
cual fue directamente correlacionado con la inhibicién en el crecimiento celular; mientras
que la expresion de la proteina p53 en células tratadas decreci6 aproximadamente un
tercio en comparacion con el control. Estos resultados sugieren que la sobre-expresion de
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p21 puede ser el mecanismo molecular por el cual el compuesto induce apoptosis siendo
un potencial quimiopreventivo o agente terapeltico contra el cancer de mama. Sin
embargo, se necesitan estudios mas robustos [116].

Grupo Bcl-2, TXNL1 y HSP90AA1

En este grupo se clasificaron los genes cuya expresion se vio aumentada en las células
MCF-7, y reprimida o de expresion basal en las células MDA MB231 (Figura 11)

Para los genes Bcl-2 y HSP90AAL que tienen efecto anti-apoptotico, en el caso de Bcl-2
evitando la liberacion del citocromo ¢ hacia el citosol [117], y para la proteina de choque
térmico que inhibe la activacién de la pro-caspasa 9 y estabiliza el inhibidor de apoptosis
survivina [118], la expresion se observé aumentada solo en las células MCF-7. De igual
forma para el gen TXNL1 asociado a un sistema de mantenimiento del equilibrio rédox en
las células.
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Figura 11. Grupo de genes sobre-expresados en MCF-7 y reprimidos en MDA MB231.
Niveles de expresion relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error
estandar de la media vs tratamiento, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01*,
p<0.001**, y p<0.000***, diferencias estadisticamente significativas de menor o mayor
grado segun el valor p para la prueba t-Student
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El nivel de expresion de Bcl-2 se vio aumentado paulatinamente desde las 4h de
tratamiento hasta finalizar el “time-course”, aumentando aproximadamente 6 veces la
expresion hasta llegar a un contundente aumento de 76 veces superior a la pobre
expresion del gen en las células MDA MB231 (Figura 11).

HSP90AA1l se observé sobre-expresada de manera similar y correlacionada con la
expresion de Bcl-2. A 4h de tratamiento con withandlido D 5 uM se observé un cambio 3.5
veces mayor que en las células MDA MB231; después a las 8h bajo la misma
concentracion de withanélido D se observé un declive en la expresién que aumento solo a
las 12 h de tratamiento para ser 14 veces superior a la observada en el otro modelo
celular.

Como ultimo gen de este grupo se consider6 la expresidon de TXNL1 que se observo
aumentada a las primera hora de tratamiento, sin embargo, su sobre-expresion fue
mayormente notable después de 12 horas bajo todas la concentraciones de withandlido D
donde se observ6 un aumento 15 veces superior, comparado con las células MDA MB231
que presentaron una expresion basal en todo el tiempo de monitoreo.

La Hsp90A controla el balance entre la maduracion, que implica el plegamiento, y la
degradacion por la via del proteosoma, de un nimero reducido de proteinas reguladoras
de la proliferacion celular y traduccion de sefiales que incluye Akt, Raf-1, ciclina D1, Cdk4
y p53 [119]. Esta proteina se sobre-expresa en varios tipos de tumores demostrado que
participa en la evasién de la apoptosis mediante la inhibicion de la activacion de la
caspasa 9, induccién de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 y la estabilizacién de
inhibidores de la apoptosis como la survivina [118]. En células tumorales que presentan
altos niveles de Hsp90, Hsp70 y Hsp27 estas proteinas participan en oncogénesis y
resistencia a la quimioterapia [120].

Asi mismo, Bcl-2 es una proteina anti-apoptética que pertenece a la familia de proteinas
Bcl-2, conformada por miembros con funciones pro y anti-apoptéticas que interactian
para mantener el equilibrio entre la formacion de células nuevas y la muertes de las méas
adultas. Este balance determina si la mitocondria permanece intacta o libera proteinas
gue promueven la muerte celular. Una de estas proteinas es el citrocromo ¢, que al
liberarse forma un super complejo con Apaf-1 (apoptosoma) activando la caspasa 9, que
a su vez activa la caspasa 3 desencadenando la apoptosis [92, 121, 122].

Tanto los productos de los genes Bcl-2 y p53 han sido vinculados a las vias de muerte
celular programada en varias lineas celulares de cancer de mama, encontrando que bcl-2
puede inhibir la apoptosis provocada por el gen p53 en estado funcional. En contraste las
células con un gen p53 no funcional, pueden igualmente inhibir la apoptosis, sin embargo
esta proteccion es mucho menor a la observada cuando ambas proteinas estan presentes
[123].

Una correlacion entre la expresion de la proteina Bcl-2 y p53 en estado no funcional fue
realizada en células MCF-7 empleando vectores que expresaron la misma mutacién que
sufren las células SK-BR-3 3 p53 mutado; asi como en tejidos de carcinomas mamarios,
lo que sugirid que las células con p53 mutado pueden suplir la funcién de bcl-2 e incluso
reprimir la expresion de este gen generando apoptosis en células de cancer de mama
[123].

Al analizar lo propuesto por Haldar, 1994, y la expresién diferencial observada en los dos
modelos celulares, se podria de alguna manera pensar que la sobre-expresion de Bcl-2
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en células MCF-7 podria ser una respuesta cito-protectora contra la induccion de
apoptosis, la cual es mediada por p53 en este tipo de células; contrario a lo observado en
las células con estado no funcional de p53 (MDA MB231) donde se presentd una
disminucion en la expresion de Bcl-2.

Basado en esta hipétesis se podria inferir que las células con p53 funcional tratadas con
Withandlido D activan la expresion de p53 como mecanismo de muerte celular via
apoptosis lo cual se correlaciona con lo observado en el ensayo de morfologia apoptotica.
Sin embargo, para aprobar este planteamiento es necesario evaluar la expresién de p53
en ambos modelos celulares.

Diferentes estrategias terapéuticas se han desarrollado en las Ultimas décadas con el fin
de perturbar el sistema Bcl-2 que actla como guardian intrinseco de la via apoptética en
células tumorales; entre ellas se destacan pequefias moléculas inhibidoras de Bcl-2
aisladas de productos naturales como Antimicina y Gossypol la cual estd en fase de
desarrollo preclinico. Esta molécula puede inducir estrés oxidativo en presencia de
metales como el cobre generando ROS (especies de oxigeno reactivo) lo que conlleva a
la liberacién del citocromo ¢ causando la apoptosis con diversas estructuras quimicas que
tiene alta afinidad [124, 125].

Por otro lado, TXNL1 pertenece al grupo Il de la familia de proteinas altamente
conservadas tioredoxinas que son los principales sistemas ditiol-reductores del citosol,
porgue actian como antioxidantes, protegiendo las proteinas citosoélicas del dafio inducido
por especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) y también participan en el
mantenimiento del balance entre la produccién de especies reactivas de oxigeno y
antioxidantes dentro de las células [126].

TXNL1 es metabdlicamente estable, ampliamente expresada y presente a nivel
citoplasmético y nuclear, tiene actividad tioredoxina con un potencial redox aproximado de
-250mV; y es la dltima proteina asociada al proteosoma 26 S por medio de la unién
directa con la subunidad Rpnll .Este proteosoma es la maquinaria proteolitica que
degrada la mayoria de las proteinas intracelulares como mecanismo de control celular.
Igualmente esta asociado con otros cofactores entre los que se destacan PA28 y Hsp70
[127-129].

TXNLL1 es el primer ejemplo de una conexion directa entre la reducciéon de proteinas y
protedlisis, que son dos mecanismos protéicos de control [129]. En reduccion de proteinas
se ha planteado que TXNL1 esta involucrada en la respuesta al estrés inducido por
privacion de glucosa, pues presenta altos niveles de expresion en tejidos que emplean la
glucosa como fuente primaria de energia, como son el sistema nervioso central y en los
6rganos reproductivos y en la linea celular HEK-293 la privacién de glucosa reduce los
niveles de ARNm y su sobre-expresion protege de la toxicidad inducida por la privacion de
glucosa [130]. Mientras que en protedlisis TXNL1 se ha asociado con la participacion
como sensor de cambios en el estado de oxido-reduccion, pues frente a sefiales de estrés
oxidativo se une a la quinasa p38MAPK y activa una respuesta de endocitosis mediada
por GDI:Rabb.

[l Grupo de genes reprimidos en MDA MB231 y MCF-7

CCDC99, C9orf6 y NOL10
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En este grupo se clasificaron los genes que mostraron un nivel de expresion basal o
reprimido durante todos los tiempos y concentraciones de Whitandlido D valoradas en los

dos modelos celulares.

Los niveles de expresion de los genes CCDC99 y C9orf fueron calculados mediante 2-
AAC; mostraron una expresion basal en la mayoria de los tratamientos; sin embargo, a los
tiempos 4h y 8h, se observo una disminucion en la expresién de los genes en las células

MCF-7 (Figura 12)

CCDC99 C9orf6
2.5
-+ MDA MB231 -»- MDA MB231
-+ MCF-7 -== MCF-7
J
g
©
o
Tratamiento Tratamiento
NOL10

-»- MDA MB231
= MCF-7

0.0 T T T T
= = = =
R & < &
o3 3 & &

Tratamiento



58

Figura 12. Grupo de genes reprimidos en las células MDA MB231 y MCF-7. Niveles de
expresion relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error estandar de
la media vs tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01*, p<0.001**, y
p<0.000***, diferencias estadisticamente significativas de menor o mayor grado segun el
valor p para la prueba t-Student

Para el gen NOL10, la expresion fue basal en la mayoria de los tratamientos, sin embargo
en dos tiempos se observé un pico de aumento: para las células MCF-7 cumplida la
primera hora de tratamiento, se observé una expresion que estuvo entre el limite
establecido por el calculo de 2-AACy <2 mientras que para las células MDA MB231 se
observé una disminucion en la expresion. Luego de 8h de tratamiento a 5 pM se observo
una expresion mayor por 0.5 puntos al umbral en las células MDA MB231, y a 20 uM se
observé un aumento de 16 veces comparada con la observada en los ADNc de MCF-7.

Las funciones de los genes C9orf6 y NOL10 no han sido dilucidadas aun. Mientras que el
gen CCDC99 que codifica para la proteina, también llamada “proteina ahusada” es
necesaria para la localizacion de dineina y dinactina en los cinetocoros. La dineina se
cree que controla inicialmente la interaccion entre los microtabulos del huso y el
cinetocoro para facilitar su posterior formacién y ensamblaje mediado por el complejo
NDC80. También se requiere para la correcta orientacion del huso mitético, sin embargo,
esta proteina no es requerida para el desarme de las proteinas del punto de cheque del
ensamblaje del huso mitético (SAC) donde se monitorea la unién de los cinetocoros al
huso y se evita el inicio de la anafase si no se han alineado todos los cromosomas [131,
132].

Esta proteina se localiza en el nicleo en interfase y el cinetocoro en prometafase
temprana relocalizandose en el huso mitético antes de la metafase. Luego se disipa
después de que la segregacion de los cromosomas se ha completado [132].

IV Grupo de genes con expresion fluctuante en MDA MB231 y MCF-7
ACTB, UBCy DDX-3

En este grupo se ubicaron los genes que mostraron una expresion fluctuante durante
todos los tiempos evaluados, pasando de un estado de sobre-expresion en un tiempo
determinado, a una expresion basal o incluso reprimida.
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Figura 13. Grupo de genes con expresion fluctuante en las células MDA MB231 y MCF-7.
Niveles de expresién relativos correspondientes a la media de tres replicas con el error
estdndar de la media vs tratamientos, medidos por RT-PCR en tiempo real. p<0.01*
p<0.001**, y p<0.000***, diferencias estadisticamente significativas de menor o mayor
grado segun el valor p para la prueba t-Student

La expresion del gen Beta-actina (ACTB) en las células MDA MB231 mostré dos picos a
diferentes tiempos: a las 8h de tratamiento se observé un aumento moderado en la
expresion del gen, mientras que en las células MCF-7 la expresion fue basal; luego de
esto a las 12h se observo otro aumento siendo en la concentracion 1 uM 4.7 veces mayor
la expresion, y a la segunda concentracion 3.5 el nivel de expresioén que las observadas
en MCF-7.

De igual manera, en la expresion del gen DDX-3, se observo un leve aumento a las 8h de
tratamiento que fue incrementandose de manera significativa hasta las 12 horas de
tratamiento en los ADNcs provenientes de células MCF-7 tratadas, con diferentes
concentraciones de Withanolido D; mientras que la expresion del gen en las células MDA
MB231, solo se vio aumentada durante las 8h de tratamiento siendo incluso 7 veces
mayor a la obtenida en las células MCF-7 (Figura 13).

Finalmente, la expresion del gen UBC fue variable en los dos modelos celulares
evaluados bajo la mayoria de los tratamientos aumentando y disminuyendo su expresion
de manera notoria. En el primer tiempo de exposicion de 15 minutos, para las células
MDA MB231 se observl sobre-expresion, mientras que a ese mismo tiempo el nivel de
expresion en MCF fue basal. Después de ese tiempo se observé un aumento en la
expresion de MDA MB231 a un periodo de tratamiento de 4h siendo 4.6 veces mayor que
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las células MCF-7; seguidamente se observé una disminucion de la expresion del gen,
inferior al estado basal de expresion al evaluar withandlido D para ambas lineas celulares.

En el caso de DDXS3, es una helicasa de ARN que presenta el dominio caja-DEAD, tiene
actividad helicasa y actividad ATPasa y patrticipa en todos los pasos del metabolismo del
ARN, incluyendo transcripcion, procesamiento, transporte y degradacion del ARN,
iniciacion de la traduccion y biogénesis de ribosomas [133, 134].

En estudios en lineas celulares derivadas de carcinomas hepato-celulares, se observo
que DDX-3 reduce la capacidad proliferativa de células tumorales in vitro, al inducir la
expresion del inhibidor de la progresion en el ciclo celular p21 *@™°"* Esta funcién se
debe a su unién a los sitios de reconocimiento Spl presentes en el promotor del gen
p21"ePl v sy interaccién con el factor de transcripcion Spl. Esta union es dependiente
de su actividad ATPasa, pero independiente de su actividad helicasa [135].

Igualmente, regula la iniciacion de la traduccion a través de la formacion de un complejo
con el factor elF4E, que impide la interaccion de este con el complejo elF4G, encargado
de reclutar los componentes del complejo de iniciacion de la traduccion [136].

Por su accion como regulador de la transcripcion, de la iniciacion de la traduccién de
ARNmM a proteina y de la capacidad proliferativa de células tumorales, se le considera
como un posible supresor de tumores [135, 136].

Bajo estos supuestos, y con los resultados de expresion obtenidos en las células MDA
MB231 tratadas con Whitandlido D; se podria plantear que este compuesto aumenta la
expresion de DDX3 y como consecuencia de esto induce la expresion de p21, que actla
como inhibidor en la progresion del ciclo celular lo que conlleva a una muerte celular via
apoptotica. Sin embargo, es importante medir el nivel de p21 con el fin de esclarecer si
existe un mecanismo de muerte celular diferencial entre los dos modelos celulares
evaluados.

En general, los resultados derivados de RT-PCR en tiempo real, asi como los
agrupamientos jerarquicos mostraron que bajo las condiciones de tratamiento con
Withandlido D a diferentes concentraciones evaluadas en el tiempo, se disminuye la
expresion de los genes que codifican las proteinas involucradas en complejos reguladores
los cuales estan relacionados en los procesos de divisién celular y el mantenimiento y
estabilidad del genoma en las células MCF-7, mientras que en las células MDA MB231
estas proteinas se observaron sobre-expresadas, lo que sugiere que existen diferentes
mecanismos moleculares de respuesta a este xenobibtico, que se activa diferencialmente
en los dos modelos células. Esta expresion diferencial fue observada de manera
temprana.

Los resultados de expresion para las células MCF-7 son concordantes con los obtenidos
por Cordero, 2008 al evaluar el Withanolido D durante 4h. Visto de manera global el
efecto de reduccion de la expresion de estas proteinas constituye una amenaza para el
mantenimiento de la integridad del genoma y para el progreso de la replicacién del ADN
de las células afectadas, lo que se relaciona con un estado de estrés replicativo [43].

El estrés replicativo se define como la replicacion ineficiente del ADN que causa un
avance lento o detencion de las horquillas de replicacion. Puede ser causado por
deplecién de los precursores de dNTPs, cambios en la expresion de proteinas requeridas
para la sintesis de dNTPs y del ADN, reduccién de la frecuencia de activacion de sitios
de iniciacion, re-replicacion del ADN por activacion en mas de una oportunidad de los



61

origenes de replicacion durante la fase S, dafios o lesiones en el ADN que bloquean la
progresion de las horquillas de replicacién e inhibicién por efecto de farmacos. El estrés
replicativo también se puede presentar en regiones de dificil acceso en las que las
estructuras secundarias dificultan el acceso de la maquinaria de replicacion [137].

Cuando la replicacion del ADN es perturbada la célula activa vias de respuesta al estrés,
que regulan la progresion en el ciclo celular, la transcripcion, la apoptosis, la replicacion y
la reparacion del ADN y que son importantes para el mantenimiento de la integridad del
genoma [138]. En la respuesta al estrés replicativo se reduce la velocidad de progresion
de la horquilla de replicacion, para permitir la reparacion del dafio y adicionalmente se
pueden activar la expresion génica, rutas de reparacion de ADN vy evitar el inicio de la
mitosis, acciones que colaboran con el mantenimiento de la integridad del genoma [138].

Igualmente en un time-course realizado por Taylor y colaboradores, 2010 evaluando
tamoxifeno sobre estos dos modelos celulares, se observaron cambios en la expresion de
los genes MCM2, TIAM1, TFF1 IER3 y BIX asociados a procesos en el ciclo celular los
cuales se expresaron diferencialmente en los primeros dos dias de tratamiento. Estos
cambios estuvieron relacionados con la condicion funcional de receptor de estrégeno lo
cual es un factor importante en la respuesta a terapia endocrina en tumores mamarios.
Estos resultados son determinantes para identificar, de los genes evaluados el potencial
predictivo como marcadores observando la dinamica de expresion en respuesta a terapia
antitumoral [139].

Por otro lado, en el grupo de los genes cuya expresion fue aumentada de manera
continua por el tratamiento con Withandlido D en los dos modelos celulares se
encontraron proteinas de choque térmico inducibles. Se detect6 la sobre-expresion de los
genes que codifican para las isoformas inducibles de proteinas de choque térmico: HDJ-
1/Hsp40, Hsp70-1. Estas proteinas hacen parte de la respuesta celular de cito proteccién
ante el estrés inducido por diversos factores externos siendo una respuesta altamente
conservada que se activa para evitar el dafio celular, activar procesos de reparacion del
ADN y bloquear la activacién de apoptosis [117].

En respuesta a este estrés se puede inducir la activacion de rutas de reparacion del ADN
y se puede activar la respuesta de cito-proteccion mediada por proteinas de choque
térmico. Dado que ademas se vio interferencia del Withandlido D con la activacién de
rutas de reparacion de ADN vy la posterior reorganizacion de la cromatina y la segregacion
de los cromosomas, es posible plantear que se genera un estrés replicativo y un dafio que
la célula, a pesar de activar sus mecanismos de defensa, no logra contrarrestar y por esto
el resultado observado es la muerte celular.

4.3.2. Mineria de datos en cancer de mama

Con los resultados moleculares obtenidos en este trabajo se realizdé mineria de datos con
el fin de encontrar estudios que evallen estos genes (muchos de ellos poco estudiados),
o los correlacionen con posibles bio-marcadores o blancos terapéuticos que ayuden a la
deteccidn, prognosis y tratamiento en cancer de mama.

Igualmente a nivel proteico, con el fin de realizar una exploracion mas profunda de las
funciones e interacciones de las proteinas codificadas por los genes estudiados, se
buscaron los sinénimos de los genes en las bases de datos del Centro Nacional para la
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Informacion en Biotecnologia de los Estados Unidos de América NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi) y del Instituto Bioinformatico Europeo EMBL-
EMI http://www.ebi.ac.uk/. La informacién obtenida se presenta en la tabla 10.

Tabla 10. Resultados de la busqueda de sin6bnimos en bases de datos de los genes
evaluados.

Genes Sinénimos
Hsp70-1b HSPA1A; HSP70-2; FLJ54328; HSPA1B
HDJ- Hdj1; Sisl; HSPF1; Hsp40; RSPH16B; DNAJB1
1/Hsp40
HSP90AA1 HSPN; LAP2; HSP86; HSPC1; HSPCA,; Hsp89; Hsp90; HSP89A,
HSP90A;
HSP90N; HSPCAL1; HSPCAL4; FLJ31884.
TXNL1 Txl; TXNL; TRP32; TXL-1.
RMI-1 BLAP75; C9orf76; FLJ12888; RP11-34618.1.
SMC4L1 CAPC; SMC4L1; hCAP-C; SMC4
DDX-3 DBX; HLP2; DDX3X
Bcl-2 BCL2
CCDC99 FLJ20364; FLJ40690
C9orf6 CG-8; FLJ20457;
Pbl BAF180; MGC156155; MGC156156; PBRM1
ACTB PS1TP5BP1
UBC HMG20
NOL10 PQBP5; FLJ13938; FLJ14075

Uno de los estudios encontrados por medio de herramientas bio-informaticas fue el
desarrollado por van de Vijver et al.; 2002, hasta ahora el estudio mas robusto que abarca
los principales factores prondésticos en cancer de mama como son la edad, el tamafio del
tumor, el estado de los ganglios linfaticos auxiliares, el tipo histolégico del tumor, el grado
patoldgico y el estado del receptor de estrégeno (ER), en 295 pacientes con diferentes
tipos de cancer de mama.

Empleando la tecnologia de micro-arreglos de ADNc se identificaron distintos patrones de
expresion génica de tumores que estuvieron relacionados con el BCRA1 y BRCA2. Dentro
de estos, por su expresion diferencial, 70 genes fueron asociados con el riesgo a la
enfermedad en etapas tempranas y metastasis, siendo esta metodologia una herramienta
poderosa para pronosticar el desarrollo y la evolucion de la enfermedad en pacientes
joévenes con cancer de mama, que tiene su diagnostico basado solamente en estudios
clinicos y criterios histologicos [140].

Entre estos genes cabe resaltar la presencia de algunos evaluados en este trabajo como
las proteinas de choque térmico Hsp70-1, HDJ-1/Hsp40 y de los genes DDX-3, CCDC99,
C9orf6 y Bcl-2, los cuales han sido postulados como dianas terapéuticas en tratamientos
para el cancer de mama


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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4.4, Analisis proteico

4.4.1. Deteccion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 por Inmonocitoguimica

(ICQ)

La expresion de la oncoproteina Bcl-2 se analizdé semi-cuantitativamente multiplicando la
intensidad del marcaje por la proporcion de células tumorales positivas. La intensidad del
marcaje citoplasmatico y/o membranal de la proteina obtenida de cada tratamiento fue
clasificada en tres grados: 1, 2 y 3, considerando los grados 2 y 3 como expresiones
positivas para Bcl-2 ICQ (Figura 14, Tabla 11).

1uM 5uM 10 uMm

DMSO 0.2 %

1h

4h

Control -

8h

12h

Figura 14. Expresion de la oncoproteina Bcl-2 a nivel citoplasmatico sobre las células
MCF-7 bajo diferentes concentraciones y tiempos de tratamiento. a- Marcaje moderado.
b- Marcaje débil o leve. c- Marcaje no apreciable. d- Células tratadas con DMSO al 2%. e-
Control negativo de marcaje.
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Los resultados obtenidos por ICQ fueron graficados en la figura 14 donde se observo que
después de 1h de someter las células a diferentes concentraciones de withandlido D, una
reacciéon inmunopositiva de intensidad moderada (marcaje color café, tipo granular,
distribuido en el citoplasma) en células MCF-7.

Esta condicidbn se mantuvo, pero no de manera homogénea durante las 4 horas
siguientes; en este tiempo se observaron células con marcaje moderado, leve y no
marcadas (Tabla 11). Después de este tiempo la inmunotincién para Bcl-2 se observo
cada vez mas débil o de baja intensidad, disminuyendo paulatinamente hasta completar
24 horas de tratamiento. En este ultimo periodo de valoraciéon, los ensayos de
inmunocitoquimica mostraron un bajo nimero de células adheridas en la cAmara después
de los respectivos tratamientos, debido a un desprendimiento de las células, por lo tanto
esos resultados no fueron analizados (Figura 14 y Tabla 11)

En las células no tratadas, la ICQ no revelé inmunorreaccion, asi como las células
empleadas en el control negativo, las cuales no fueron incubadas con el anticuerpo anti-
Bcl-2, sino s6lo con suero no inmune.

Aunque la ICQ fue realizada en las dos lineas celulares, el nimero de células MDA
MB231 fijadas fue muy poco después de someterlas al procedimiento de tincion. Algunas
variables como la duracion de la fijacion, los lavados y las caracteristicas intrinsecas de
las células pudieron influir en este resultado. Es por ello que algunos investigadores
sugieren tratar previamente las laminas con polilisina para garantizar una mejor
adherencia antes del proceso de fijacion [141].

Tabla 11. Porcentaje de células marcadas para Bcl-2 detectadas por ICQ después de
evaluar diferentes tratamientos con Withandlido D.

Intensidad de marcaje

Withandlido

Tiempo D Leve Moderado
(horas) (uM) % %
1 572 + 231° 5 + 051
1 5 41 + 2.34 7 £ 141
10 45 + 154 5+ 133
1 36 £+ 0.2 5+ 051
4 5 33 = 153 6 £+ 1.45
10 26 + 3 3+ 024
8 1 20 = 283
5 11 + 1

3 Media de tres determinaciones °+ una desviacion estandar

Los resultados de deteccion de la oncoproteina Bcl-2 mediante ICQ fueron relacionados
con lo obtenidos al evaluar la expresion del gen por PCR en tiempo real, encontrando una
concordancia entre la intensidad del marcaje y la sobre-expresion del gen en los tiempos
de tratamiento 4 y 8 horas lo que valida los cambios observados a nivel transcriptomico
para este gen (Figura 7 y 11).
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Cabe resaltar que el analisis de la expresion génica se realizé sobre el ARN total de cada
muestra (aprox 10° células/ pozo) y la expresién observada corresponde a la totalidad de
ARN mensajero en este caso para el gen Bcl-2. A diferencia de la técnica de marcaje por
inmunocitoquimica de la proteina Bcl-2, la cual se realiz6 sobre un nimero pequefio de
células que se fijaron satisfactoriamente a la camara. Asi que la expresion de la proteina
es concordante con la expresién del gen, sin embargo los resultados cuantificables no se
correlacionan debido a que provienen de un nimero poblacional diferente.

Ademdas aunque esta técnica es muy Util para la deteccion de proteinas; la fidelidad
depende de la experticia y los pardmetros de marcaje positivo que determine el
investigador, debido a que la semi-cuantificacion se limita a evaluar las reacciones
positivas frente a negativas o de muy débil inmunoreaccion, lo cual no es suficientemente
para cuantificar patrones intermedios de tincion.[141]. Por ello es importante valorar otras
técnicas con el fin de validar diferentes resultados obtenidos en andlisis de expresion.
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5. CONCLUSIONES

Mediante la valoracion de citotoxicidad in vitro en células tumorales de mama se observo
el efecto citotéxico de Withandlido D, un compuesto de origen natural que causa muerte
celular a concentraciones en el orden de micromolar, lo que sugiere que Withandlido D
pueda ser considerado un compuesto candidato para ser estudiado como un nuevo
farmaco contra el cancer.

Bajo las condiciones de tratamiento empleadas para el andlisis de cambios
transcripcionales en la morfologia de las células MDA MB231 y MCF-7, se observaron
cambios indicativos de muerte por apoptosis; sin embargo, se necesita el desarrollo de
otras metodologias que apoyen los resultados obtenidos.

Al estudiar el cambio a nivel transcriptémico inducido por Withandlido D mediante un
seguimiento en el tiempo detectado por medio de RT-PCR en tiempo real, y apoyados en
el andlisis bio-informético, se observaron cuatro patrones de expresion relacionados con
las respuestas tempranas, continuas, transitorias y tardias de los genes en estudio: se
observé que a tiempos tempranos, Withanolido D reduce la expresion de genes que
regulan procesos relacionados con la replicacion del ADN gendémico y el control de la
divisién celular; de manera continua, aumenta la expresion de genes involucrados en
mecanismos moleculares de cito-proteccion frente al dafio celular causado por
xenobidticos, y de manera tardia la expresion de genes aun con funcién desconocida.

Se observaron cambios diferenciales en la expresion a nivel transcriptémico en las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB231, derivadas de tumores mamarios con diferente estatus del
receptor de estrogeno y estado de p53. Esta respuesta diferencial sugiere la activacion de
distintos mecanismos de defensa mediados por el fenotipo celular.

Los cambios de expresién diferencial de los genes sugieren que el Withandélido D puede
causar dafio en el ADN, lo que puede inducir la activacion de diferentes rutas de
reparacion del ADN y activar la respuesta de cito-proteccibn mediada por proteinas de
choque térmico. Dado que ademas se vio interferencia del Withanélido D con la activacién
de rutas de reparacion de ADN y la posterior reorganizacion de la cromatina y la
segregacion de los cromosomas, es posible plantear que se genera un estrés replicativo y
un dafio que la célula no logra contrarrestar, a pesar de desencadenar y activar
mecanismos de defensa, dando como resultado la muerte celular.
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6. RECOMENDACIONES

Complementar el estudio sobre muerte celular por vias apoptéticas y no apoptoticas
mediante el estudio de la activacion de las caspasas involucradas en apoptosis, asi como
marcadores implicados en necrosis asociados con hipoxia, inhibiciéon de la fosforilacion
oxidativa o enzimas a nivel de ciclo de krebs, para establecer la forma en que inicia el
proceso de estrés celular.

Evaluar los genes p53 y p21 como posibles genes involucrados en la respuesta de muerte
celular por via apoptética, para esclarecer los planteamientos acerca de la muerte celular
por mecanismos diferenciales en los modelos celulares evaluados

Complementar los resultados obtenidos en este estudio con inmunocitoquimica
empleando otra técnica de fijacion que permita observar cambios de expresién a nivel de
proteinas que pueden ser correlacionados con los observados a nivel transcriptémico para
las células MDA MB23.

Evaluar a nivel de proteinas la expresiéon de los demas genes estudiados en este trabajo,
mediante técnicas de ICQ, western blot o similar.
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