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1. RESUMEN

El cdncer es un grupo de enfermedades caracterizado por la proliferacion rapida y
descontrolada de células anormales que pueden llegar a invadir tejidos y érganos
distantes de su lugar de origen. El cancer de pulmoén ocupa el segundo lugar de
incidencia y el primer lugar de mortalidad en la poblacion adulta a nivel mundial. La
principal causa de muerte por cdncer de pulmén es la metéstasis. Muchos grupos
de investigacion estan enfocados en la busqueda de compuestos de origen natural
(fitoquimicos) que provoquen de manera efectiva y selectiva la muerte de las células
tumorales, sin afectar de manera significativa a las células normales. El acido
elagico, compuesto polifendlico, presente en la cascara de frutos rojos y frutos
secos, tiene efectos antiinflamatorios, antioxidantes y para el tratamiento de ciertos
tipos de cancer, como es el caso de mama, endometrio, estbmago y coldn.
Particularmente, el &cido elagico, inhibe la capacidad proliferativa de las células no
pequefias de cancer de pulmén, sin conocerse a detalle el proceso celular afectado,
por lo que el proposito del presente trabajo de tesis es dilucidar si este compuesto,
afecta la tasa replicativa o la tasa apoptética de las células tumorales A549. Los
objetivos planteados en el estudio incluyen evaluar los efectos del &cido elagico en
la poblacién celular, analizando la expresion de genes relacionados con el ciclo
celular (ciclinas) y la apoptosis (marcadores pro-apoptéticos y anti-apoptoticos).



2. INTRODUCCION

El cdncer se designa como un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar
a cualquier parte del organismo. Se caracteriza por la multiplicacion rapida de
células anormales que, si sobrepasa sus limites habituales, puede propagarse a

otras partes del cuerpo (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2023).

A medida que las células normales evolucionan progresivamente hacia un estado
neoplasico adquieren capacidades distintivas y que el progreso de la patogénesis
del tumor podria racionalizarse por la necesidad de que las células cancerosas
adquieren caracteristicas que les permiten volverse tumorigénicos y finalmente

malignos (Hanahan et al., 2011).

Los mecanismos supresores de tumores presentes en células normales se
distinguen de las células cancerosas que crecen anormalmente, pero la
problematica queda expuesta cuando las funciones de los genes supresores de
tumores son restringidas por factores ambientales (contaminacion, radiacion,
infecciones...) o el estilo de vida (fumar, mala alimentacién, tomar alcohol, etc.)
(Dutta et al., 2019).

Los tumores son tejidos complejos compuestos por mdultiples tipos de células
distintas que participan en interacciones heterotipicas entre si. Siendo participantes
activos en la tumorigénesis contribuyendo al desarrollo y expresion de capacidades
distintivas, abarcando las contribuciones del microambiente tumoral, que considera
a las células cancerosas, células madre cancerosas, células endoteliales, células
madre y progenitoras del estroma tumoral, pericitos, células inflamatorias inmunes,
fibroblastos asociados al cancer y recientemente se plantea considerar a las células

senescentes (Hanahan et al., 2011; Hanahan, 2022).

La comprension de la biologia del cancer se ha fortalecido gracias a la descripcion
de las caracteristicas distintivas del cancer por Hanahan et al. desde el 2000.
Originalmente se plantearon como caracteristicas distintivas el mantenimiento de la
sefalizacion proliferativa, la evasion de los supresores de crecimiento, la resistencia

a la muerte celular, la habilitacion de la inmortalidad replicativa, la induccion de la



angiogénesis y la activacion de invasion y metastasis. Afiadiendo en 2022 por
Hanahan, la desregulacion del metabolismo celular y la evasion de la destruccion
inmune, consideradas en 2011 como sellos distintivos emergentes; asi como el
desbloqueo de la plasticidad fenotipica. Dichas caracteristicas son capacidades
funcionales cruciales adquiridas por las células a medida que pasan de la
normalidad a la formacion de tumores malignos, o sea la homogenizacion del
fenotipo celular de todos los tipos de células cancerosas (Hanahan et al., 2000;
Hanahan et al., 2011; Hanahan, 2022).

Pero los mecanismos moleculares y celulares de la patogénesis no son abordados
por completo por las capacidades distintivas, por lo que se considera a las
caracteristicas habilitadoras debido a que la condicién aberrante de la neoplasia
que proporcionan los medios por los que las células cancerosas y los tumores
pueden adoptar rasgos funcionales. Los procesos habilitadores son la inestabilidad
y la mutacioén del genoma, la inflamacioén promotora de tumores, la reprogramacion
epigenética no mutacional y las variaciones polimorficas en los microbiomas de
organos y tejidos. Ademas de incorporar a las células senescentes como

componentes genéricos del microambiente tumoral (Hanahan, 2022).
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Figura 1. Caracteristicas candnicas y potenciales que identifican a las células tumorales
(Modificado de Hanahan, 2022).



3. ANTECEDENTES GENERALES

3.1 Estadisticas del cancer

En el 2020 se registraron 19.29 millones nuevos casos de cancery 9.95 millones de
muertes a nivel mundial por tumores malignos (International Agency for Research
on Cancer, 2020). El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), reportd

en el aino 2023 al cancer como la tercera causa de muerte.

El cancer de pulmon es el segundo mas comun referente a nuevos casos, con 2.21
millones de casos (Figura 2). Asimismo, ocasiond 1.8 millones de defunciones
(Figura 3), siendo el causante del mayor namero de fallecimientos por cancer

(International Agency for Research on Cancer, 2020).

Mama
2.261.419 (11,7%)

Pulmén
2.206.771 (11,4%)
Ofros canceres

8.275.743 (42,9%) colorrectal

1931 590 (10%)

Prostata
1.414.259 (7,3%)

Estémago
1.089.103 (5,6%)

Esé6fago
604 100 (3,1%)

cuello uterino Higado
604 127 (3,1%) 905.677 (4,7%)

Total: 19 292 789 casos

Figura 2. Nomero de casos nuevos de cancer (Tomada de International Agency for Research on
Cancer, 2020).



Pulmén

1796 144 (18%)

Otros canceres
3.557.464 (35,7%)

colorrectal
935 173 (9,4%)

Préstata Higado

375 304 (3,8%) 830 180 (8,3%)
Pancreas Estémago
466 003 (4,7%) 768 793 (7.7%)

Eséfago Mama
544 076 (5,5%) 684 996 (6,9%)

Total: 9 958 133 muertes

Figura 3. Nimero de muertes por cancer (Tomada de International Agency for Research on
Cancer, 2020).

En 2021, México registré 1.12 millones de defunciones, de las cuales, el 8 % fue
ocasionado por tumores malignos (90123 muertes). La tasa de defunciones por esta
causa ha estado aumentando de forma constante, al pasar de 6.09 defunciones por
cada 10 mil personas en el afio 2010, a 7.06 en 2021 (INEGI, 2023). Ademas,
México reportdé 7588 nuevos casos y 7100 muertes por cancer de pulmén
(International Agency for Research on Cancer, 2020).

La incidencia del cancer aumenta demasiado con la edad, probablemente porque
se van acumulando factores de riesgo de determinados tipos de cancer. A esta
acumulacion global se suma la pérdida de eficacia de los mecanismos de reparacién

celular que suele ocurrir con la edad (Organizacién Mundial de la Salud, 2023).

Para las personas adultas mayores (60 afios y mas) que fallecieron por tumores
malignos, la principal causa en los hombres se debié a tumores malignos en



préstata, seguida del tumor maligno de trdquea, de los bronquios y del pulmén, con
tasas de 10.59 y 4.44 defunciones por cada 10 mil hombres, respectivamente. En
las mujeres de 60 afios y mas, la tasa mas alta se ubico en el tumor maligno de la
mama, con 4.81 defunciones por cada 10 mil mujeres, seguida por tumor maligno
del higado y de las vias biliares intrahepaticas con una tasa de 3.29 defunciones

por cada 10 mil mujeres (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2023).

3.2 Cancer de pulmon

El cancer de pulmédn es la principal causa de muerte por cancer en el mundo, es un
término usado para designar a los tumores epiteliales malignos que surgen de la
mucosa respiratoria; como los bronquios, bronquiolos y alveolos (Gazdar et al.,
2011).

3.2.1 Origen

El pulmén es un érgano complejo compuesto por distintos tipos celulares con
funciones reservadas que convergen en el intercambio de gases. El paso eficiente
de oxigeno y diéxido de carbono entre la sangre y el medio ambiente se lleva a cabo
en un contexto de exposicion a gases toxicos, particulas contaminantes y agentes
infecciosos (Gridelli et al., 2015).

En general, las particulas inhaladas grandes son eliminadas por accion ciliar en las
vias respiratorias grandes, los agentes infecciosos por células inmunitarias vy, las
células productoras de moco y las células neuroendocrinas desempefan un papel

en el mantenimiento de la funcion (Gridelli et al., 2015).

Las células de las vias respiratorias y los compartimientos alveolares son
mantenidas por sus células progenitoras que desempefian un papel decisivo en la
homeostasis, la reparacion y el cancer. El pulmén es un érgano con la funcién de

intercambiar gases en el aire y sangre. Cuenta con dos estructuras diferenciadas:



las vias respiratorias y los alvéolos. Estos se encargan de que el sistema respiratorio
sea eficiente en el intercambio gaseoso y de proteger el epitelio pulmonar de
microorganismos y particulas inhaladas diariamente. En las vias respiratorias, las
células basales dan lugar a las ciliadas, a las neuroendocrinas y a las células club
(Sainz et al., 2021).

Las células basales son células progenitoras consideradas candidatas de origen del
carcinoma de células escamosas. Por otro lado, las células ciliadas son las que
predominan en las vias respiratorias, eliminan los elementos exdgenos del pulmon
mediante la coordinacion de sus cilios, ademas de ser quimiosensores y
mecanosensores de dichas vias. Son el tipo de célula méas diferenciado en el
pulmon, con una capacidad proliferativa limitada por lo que es posible que puedan
dar lugar al adenocarcinoma (Sainz et al., 2021).

Las células neuroendocrinas pulmonares estan inervadas, pueden responder a
condiciones de estiramiento mecanico, hipoxia o hipercapnia. Ademas, pueden
acumular y liberar serotonina, asi como activar respuestas inmunitarias. Asi, en una
lesion pulmonar pueden dar lugar a células ciliadas y club. Estas células
neuroendocrinas contribuyen al carcinoma de células grandes, carcinoma de

células pequefias y tumores carcinoides pulmonares (Sainz et al., 2021).

Las células club son cuboidales que se propagan a través de las vias respiratorias
grandes y pequefias encargadas de secretar componentes que recubren los
bronquiolos y regulan el contenido secretado en el tracto respiratorio distal, asi como
un papel en la desintoxicacion del pulmén a través de enzimas del citocromo p450
en su reticulo endoplasmico liso, ademas pueden autorrenovarse y son precursores
de células ciliadas, caliciformes y alveolares tipo 2; y pueden dar lugar a
adenocarcinoma de la mano de una respuesta inflamatoria después de la activacion
oncogénica de KRAS (Sainz et al., 2021).

Las células caliciformes secretan mucina que confieren la capacidad de atrapar y
transportar particulas y microorganismos inhalados. Se ha asociado niveles altos de

mucinas (MUC1) con mayor agresividad en el adenocarcinoma (Sainz et al., 2021).



La union del conducto bronquioalveolar contiene células madre bronquioalveolares
gue son la principal fuente de regeneracion en el pulmon ya que dan lugar a las vias
respiratorias y a las células alveolares. Se ha asociado con la formacion de

adenocarcinoma (Sainz et al., 2021).

Las células alveolares tipo 2 se encuentran en el espacio alveolar aportando
surfactante pulmonar, encargado de reducir la tensién superficial en los alvéolos,
evitando su colapso. Dichas células pueden autorrenovarse y llevar a las células
alveolares tipo 1, que forman parte de la barrera aire-sangre. Ademas de ser las
células de origen mas caracterizadas en el adenocarcinoma, derivado

independientemente de su entorno (Sainz et al., 2021).

3.2.2 Clasificacion

El cancer de pulmon es una enfermedad compleja heterogénea que se clasifica de
acuerdo con los histotipos en dos categorias: cancer de pulmoén de células no
pequefias (NSCLC) y cancer de pulmon de células pequeias (SCLC) (Gridelli et al.,
2015).

NSCLC incluye los histosubtipos de adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas Yy carcinoma de células grandes. Representa alrededor del 85% de
todos los casos. Por otro lado, SCLC representa el 15% restante (Schabath et al.,
2019).



Cancer de pulmoén

15% l lSS%

Cancer de pulmoén de células pequenias Cancer de pulmon de células no pequenas
30% l 70%
Y
escamoso Nno escamoso
10% 90%
adenocarcinoma
= Subtipos mixtos
» Lepidico (no mucinoso o
mucinoso)
Y = acinar
Carcinoma de células grandes = papilar
= neuroendocrino de células grandes = Micropapilar
carcinoma = Solido

Figura 4. Clasificaciéon del cancer de pulmdn (Tomada de Gridelli et al., 2015).

3.2.3 Factores de riesgo

Fumar es el principal factor de riesgo para desarrollar cancer de pulmén (Gridelli et
al., 2015). También se ha asociado el cancer de pulmén con la contaminacion del
aire. La exposicién al radon, que surge de la descomposicion del uranio y su
inhalacion son responsables del 9% de las muertes por este tipo de cancer. Cuando
el raddn es inhalado, casi se exhala inmediatamente, pero su progenie solida
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(productos de descomposicion del raddn) puede depositarse en el epitelio bronquial
(Gridelli et al., 2015).

3.2.4 Tratamiento

3.2.4.1 Tratamiento Convencional

El tratamiento del cancer de pulmén es especifico de la etapa. Los regimenes
citotoxicos han demostrado mayor efecto en estadios tempranos, mientras que la
reseccion quirargica es mas eficaz en estadios | a Il y algunos IlIA. A pesar de ello,
un alto porcentaje de tumores recurren, con una supervivencia de 5 afos que oscila
entre el 83% para el estadio IA y 36% para el llIA. La terapia estdndar para estadios
avanzados es la combinacion de terapia citotoxica y radiacion toracica (Herbst et
al., 2018).

La identificacion de alteraciones genéticas ha transformado el tratamiento con la
incorporacion de una terapia dirigida al genotipar el tumor, generando respuestas

notables en los pacientes (Herbst et al., 2018).

La alta mortalidad es consecuencia de la presencia de metastasis al momento del
diagnéstico en la mayoria de los pacientes, lo que indicaria que la supervivencia a

largo plazo requiere de una terapia sistémica efectiva (Herbst et al., 2018).

3.2.4.2 Tratamiento alternativo

El cancer de pulmdn suele presentar resistencia a la mayoria de los tratamientos
convencionales, como la radioterapia, la quimioterapia y la terapia dirigida. A pesar
de eso, los tratamientos antitumorales sintéticos qguimicamente aun desempefian un
papel importante en la clinica. Sin embargo, los pacientes resienten los efectos
secundarios de estos, por lo que la blisqueda de alternativas eficaces a partir de

fuentes naturales de farmacos ha tomado relevancia (Wei et al., 2022).
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Los productos naturales aislados de plantas se han usado para el tratamiento de
diversas enfermedades desde la antigliedad. Los compuestos naturales de las
plantas (fitoquimicos), han sido recursos fundamentales para la prevencién y
tratamientos de enfermedades como el céancer, asi como pieza clave el
descubrimiento de farmacos contra el cancer. Actualmente diferentes fitoquimicos
naturales estan adquiriendo importancia para el descubrimiento y la investigacion
de farmacos. La accesibilidad de diversos enfoques para el descubrimiento de
agentes terapéuticos novedosos y potenciales que modulen las cascadas de
sefalizacion celular hace que los productos naturales de plantas medicinales y otras
fuentes sean un enfoque rentable y prometedor que actien selectivamente sobre
los marcadores caracteristicos del cancer (Dutta et al., 2019; Farghadani et al.,
2023).

Los polifenoles, son un grupo diverso de fitoquimicos que se encuentran en
alimentos y bebidas de origen vegetal, que pueden contribuir actividades
beneficiosas para la salud, como antioxidantes, antiinflamatorios, antiproliferativos
y neuroprotectores, asi como un papel emergente anticancerigenos (Farghadani et
al., 2023).

Si bien, las generalidades de las propiedades de estos compuestos son
prometedoras, todavia existen desafios por abordar en cuanto a la dosis, la
biodisponibilidad o la toxicidad para determinar la seguridad y eficacia de los

polifenoles en pacientes con cancer de pulmon.

4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

4.1 Ciclo celular

El ciclo celular representa una serie de eventos estrictamente controlados que llevan
a la duplicacion fiel del genoma del ADN y la reproduccion de dos células hijas (Liu
et al., 2022).
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El ciclo celular mitético se divide en dos etapas: interfase y fase M. Durante la
interfase ocurre la separacion temporal de la duplicacion del contenido celular y su
separacion en dos células hijas genéticamente idénticas en la mitosis. La fase G1
es un evento crucial para ingresar al ciclo celular. Seguida a esta fase, la replicacién
del ADN ocurre en interfase durante la fase S, tiempo en interfase durante el cual
se inicia, pero no se completa la replicacion del ADN. Después de la fase S, inicia
el proceso que conduce a la segregacién cromosomica durante G2 (Matthews et al.,
2022).

Antes de la fase S, en la fase G1 pre-replicativa existe una ventana de decision
durante la cual las células pueden comprometerse a iniciar la replicacion del ADN e
ingresar al ciclo celular o permanecer en la fase G1. También, durante G1, las
células pueden salir del ciclo celular a un estado no proliferativo GO o quiescencia;
estado en el que la mayoria de las células del cuerpo adulto se encuentran y
requieren transitar hacia G1 para poder iniciar la replicacion del ADN iniciando el
ciclo celular. Adicionalmente, una vez que se ha completado la replicacion del ADN,
en la ventana de decision durante la fase G2 posreplicativa ocurre que las células
pueden comprometerse a ingresar a la fase M, iniciando la condensacion de la
cromatina y la alineacion central de los cromosomas. La fase M se caracteriza por
separar con precision el ADN duplicado (mitosis) y dividir todo el contenido celular
en dos nuevas células hijas (citocinesis), ya que durante la fase M, las células se
comprometen a segregar el material genético y reiniciar el ciclo para volver a
interfase (Matthews et al., 2022).

De acuerdo con el papel clave de la maquinaria del ciclo celular en la determinacion
de la duplicacién fiel del ADN del genoma, la variacion genética o la transduccién
de sefales, la interrupcion de los reguladores del ciclo celular o de los puntos de
control del ciclo celular se puede ocasionar un reingreso inadecuado al ciclo y
divisiones celulares aberrantes, una caracteristica importante del cancer (Liu et al.,
2022).
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4.2 Proliferacion

Inicialmente, Ki67 se identific6 como un antigeno en los nucleos de células del
linfoma de Hodgkin por Gerdes en 1991, que se definié por primera vez por la ciudad

de origen Kiel y el numero del clon original (clon 67) en una placa de 96 pocillos.

Ki67 es una proteina nuclear y nucleolar sin histonas que se expresa en todos los
vertebrados. El gen MKI67 codifica dos isoformas proteicas que se generan por
empalme alternativo de un precursor de ARNm con o sin exdén 7 con pesos
moleculares de 345 y 395 kDa. Las regiones principales incluyen un dominio N-
terminal asociado a la cabeza de la horquilla (FHA), un dominio de unién a proteina
fosfatasa 1 (PP1), una region central conservada con repeticiones en tandem y un

dominio C-terminal rico en leucina-arginina (Sun et al, 2018; Menon et al., 2019).

Ki67 se expresa altamente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, S,
G2 y M); excepto su regulacién muy a la baja en las células en fase de reposo (G0),
asi como en fases posteriores de la mitosis (anafase y telofase) donde hay una
fuerte disminucion de los niveles de Ki67. Esto lo ha convertido en un marcador de
proliferacion de poblaciones celulares en tumores malignos, debido a que su
expresion refleja la tasa de proliferacion tumoral y se correlaciona con el inicio, la
progresion, la metastasis y el prondstico; demostrandose su potencial como
marcador confiable en canceres de mama, pulmén, prostata, cuello uterino y

sistema nervioso central (Sun et al., 2018; Li et al., 2015).

Ki67 localiza componentes granulares en los cromosomas mitéticos, por lo que
desempefia un papel importante en la segregacion nucleolar entre células hijas.
Inicialmente, en fase G1 se localiza en la region perinucleolar, en interfase se
encuentra en el componente fibrilar denso del nucleolo y en mitosis, se asocia con
la cromatina a medida que los nucleolos se rompen. Cuando ocurre la condensacion
cromosomica, Ki67 tiene lugar en la capa pericromosémica, que funciona como una
pelicula protectora alrededor de los cromosomas que funcionan como plataforma

durante el ensamblaje nucleolar. Puede funcionar como un surfactante que permite
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motilidad cromosémica y su interaccion con el huso mitético, evitando el colapso del

cromosoma (Menon et al., 2019).

Se ha demostrado que Ki67 esté regulado por fosforilacion; se ha confirmado que
la fosforilacion dependiente del ciclo celular estd estrechamente ligada a la
descomposicion del ndcleo al comienzo de la mitosis y se revierte a medida que se
completa la separacion de las cromatides hermanas. El analogo humano del ciclo
de division celular 2 (cdc2), CDK-1 es la quinasa reguladora clave que controla la
entrada en mitosis, asi que el complejo proteico ciclina B/cdc2 quinasa es un
mecanismo regulador esencial que controla la entrada a mitosis. La fosforilacion de
Ki67 por CDK-1 durante la mitosis lleva al paso de la mitosis hasta la metafase a
anafase, transicion en la que se lleva a cabo la separacién de las croméatides

hermanas y el reensamblaje del nacleo (Menon et al., 2019).

Por otro lado, en la fase G1 tardia, Cdk2 se une a la ciclina E y completa la
fosforilacion de Rb (familia de proteinas de retinoblastoma), que conduce a una
mayor activacion de la transcripcion mediada por E2F y después lleva al paso a
través del punto de restriccion en el limite de la fase G1/S y al inicio de la fase S.
Cuando las células entran en fase S, Rb es hiperfosforilado y asi permanece. Ki67
se encuentra unida a E2F, y en condiciones de cancer una sobreexpresion de E2F
esta relacionado con una acumulacion de ARNm de Ki67. Ademas, como la
expresion de Rb se pierde en muchos canceres, la expresion de Ki67 puede estar

sobre-expresada (Menon et al., 2019).

4.3 Control del ciclo celular

El control del ciclo celular se centraliza en la replicacion del ADN gendémico y su
posterior segregacion entre las células hijas. Generalmente se considera que en las
células cancerosas ocurre una progresion incontrolada del ciclo celular debido a que
todos los puntos de control han sufrido un defecto que lleva a que una célula sana
se vuelva cancerosa. No obstante, se tienen bases de que solo se requiere alterar

aspectos especificos del control del ciclo celular para que la division celular se
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mantenga en las células cancerosas; o sea que, estas se ven comprometidas en su
capacidad para salir del ciclo celular y contindan dividiéndose, en lugar de la idea

original de una division celular descontrolada (Matthews et al., 2022).

Es primordial diferenciar en el contexto del cancer que el punto de control del dafio
del ADN puede verse comprometido en las células cancerosas, que llevaria a una
division celular continua a pesar de la acumulacién de errores genéticos. A
diferencia de los genes implicados en el punto de control del estrés de replicacion
rara vez puede mutar en las células cancerosas debido a que el cancer se puede
volver mas dependiente de la funcion del punto de control para tolerar el estrés de
replicacion. Las células cancerosas también dependerian de un punto de control
mitético funcional para prevenir una segregacion errbnea catastrofica de los
cromosomas. Este enfoque proporcionaria una nueva y mejor comprension de
marcadores especificos de los puntos de control que permitan nuevas

oportunidades terapéuticas (Matthews et al., 2022).

El aumento de la proliferacion celular es una de las caracteristicas criticas a
considerar. La proliferacion esta regulada por el ciclo celular y existen mecanismos

reguladores bien definidos (Sofi et al., 2022).

El ciclo celular esta controlado por ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas
(CDK) gue mantienen la coherencia, la integridad y el mantenimiento de cada paso
del ciclo celular. Las CDK vy la transcripcion regulada por el ciclo celular impulsan la
progresion del ciclo celular, ya que las ciclinas especificas se acumulan durante
diferentes etapas del ciclo celular, impulsadas por la transcripcién regulada por el
ciclo celular y la inhibicion de la degradacion de proteinas. A la par, la transcripcion
regulada por el ciclo celular depende de la actividad de CDK para su activacion.
Dicha correlacion crea una red reguladora que garantiza la progresion del ciclo
celular de forma secuencial y unidireccional y los cambios dependientes del ciclo
celular en la actividad de CDK impulsan la entrada, la progresion y la finalizacion
del ciclo celular. La actividad CDK en la fase G1 prereplicativa es necesaria para el
inicio de la replicacion del ADN, o sea la entrada al ciclo celular. Mientras que
durante la fase G2 posreplicativa, la actividad CDK tiene un papel clave en la
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preparacion para la segregacion cromosoémica, por el inicio de la condensacion, la

permeabilizacion de la envoltura nuclear y la alineaciéon central del ADN

cromosomico replicativo (Sofi et al., 2022; Matthews et al., 2022).
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Las ciclinas originalmente reciben dicho nombre porque los niveles de estas
proteinas flucttan de forma ciclica durante el ciclo celular. La familia de las ciclinas
de los mamiferos no esta bien definida, pero el genoma humano contiene al menos
30 genes cuyos productos contienen un dominio de aminoacidos conocido como
caja de ciclina (CBD) que es responsable de la union y activacién de las CDK
(Quandt et al., 2020).

Las ciclinas fueron nombradas con caracteres alfabéticos segun el momento de su
descubrimiento, su participacion en las células de los mamiferos muestra una
distribucion diferente en el ciclo celular. Las ciclinas C y D controlan la entrada al
ciclo desde la inactividad y la progresion a lo largo de la fase G1, las ciclinas de tipo
E controlan la entrada a la fase S, ciclinas de tipo A controlan diferentes aspectos
de la replicacion y progresion del ADN a través de la fase G2 y las ciclinas de tipo
B actuan como reguladores de la entrada en la fase M (Martinez-Alonso et al.,
2020).

La ciclina E1 es codificada por el gen CCNE1 humano. Los genes CCNE son
reprimidos por Rb 1 e inducidos por factores de transcripcion E2F en respuesta a la
actividad de ciclina D-Cdk 4/6, alcanzando su punto maximo en la transicion G1/S,
mientras que su degradacion después de la fase S estd mediada por la fosforilacién
dependiente de Cdk 2/1 0 GSK3b y la posterior ubiquitinacién por la ubiquitina ligasa
SCF-Fbw7 (Martinez-Alonso et al., 2020).

La ciclina E1 funciona durante las fases G1 y S del ciclo celular que se une y activa
la CDK2 a través de la hélice C y el segmento de activacion de CDK2, pero también
puede activar CDK1 y CDK3 ya que se propone que CDK1 compensa la falta de
CDK2 en el entorno nulo esta (Chu et al., 2021).

Durante la progresion de la fase G1, la fosforilaciéon mediada por ciclina D- CDK 4/6
de la proteina RB1, lleva a la activacion de E2F que, a su vez, promueven la
transcripcion de genes de ciclina E. Ya inducida la ciclina E se une y activa CDK2,
dicha quinasa impulsa la hiperfosforilacion de RB1, aumentando la actividad de E2F
y regulando aiun mas la expresion de ciclina E, formando un bucle autorregulador

de retroalimentacion positiva que inactiva RB1 iniciando el programa transcripcional
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dependiente de E2F que es necesario para la entrada de las células en la sintesis
de ADN (fase S). Al avanzar a fase S, el proteosoma degrada las ciclinas E, en la
gue su principal via de degradacion implica a SCF y su degradacion por esta via se

desencadena por la fosforilacién de la ciclina E por CDK2 o GSK3 (Chu et al., 2021).

Los complejos ciclina E-CDK pueden ser inhibidos por la familia de inhibidores
Cip/Kip. P27 es tanto inhibidor como sustrato de dichos complejos, ya que lo
fosforilan 'y promueven su degradacion dependiente del proteosoma.
Adicionalmente, las proteinas mutantes de ciclina E que no pueden activar las CDK
aun son capaces de promover la entrada en la fase S, y se cree que las ciclinas de
tipo E muestran funciones cinasa-independiente a través de mecanismos poco

claros (Martinez-Alonso et al., 2020).

La sobreexpresion de ciclina E estd asociada con una division incontrolada de las
células tumorales y su desregulacion en las células cancerosas induce la
inestabilidad del genoma, como un asociacién con un aumento anormal de la
activacion de los origenes de replicacién del ADN, interferencia entre la replicacion
y la transcripcion; asi las células con dichos defectos podrian conducir a anomalias
en anafase, producir deleciones cromosémicas y funciones comprometidas del

centrosoma (Chu et al., 2021).

Cabe destacar que se ha documentado niveles elevados de ciclina E en distintos
canceres humanos con una amplificacién de los genes de ciclina E1, ademas la
interrupcion de la degradacion fisiolégica de la proteina puede contribuir al aumento
de los niveles de ciclina E. El mecanismo implicado es la inactivacion de la proteina
FBW7, una subunidad de reconocimiento de sustrato de SCF que media la
degradacion de la ciclina E; asi como una regulacion positiva mediante vias de
sefalizacion oncogénica mediante regulacidbn negativa, exportacion nuclear o
inactivacion de inhibidores de Kip/Cip (Chu et al., 2021).

Otros mecanismos oncogénicos de la ciclina E se relacionan con su capacidad de
fosforilar oncogenes como Myc, Smad3 (contribuye a la agresividad de canceres de
mama que sobreexpresan ciclina E) y Mcl-1 (promueve la resistencia a tratamientos

pro-apoptéticos) (Chu et al., 2021).
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La ciclina B1 es codificada por el gen CCNB1 y su expresion alcanza su punto
maximo durante la transicion de G2 a M, mientras que su degradacion ocurre
durante la transicion de metafase a anafase. Su localizacion es citoplasmatica
durante la fase G2 y solo se acumula en el nicleo al comenzar la mitosis, justo antes

de ruptura de la envoltura nuclear (Martinez-Alonso et al., 2020).

Ciclina B1 es una proteina reguladora implicada en la mitosis y forma un complejo
con CDK1 para formar el factor promotor de la fase M (MPF). La localizacion del
citoplasma de la ciclina B1 esta regulada por la region amino terminal CRS, que
cuando se inhibe, la ciclina B1 se localiza en el nacleo durante todo el ciclo mitotico
(Liu et al., 2020).

La division celular comienza después de que el complejo ciclina B1/CDK 1 ingresa
al nacleo. Por lo que, durante la interfase, CDK1 se fosforila para dejar el complejo
ciclina B1/CDK1 en un estado inactivo. La division previa de CDC25C activa el
complejo ciclina B1/CDK1 que a su vez fosforila CDC25C y activa alin mas la unién
de dicho complejo, los cuales son pasos obligatorios del circuito de activacion

autocatalitica (Liu et al., 2020).

Plk1 fosforila y activa la ciclina B1 en los centrosomas, induciendo la translocacion
nuclear antes de la mitosis. Ya activados los complejos ciclina B1/CDK1, fosforilan
proteinas necesarias para la segregacion de organulos, la actividad y fision de las
mitocondrias, la ruptura de la envoltura nuclear y la segregacion de cromosomas
(Martinez-Alonso et al., 2020).

Ademas, la degradacion de la ciclina B1 durante la salida mitética es llevada a cabo
por el complejo APC/C-Cdc20 ya que ciclina B1 es estabilizada por la fosforilacion
de Cdc20 mediada por CDK para evitar su asociacion con APC/C, ocasionando
acumulacion de ciclina B1 en G2 y la entrada mitética eficiente. Pero una vez que
todos los cromosomas estan unidos bipolarmente en metafase, APC/C-Cdc20 se
activa y ciclina B es marcada con ubiquitina para su rapida degradacion dependiente
del proteosoma, iniciando la anafase y la salida mitética (Martinez-Alonso et al.,
2020).
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Al participar en la regulacion del ciclo celular, la ciclina B1 se asocia con procesos
patolégicos como el cancer. Se ha reportado que ratones transgénicos que
sobreexpresan ciclina B1 son propensos a desarrollar tumores debido a defectos de
segregacion cromosémica, asi como una sobreexpresion de ciclina B1 se ha
asociado con agresividad tumoral y mal prondstico en varios tipos de tumores
(Martinez-Alonso et al, 2020).

Lo anterior respalda que, en las neoplasias malignas, la desregulacion del ciclo
celular altera la coordinacién de este y conduce a la proliferacion continua de células
cancerosas, ya que una activacion inadecuada de las CDK asociada con la
amplificacion y sobreexpresion del gen de la ciclina, la mala localizacion celular o
su expresion prematura de la ciclina conducen a alteraciones del ciclo celular, que

resulta en cancer (Sofi et al., 2022).

4.4 Apoptosis

La apoptosis es un proceso fisiolégico de muerte celular altamente regulado
realizado de forma rutinaria como una decisién racional y activa tomada para
sacrificar células especificas por mayores beneficios para el organismo que
mantienen la homeostasis. Por esto, juega un papel indispensable tanto en
condiciones fisiolégicas como patoldgicas. Por ejemplo, el cancer se caracteriza por
una apoptosis insuficiente abrumada por el potencial replicativo ilimitado de las
células (Xu et al., 2019).

En consecuencia, la eficacia de los tratamientos contra el cancer depende no solo
de poder ocasionar dafio celular, sino también de su capacidad para activar el
proceso de apoptosis. Es por esto por lo que, la investigacién en terapia del cancer
se ha centrado en alternativas destinadas a inducir la muerte celular programada
prestando atencion en los mecanismos moleculares subyacentes mediante los

cuales las células tumorales pueden evadir la apoptosis (Morana et al., 2022).

En el ciclo celular, la apoptosis actia como una medida a prueba de fallos que
garantiza la fidelidad y calidad de la proliferacion. A pesar de que se pueden permitir
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y favorecer ciertos grados de variacion genética, las células producidas con errores
genéticos extensos y dafos celulares estan sujetas a apoptosis donde se activan
proteasas cisteina-asparticas (caspasas) que degradan los componentes celulares
para preparar las células hacia su eliminacion por los fagocitos con un estrés minimo
para el organismo. Las sefiales de muerte se transmiten a través de vias de
sefalizacion que, tanto por estimulos externos como internos, acoplados a vias de
apoptosis extrinsecas (mediada por el receptor de muerte) e intrinsecas (mediada
por mitocondrias); pueden iniciar la apoptosis, un proceso activo que requiere un
aporte de energia (Xu et al., 2019; Singh et al., 2019).

La via extrinseca es el tipo de muerte celular mediada por receptores en la que los
receptores de muerte estan anclados a la membrana celular por sus regiones
transmembrana. Seguido a la interaccion con un ligando extracelular, los receptores
transmembrana transmiten sefiales de muerte al espacio intracelular por medio de
sus dominios de muerte citoplasmaticos. Los receptores de muerte pro-apoptoéticos
incluyen Fas, TNFR1, TNFR2 y los receptores TRAIL DR4 y DR5. Asi que sus
ligandos naturales contemplan a FasL, TNF o TRAIL que se unen a Fas, los
receptores TNFR o TRAIL DR4 y DR5 respectivamente (Carneiro et al., 2020; Xu et
al., 2019).

Luego de la union del ligando, los receptores de muerte se trimerizan y agregan
dentro de la membrana celular; seguido por el reclutamiento de proteinas
adaptadoras (FADD) y (TRADD); acentuando la apoptosis mediante la accién de
proteinas caspasas iniciadoras (caspasa 8 o 10), cuya activacion esta regulada
negativamente por c-FLIP, y su activacion puede llevar a la activacion de las
caspasas ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7) asi como la escision de BID, familia de
proteinas Bcl-2 (Carneiro et al., 2020; Xu et al., 2019).

Tras la unién, las proteinas adaptadoras reclutan (TRADD y FADD) a los receptores
de TNFR en el lado citoplasmatico, donde los dominios de muerte de las proteinas
adaptadoras interactian con sus homologos de los receptores. FADD recluta a
procaspasa 8 que luego se autoescinde para producir caspasa 8 activa que inicia la
fase de ejecucion final de la degradacion proteolitica de proteinas intracelulares.
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Mientras que la via mediada por Fas es desencadenada por FasL al unirse a los
receptores de Fas (CD95), donde FADD se asocia con los receptores de Fas y
recluta caspasa 8 y se formara el complejo de sefalizacion inductor de muerte
(DISC) (Carneiro et al., 2020; Xu et al., 2019).

Por otro lado, la cascada intracelular de TRAIL-DR4/DR5 es similar a la via Fas.
TRAIL es reconocido como un supresor de tumores por su capacidad para inducir
exclusivamente la apoptosis en células malignas y xenoinjertos, también

independientemente de p53 (Xu et al., 2019).

La via intrinseca de la apoptosis se caracteriza por la iniciacién y regulacion
mitocondrial no mediada por receptores en la que los estimulos generan sefiales
intracelulares que llevan a cambios bioquimicos dentro de la célula. Esta via implica
la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial con la liberacion de
citocromo ¢ de las mitocondrias que forma el apoptosoma con APAF1; y este
escinde la procaspasa-9 para producir caspasa-9 activa que activara a caspasa-3
(efectora) (Xu et al., 2019; Carneiro et al., 2020).

La permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y la liberacion de
citocromo c en el citoplasma son requisitos criticos para desencadenar la apoptosis,
por lo que es considerado el punto sin retorno en el compromiso con la muerte
celular que puede generarse independientemente de la actividad de caspasas
(Carneiro et al., 2020).

En la via intrinseca de la apoptosis dependiente de caspasa son de importancia las
proteinas SMAC (pequerios activadores de caspasas derivados de mitocondrias) se
unen a IAP (grupo de proteinas inhibidoras de la apoptosis) después de la liberacion
en el citosol. Las SMAC pueden desactivar a las IAP, lo que puede permitir la

apoptosis (Xu et al., 2019).

La muerte celular programada por via independiente de caspasas se genera tras un
estimulo apoptotico que provoca la traslocacion de proteinas proapoptoéticas (Bax)
del citoplasma a la mitocondria, en donde la traslocacién es causada por la

activacion de proteasas, calpainas y catepsinas liberadas por los lisosomas que se
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activan tras la entrada de Ca2+ en la célula inducido por el estrés del reticulo
endoplasmico. Las catepsinas y calpainas también provocan la escision y
traslocacion de Bid a la mitocondria y la escision de AIF. Ademas, Bax y Bid
escindidos en la membrana mitocondrial inducen la despolarizacion mitocondrial, lo
que provoca la liberacién de AlF escindido y SMAC. Por ultimo, AIF escindido se
transloca al nacleo y junto con la endonucleasa G induce la condensacion de la

cromatina y la fragmentacion del ADN (Bhadra, 2022).

El equilibrio de la familia Bcl-2 de proteinas proapoptéticas controla el umbral de
muerte celular en las células de mamiferos debido a que la liberacion de citocromo
c esta regulada positivamente por los miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl-2
como Bax y regulada positivamente por los miembros anti-apoptéticos como Bcl-2.
Por lo que, Bax es un efector central de la apoptosis, ya que forma macroporos en
la membrana externa de las mitocondrias que promueve la permeabilidad de la
membrana externa mitocondrial. Mientras que los miembros anti-apoptoticos

modulan la sensibilidad y resistencia a la apoptosis (Carneiro et al., 2020).

La familia BCL-2 exhibe un alto grado de similitud, pero se divide en tres grupos
segun su funcién principal: proteinas anti apoptéticas (BCL-2), formadores de poros
pro-apoptéticos (BAX) y proteinas proapoptéticas exclusivas de regiones de
homologia 3 (BH3). Los miembros anti-apoptoticos y formadores de poros contienen
los cuatro dominios BH y dotan una estructura terciaria altamente conservada que
forma un surco hidrofébico de union al dominio BH3 que actia como receptor para
los dominios BH3 de otros miembros de la familia. Una caracteristica comln es que
las proteinas de la familia BCL-2 interactian entre si para controlar la permeabilidad
de la membrana mitocondrial externa por lo que la familia controla la via intrinseca
de la apoptosis. Asi que su regulacién podria verse alterada en las células
tumorales, conduciendo a una mayor resistencia en estas células a los estimulos
apoptoticos; lo que hace a esta familia atractiva para el desarrollo de terapias contra
el cancer (Kale et al., 2018; Senichkin et al., 2020).

Ante sefales apoptoticas, los miembros apoptéticos como la proteina multidominio

Bax (proteina X asociada a Bcl-2) se recluta en la membrana mitocondrial externa,
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penetrando parcialmente y oligomerizandose en los poros perforantes de la
membrana mitocondrial externa que liberan factores apoptéticos que llevan a la
muerte celular. Pero para evadirlo, la proteina anti-apoptotica Bcl-2 incorporada en
la membrana mitocondrial externa puede secuestrar directamente cualquier Bax
activado asociado a la membrana para evitar la destruccion de la membrana y
garantizar la supervivencia celular. Caracteristicamente, los tumores pueden evadir
este proceso apoptoético mediante la sobreproduccion de la proteina Bcl-2 protectora
de las células, permitiendo a las células cancerosas crecer y aumentar su
resistencia a la terapia. A pesar de tener funciones opuestas, Bcl-2 y Bax comparten
estructuras secundarias similares y contienen varios dominios de homologia Bcl-2
(BH) conservados; pero Bax es una proteina soluble en el citosol que puede
asociarse a la membrana luego de su activacion y Bcl-2 es insoluble ubicada en la
membrana mitocondrial externa. Ademas, la region BH3-BH1-BH2 en Bcl-2 forma
un surco de union extendido que reconoce el motivo del dominio de muerte BH3 de
Bax y puede secuestrar la proteina completa; unién fundamental para su funcion.
Asi que, la activacion e inhibicibn de eventos apoptoticos que ocurren en la
membrana mitocondrial externa requieren que la proteina con dominios BH3

interactle con los surcos hidrofébicos de Bcl-2 (Mushtaq et al., 2022).

La muerte celular es un proceso que requiere regulacion. Los inhibidores de las
proteinas de la apoptosis (IAP) son una familia que controla la apoptosis
caracterizada por un dominio BIR implicado en la interaccién proteina-proteina
(repeticidon de IAP de baculovirus), dominio RING (dominio de dedo de zinc del anillo
C-terminal), dominio CARD (dominio de reclutamiento de caspasas) y dominio UBC
(dominio de conjugacién de ubiquitina C-terminal). ActiGan como proteinas
prooncogénicas anti-apoptoticos al bloquear la muerte celular y promover la division
celular incontrolada a través de la via intrinseca de la apoptosis que esta regulada
un 35.7%, la via extrinseca un 29% y la fase de ejecucion de la apoptosis en un
18.3% por los IAP en todos los canceres. Ademas, se describe que BIRC3 y BIRC6

regulan alrededor del 36.4% de los canceres (Liang et al., 2020).
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BIRC3 inhibe la actividad de caspasa-9 mediante la unién de su tetrapéptido N-
terminal (ATPF), dando como resultado el bloqueo de la via intrinseca de la
apoptosis. Ademas, se ha reportado que una expresion disminuida de BIRC3 se
asocia con un resultado favorable y el aumento de sus niveles fue paralelo a la
adquisicién de quimioresistencia. Asi que, los IAP al estar regulados positivamente
en las células cancerosas, pueden servir como objetivo para la terapia contra el
cancer (Cossu et al., 2019; Frazzi, 2021).

4.5 Acido elagico

Los fitoquimicos, se han convertido en un recurso fundamental en el descubrimiento
de farmacos contra el cancer. Una dieta rica en polifenoles se ha asociado con
beneficios para la salud y una disminucion en el riesgo de desarrollar enfermedades
cronicas. Los polifenoles que cuentan con uno o0 mas anillos fendlicos
estructuralmente son el grupo mas diverso de fitoquimicos que se encuentran en

alimentos de origen vegetal (Lu et al., 2023).

El acido elagico es un compuesto polifenélico natural bioactivo presente en frutas
como granadas, frambuesas, fresas, melocotones, frutos secos como nueces,
almendras y en el vino. Ademas, hay evidencia de encontrarse en niveles
relativamente altos en algunas leguminosas germinadas como frijoles, guisantes y
soja. Se ha demostrado que puede participar en la regulacion de un espectro de
vias de sefalizacion celular para prevenir, mitigar o ralentizar la progresién de
trastornos cronicos al tener efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antitumorales.
Las propiedades antiproliferativas y antioxidantes de acido elagico han impulsado
su investigacion a nivel de los mecanismos moleculares, proporcionando una base
tedrica que sustente su aplicacion clinica emergente adyuvante (Derosa et al., 2016;
Sharifi-Rad et al., 2022; Lu et al., 2023; Farghadani y Naidu, 2023).

El acido elagico es una molécula altamente termoestable con un peso molecular de
302.197 g/mol, ligeramente soluble en agua, alcohol y éter. Es un &cido débil que

se ioniza a un pH fisiologico. Cuenta con cuatro anillos que representan el dominio
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lipdfilo, cuatro grupos fendlicos y dos lactonas, que forman lados con enlaces de
hidrogeno y actian como aceptores de electrones, respectivamente, y que

representan el dominio hidrofilo (Derosa et al., 2016).

Ademas del acido elagico libre que esta naturalmente en los alimentos de origen
vegetal, una porcién se produce en el tracto gastrointestinal resultado de la
degradacion enzimatica o no enzimatica de moléculas polifendlicas de la dieta, los
elagitaninos. El &cido elagico dentro del tracto gastrointestinal tiene una
biodisponibilidad restringida por su naturaleza hidrofébica y baja solubilidad en
agua, por lo que solo una fraccidn se absorbe en el intestino delgado y las moléculas
no absorbidas son transformadas metabdlicamente dentro del intestino grueso:
proceso que conduce a la formacién de urolitinas, grupo de metabolitos lipéfilos que
se absorben en el torrente sanguineo (Sharifi-Rad et al., 2022).

Asi que, las plantas comestibles que contienen &cido elagico y sus derivados
hidrolizables, los elagitaninos, son una fuente valiosa de este fitoquimico, ya que se
ha demostrado que la hidrdlisis de los elagitaninos y la liberacion de acido elagico
se producen en el estbmago y/o el intestino delgado debido a que los enlaces éster
en los elagitaninos se hidrolizan lentamente, lo que lleva a la secrecién

gastrointestinal prolongada de acido elagico (Sharifi-Rad et al., 2022).

Una de las propiedades mas estudiadas del acido elagico es su actividad
antioxidante. Debido a que el estrés oxidativo puede llevar a dafios en el ADN,
induciendo mutaciones en protooncogenes y genes supresores de tumores, el acido
elagico es una de las principales moléculas antioxidantes al contener dos lactonas
y cuatro grupos hidroxilo que permiten eliminar varias especies reactivas de oxigeno
(ROS), ya que cuenta con una capacidad prevista para regenerarse y no reducirse
después de su metabolismo, lo que permite que este compuesto de una protecciéon
continua. La produccion de 8-oxo-2-desoxiguanosina es un marcador del estrés
oxidativo y se ha demostrado que el &cido elagico puede disminuirlo
significativamente, lo que se correlaciona con la capacidad para unirse al ADN,
correlacionandolo con un mecanismo de proteccion contra los radicales libres.

Ademas, el acido elagico es capaz de aumentar la expresion de enzimas
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antioxidantes como la superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutatiéon
reductasa y catalasa. Esto lo hace un posible agente potencial para promover la

respuesta antioxidante (Srinivasan et al., 2002; Galano et al., 2014).

De nuevo, los fitoquimicos naturales utilizados para el tratamiento de
enfermedades, como el cancer, han adquirido importancia para el descubrimiento y
la investigacién de farmacos, ya que se ha descubierto que son eficaces contra
varios tipos de cancer al mostrar eficacia en el inicio, desarrollo y la progresion del
cancer; asi como irrumpir en varios mecanismos como la apoptosis, angiogénesis,

metastasis y proliferacion celular (Dutta et al., 2019).

Se ha encontrado que el acido elagico desempefia un papel antitumoral al inhibir la
proliferacion celular, promover la apoptosis, inhibir la metastasis y la invasion de las
células tumorales como en el cancer de mama, prostata, endometrial, colorrectal,

de pulmoén y glioblastoma (Lu et al., 2023).

4.5.1 Acido elagico y cancer

Se ha demostrado que el acido elagico ejerce actividad antitumoral sobre distintos
tipos de cancer. En 2019, Wang y colaboradores mediante andlisis bioinformatico
identificaron a PIK3CA y PIK3R como objetivos principales del acido elagico.
Ademas, se demostré que el acido elagico (20 uM) ejerce supresion sobre la
proliferacion, inhibiciébn en la invasion y migracion de células KLE y AN3CA de
cancer endometrial, asi como detencion del ciclo celular e induccion de la apoptosis
al verse inhibida la via de sefializacion PI3K. También logré inhibir la metastasis
pulmonar in vivo. Por lo que se sefala que el &cido elagico muestra efectos
antitumorales en el cancer de endometrio al atacar la via de sefalizacion PI3K in

vitro e in vivo.
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Figura 6. Relaciéon del acido elagico y cancer de endometrio. A) El acido elagico inhibe la
proliferacion de células KLE y AN3CA dependiente del tiempo. B) El acido elagico induce la detencion
del ciclo celular en G1 en células de cancer de endometrio (Tomado de Wang et al., 2019).

En cancer de mama se han analizado sus efectos y mecanismos antiangiogénesis
donde logré inhibir significativamente la proliferacion y migracion celular, como la
actividad de la tirosina quinasa VEGFR-2 y la via MAPK y PI3K/Akt en las células
endoteliales, ademas de inhibir la formacion de neovasos in vivo. También inhibio

crecimiento y expresion de P-VEGFR2 en células MDA-MB-231 con
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concentraciones entre 2.5 y 20 yM de acido elagico por 24 y 48 horas (Wang et al.,
2012). Adicionalmente, se han investigado sus efectos sobre la linea celular MCF-
7 donde el acido elagico inhibio la proliferacion de las células mediada por la
detencion del ciclo celular en la fase GO/G1 y se demostro la participacion de la via
de sefalizacion TGF-B/Smads como el mecanismo molecular potencial del acido
elagico para regular la detencion del ciclo celular del cancer de mama in vitro usando
dosis crecientes de hasta 40 uM por entre 24 y 72 horas (Chen et al., 2015). De la
misma forma, también inhibi6 el crecimiento y la metastasis al atacar directamente
a la alfa-actinina-4 (ACTN4) in vitro e in vivo usando 50 mg/kg/d y de 10 a 50 M de
acido elagico por 24 y 48 horas. Ya que ACTNA4 se identific6 como el objetivo directo
del acido elagico, obtuvieron que la interrupcion de la interaccion ACTN4/B-catenina
lleva a la activacion de la degradacion del proteosoma de B-catenina, asi como un
aumento en la expresion de ACTN4 se asocio con el estadio avanzado del cancer
de mama, mayor incidencia de metastasis y un periodo de supervivencia deficiente
(Wang et al., 2017).
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Figura 7. Efecto del &cido elagico sobre la apoptosis en células MCF-7. El porcentaje de células
apoptoticas se determiné mediante tincion con Anexina V'y Yoduro de propidio (Tomada de Chen et
al., 2015).
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Figura 8. Efecto sobre la proliferacién de células de cancer de mama. El &cido elagico suprimio
la proliferacion de las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231, BT-549 y MCF-7, mientras
que tuvo poco efecto inhibidor sobre las células epiteliales mamarias normales humanas MCF-10A
(Tomada de Wang et al., 2017).

Por otro lado, también puede producir efectos antiproliferativos en el cancer de
prostata mediante la inhibicion de mTOR vy reducir los niveles intracelulares de 3-
catenina, inducir la apoptosis por regulacion negativa de las proteinas
antiapoptoticas, también modular la expresion del factor inductor de la apoptosis
(AIF) que llevé a un aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y la activacion de caspasa-3, asi como reduccién en los niveles del factor de
crecimiento transformante § (TGF- B) y de IL-6; asi que un tratamiento de 25 y 50
MM de acido elagico por 48 horas sobre las células de cancer de préstata LNCaP
resulta en una mayor expresion de p21 y aumento de células apoptaticas (Vanella
et al., 2013.) Asimismo, el acido elagico puede tener efectos sobre la linea celular
PC3 de cancer de préstata al reducir la viabilidad células y las proteinas de
sefalizacion STAT3, ERK y AKT fosforiladas, asi como aumento en la expresion de
IL-6 de una manera dependiente de la dosis (0-100 uM) durante 72 horas (Eskandari

et al., 2016). También el acido elagico puede regular negativamente MDM2
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(regulador negativo de p53) y aumentar la expresion de p53 como la expresion sus
proteinas diana p21 y PUMA, ademas de inducir la apoptosis en ausencia de p53
mediante regulacién negativa de las expresiones de MDM2 y de XIAP, por lo que
se ha determinado que el acido elagico suprime las células de cancer de prostata
en parte mediante la regulacion negativa de MDM2 con concentraciones entre O-
160 uM por 24 y 48 horas (Mohammed Saleem et al., 2020).
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Figura 9. Inhibicién de la proliferacion de células PC3 de cancer de préstata por el acido
elagico. El acido elagico ejerce un efecto dependiente de la dosis sobre la supervivencia de las
células PC3 (Tomada de Eskandari et al., 2016).
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Figura 10. Efecto del &cido elagico en el cancer de préstata. El acido elagico (50 uM) tiene un
efecto sobre la distribucion del ciclo celular segun andlisis de citometria de flujo, se muestran las
células viables y las apopt6ticas en la linea celular LNCaP (Tomada de Vanella et al., 2013).
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Figura 11. Nivel de expresion de p21 después del tratamiento con &cido elagico. El acido
elagico aumento los niveles de ARNm de p21 en células PC3 (Tomada de Mohammed Saleem et
al., 2020).

De forma similar se ha demostrado que el acido elagico es beneficioso para el
tratamiento del glioblastoma. Wang y colaboradores en 2016 establecieron que
concentraciones de 50-100 uM de acido elagico por 48 horas reducen la viabilidad
celular y la proliferacion de las células de glioblastoma U251, causaron apoptosis,
disminuyeron la proporcion en las fases GO/G1 del ciclo celular y aumentando las
poblaciones en la fase S, asi como reduccién en las expresiones de proteinas
antiapoptoticas con respecto al control. De la misma forma, Wang y colaboradores
en el mismo afio publicaron otro articulo que sefiala que el tratamiento con acido
elagico en ratones xenoinjertados condujo a una supresion del crecimiento tumoral,
regulé positivamente la expresion de E-cadherina e inhibi6 la expresion de Snalil,
MMP-2, MMP-9, Bcl-2, ciclina D1, CDK2 y CDK6, asi como como supresion de Akt

y Notch en tejidos de xenoinjerto U87.
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Figura 12. Efecto del acido elagico en glioblastoma. A) Inmunohistoquimica de la expresién de
PCNA, Ki67, Akt y Notchl en tumores xenoinjertados U87 en ratones desnudos Balb/c. B-D) Niveles
de expresion de proteinas PCNA, Ki67, Akt y Notchl (Tomada de Wang et al., 2016).

S — — BC|-2
S S — S UVVin
D S (AP
— . Cospases
———
— e— — /|’ )H
0 50 100  EA(UM)

Figura 13. El 4cido elagico regula la expresién de proteinas apoptéticas en glioblastoma. El
acido elagico promueve una regulacion positiva de caspasa-3 y Bax, mientras que Bcl-2, Survivina
y XIAP se regularon negativamente (Tomada de Wang et al., 2016).

Igualmente, el acido elagico es un agente contra el cancer colorrectal. Se ha
evaluado su efecto antitumoral en un microambiente enriquecido con leptina para
relacionarlo con la obesidad, donde su tratamiento (25-100 pg/ml) durante 48 horas
inhibid la proliferacién celular de las lineas celulares HCT-116 y CaCo-2, modulo el

34



ciclo celular, transloc6 Bax a la fraccion mitocondrial de las células, activo la
caspasa-8 y redujo la expresion de PCNA (Yousef et al., 2016). Ademas, se ha
mostrado que el acido elagico (10 a 200 uM por 48 horas) reduce la proliferacion en
células de céncer colorrectal HCT116 e induce la salida del ciclo celular mediante
la inhibicion de la proteina Drp-1 de la dinamica mitocondrial, asi como una
morfologia mitocondrial hiperfundida, perdida del potencial de membrana
mitocondrial y deterioro de la capacidad respiratoria, mas la reduccion de
marcadores como CDK1, Ki67 y ciclina B. También el acido elagico puede reducir
la dosis efectiva de Doxorrubicina para promover la muerte celular, lo que es
beneficioso para reducir la cardiotoxicidad en pacientes que son tratados con este
farmaco (Yakobov et al., 2023). Adicionalmente, concentraciones de 10 a 40 uM de
acido elagico promueven la apoptosis de las células HCT116, asi como pueden
reducir la fosforilacibn de mTOR, promover la fosforilacion de AMPK e inducir la
autofagia, por lo que se sugiere que el acido elagico inhibe el crecimiento del cancer
colorrectal a través de la via AMPK/mTOR (Ni et al., 2023).
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Figura 14. Efecto del acido elagico en el cancer colorrectal relacionado con la obesidad. La
incubacion de células HCT-116 y CaCo-2 con acido eldgico + Leptina deriva en un aumento
significativo de la actividad de caspasa-8 en comparacion con el control. El efecto del acido elagico
no fue abolido por leptina (Tomada de Yousef et al., 2016).
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Figura 15. El 4cido eldgico ejerce efectos sobre el cancer colorrectal. A-D) El tratamiento con
acido elagico suprime la dinamica mitocondrial y las proteinas marcadoras de proliferacién celular
en células de cancer de colon. Se evalud la expresion de proteina de dinamica mitocondrial Drp-1,
Cdk1, ciclina B y Ki67. G) Histograma que muestra los datos obtenidos (Tomada de Yakobov et al.,
2023).

4.5.2 Acido elagico y cancer de pulmon

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte por cancer en el mundo. A
pesar de la terapia estandar se ha planteado la utilizacion de fitoquimicos
polifendlicos como adyuvantes que han mostrado efectos anticancerigenos en otros

tipos de cancer.

Por lo que, en 2017, Jeong Yy colaboradores detectaron compuestos polifendlicos
como posibles adyuvantes anticancerigenos que suprimen el cancer de pulmén con
resistencia al inhibidor del receptor de tirosina quinasa del factor de crecimiento
epidérmico (TKI), entre ellos el acido elagico (10-200 uM) sensibilizé fuertemente
las células de cancer de pulmon HCC827 sensibles a TKl y las H1993 resistentes a
los TKI.
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Figura 16. Efecto terapéutico de los polifenoles sobre las células de cancer de pulmén. Las
células HCC827 son sensibles al inhibidor de tirosina quinasa, mientras que HCC827C2 y
HCC827C1 son resistentes a inhibidores de tirosina quinasa (Tomada de Jeong et al., 2017).

Asimismo, hay evidencia de que el tratamiento de &cido elagico de 5, 10 y 20 uM
durante 48 horas ejerce un efecto inhibidor en la proliferacion de las células de
cancer de pulmon A549, se ha demostrado que favorece la retencién de la fase G1,
aumento de apoptosis, regulacion positiva de p21, Bax y caspasa 3, y regulacién
negativa de ciclina D1y Bcl-2, asi como una disminucion de la fosforilaciéon de PI3K
y Akt como se ha reportado para otros tipos de cancer (Liu et al., 2018).
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Figura 17. Efecto del acido elagico sobre la via de sefializacién PI3K/Akt en el cancer
pulmonar. El acido elagico regulé negativamente la fosforilacion de PI3K y Akt dependiente de la
dosis en células A549 (Liu et al., 2018).

Paralelamente en 2019, Duan y colaboradores probaron la actividad de 11
componentes del vino tinto contra el cancer de pulmon, destacando el acido elagico
(10-50 pmol/L durante un lapso de 24-72 horas) por inhibir la proliferacion de células
de cancer de pulmén HOP62 y H1975. También sefialaron el aumento de la
expresion del marcador autofagosomico LC3-11 y de la muerte celular asociada a la
autofagia al regular a la baja la expresion del inhibidor canceroso de la proteina
fosfatasa 2A (CIP2A) y la sobreexpresion de CIP2A atenud la autofagia inducida por
acido elagico de las células de cancer de pulmén. Mientras que en el modelo in vivo
se demostro la inhibicién del crecimiento tumoral con supresién de los niveles de

CIP2A y aumento de la autofagia.
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Figura 18. Eficacia del acido elagico contra el cancer de pulmén in vivo. A) Tumores de
xenoinjertos de células HOP62 tratados con distintas concentraciones de acido elagico. B) Eficacia
del tratamiento sobre el crecimiento tumoral en ratones desnudos inyectados con células HOP62. C)
Peso corporal de los ratones. D) Niveles séricos de creatinina, alanina aminotransferasa y aspartato
transaminasa para evaluar el dafio hepético y renal. E) Expresién de proteinas asociadas a la
autofagia CIP2A y LC3 usando lisados de tumores aislados (Tomada de Duan et al., 2018).

Es por la anterior evidencia que demuestra los efectos anticancerigenos del acido
elagico que planteamos la necesidad de un estudio mas profundo de los
mecanismos moleculares que hacen del acido elagico un prometedor compuesto

terapéutico adyuvante.
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5. JUSTIFICACION

El cancer es un grupo amplio de enfermedades en el que las células normales
evolucionan hacia un estado neoplasico adquiriendo capacidades distintivas que les
permiten volverse malignos que representa un desafio significativo para la salud a
nivel mundial. En particular, el cancer de pulmén se clasifica en cancer de pulmoén
de células no pequefias (NSCLC) y cancer de pulmon de células pequefias (SCLC)
siendo el primero el que representa el 85% de todos los casos. De acuerdo con la
IARC en 2020, el cancer de pulmon es mas comun entre los varones, asi como el
segundo mas comun referente a nuevos casos (11.4%) y el primero en llevar a la
muerte a nivel mundial (18%). En México su incidencia es del 3.9% y su mortalidad
del 7.9% del total de todos los tipos de cancer. Adicionalmente, presenta resistencia

a la mayoria de los tratamientos convencionales.

Unas de las caracteristicas distintivas del cancer son el mantenimiento de la
sefializacion proliferativa y la resistencia a la muerte celular que permiten el
crecimiento tumoral, por lo que alteraciones en el ciclo celular son clave para la

comprension de los mecanismos basicos durante el desarrollo del cancer.

La desregulacion del ciclo celular y la apoptosis en las células cancerosas lleva a
una proliferacion descontrolada y evasion de la muerte celular. Dicha desregulacion
implica alteraciones en la expresion y actividad de diversos marcadores y proteinas
involucradas en el ciclo celular, como las ciclinas. Ademas, el funcionamiento
anormal de las vias apoptoéticas, incluyendo las vias intrinsecas y extrinsecas,

contribuye a la supervivencia y crecimiento de las células cancerosas.

Los fitoquimicos son un enfoque rentable y prometedor ante la resistencia del
tratamiento del cancer de pulmén que actie como adyuvante a la terapia
convencional. El estudio del acido elagico es un recurso alentador al haberse
demostrado su actividad antitumoral, por lo que comprender los mecanismos
moleculares subyacentes a estas desregulaciones es crucial para desarrollar

terapias efectivas contra el cancer de pulmon.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de pulmon un problema de salud global significativo, con altas tasas de
incidencia y mortalidad; conjuntamente, la comprension de los mecanismos
moleculares y celulares involucrados en la patogénesis del cancer aun es
incompleta, y es necesario explorar enfoques terapéuticos alternativos que puedan
dirigirse de manera efectiva a las células cancerosas. Asimismo, la desregulaciéon
del ciclo celular y las vias apoptoticas desempeiian un papel crucial en el desarrollo
y la progresion del cancer, lo que destaca la necesidad de mas investigaciones en
estas areas para identificar posibles blancos terapéuticos y mejorar los resultados

para los pacientes.

7. HIPOTESIS

El acido elagico disminuye el tamafio de la poblacion de la linea tumoral A549,

afectando su capacidad replicativa y/o apoptética.

8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la presencia de acido elagico disminuye el tamafio de la poblacion de

la linea tumoral A549, afectando su capacidad replicativa y/o apoptética.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Evaluar el efecto que ejerce el acido elagico sobre el tamafio de la poblacién

de la linea celular A549.
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b. Determinar si el efecto del acido elagico incide sobre la expresién de
marcadores moleculares relacionados con el ciclo celular en las células
A549.

c. Investigar sila presencia de acido elégico regula la expresion de marcadores
moleculares pro-apoptéticos y anti-apoptoticos en las células A549.

9. MATERIAL Y METODOS

9.1Cultivo celular

Inicialmente se descongeld el criovial madre de la linea celular A549 a bafio maria
por 90 segundos a 37°C y el contenido celular se sembr6 en matraces de cultivo de
poliestireno de 25 cm? de superficie con medio de cultivo Advanced DMEM
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-Glutamina 'y 1% de una
mezcla de antibiético-antimicético (25 pyg/ml de anfotericina B, 10000 ug/ml de
estreptomicina y 10000 unidades/ml de penicilina) en condiciones de esterilidad en
una campana de flujo laminar. Se mantuvieron en incubacion a 37° C con una
atmoésfera himeda del 5% de CO2y 95% de aire. EI medio de cultivo fue renovado

cada 48 horas y al cuarto dia las células se tripsinizaron.

La tripsinizacion consistié en retirar el medio de cultivo y lavar dos veces el matraz
con 5 ml de PBS 1X estéril, se agregaron 2 ml de tripsina y reposé por 5 minutos,
luego se resuspendié con 4 ml de medio de cultivo. Seguido la suspension celular
se transfirid a un tubo coénico y se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos, se elimind
el sobrenadante y la pastilla celular en el fondo del tubo se resuspendié con 4 ml de
medio de cultivo fresco; a partir del cual se tomaron alicuotas para regenerar el
cultivo madre y se sembraron las células que se utilizaron para experimentos

posteriores

Para los ensayos de proliferacion y expresion génica se utilizaron cultivos en cajas
Petri adicionadas con 1.5 ml de medio de cultivo y 50 uL de suspension celular. Las

células crecieron formando una monocapa y al iniciar la confluencia deseada se

42



iniciaron los tratamientos por 72 horas. En la caja 1 no se adicioné tratamiento por
lo que actu6 como control, en la caja 2 se agregaron 20 yM de tratamiento y la caja

3 se traté con 50 uM de acido elagico.

9.2Ensayo de conteo celular

Con el fin de evaluar el efecto en la proliferacion celular después del tratamiento con

acido elagico se empled la cdmara de recuento celular Neubauer.

Se realizo el cultivo celular en cajas Petri. Una vez alcanzada una confluencia del
70% se inicio el tratamiento de EA a concentraciones de 20 yM y 50 uM por 72
horas. A las cajas se les retird el medio de cultivo, seguido fueron lavadas con 2 ml
de PBS al 1X, se agregaron 500 pL de tripsina a cada una y se incubaron en
agitacion por 5 minutos. Luego se adicionaron 750 uL de medio de cultivo por caja.
La suspension celular se coloc6 en tubos para su centrifugacion por 5 minutos a
3000 rpm. Posteriormente se homogeneizo la suspension y se tomaron 20 uL que
fueron resuspendidos con 80 uL de azul de tripano al 0.4%. Después se colocaron
10 yL de la mezcla en cada camara del hemocitbmetro. Se colocé al microscopio y
se contaron las células contemplando las azules como muertas y las blancas como
vivas. Se considero la siguiente formula para obtener la concentracién celular de

cada condicion:

Concentracion= (Células vivas/8) (4x10%)

9.3 Ensayo de expresidon génica

9.3.1 Extraccién de ARN total

Se sembraron células A549 en cajas Petri, al alcanzar la confluencia deseada, se

cambio6 el medio de cultivo y se trataron con EA por 72 horas.
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La extraccion de ARN total se realizd con el kit FavorPrep TM, Tissue Total RNA

Mini (Favorgene, Bioetech Corp., China) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Primero se aspir6 el medio de cultivo y se realizo el lavado con 2 ml de PBS 1X, se
agregaron 500 pL de tripsina, se mantuvo en agitacién por 5 minutos; enseguida se
adicionaron 750 uL de medio de cultivo y se tomd la muestra para ser centrifugada

por 5 minutos a 3000 rpm.

Posteriormente se retiré el medio y la pastilla fue homogenizada con 350 pL buffer
de lisis suplementado con 1% de [(-mercaptoetanol. El homogenado celular se
transfirio a la columna con filtro blanco del kit y fue centrifugada a 13200 rpm por 2
minutos. Luego lo que quedo en el tubo colector se transfirié a tubos eppendorfy se
afiadieron 350 uL de etanol al 70% en cada tubo. Seguido se colocé el contenido
en la columna con filtro rojo y se centrifug6 a 13200 rpm por 2 minutos, se retiro el
sobrenadante, sobre el filtro rojo se agregaron 500 yL de buffer de lavado 1 y se
centrifugdé a 13200 rpm por 2 minutos. Se decanto lo que quedd en la columna y
sobre el filtro rojo se afiadieron 400 uL de buffer de lavado 2 por tubo y se centrifugd
a 13200 rpm por 2 minutos. Este ultimo paso se repiti6 nuevamente y luego se
centrifugod en seco el filtro rojo. Finalmente, se transfirio el filtro rojo a un rubo de 1.5
ml estéril y se agregaron 30 pL de agua libre de RNAsas, reposaron por 3 minutos
a temperatura ambiente y finalmente se centrifugd cada tubo a 13200 rpm por 5

minutos para obtener el RNA total.

9.3.2 Cuantificacién de ARN total

Se realiz6 la cuantificacibn de la concentracion de ARN extraido por
espectrofotometria con el equipo BioPhotometer D30 (Eppendorf). Se requirié una
dilucion con 4 uL de muestra de RNA y 196 pL de agua inyectable. La concentracion
se evaluo a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm. El cociente debid ubicarse
en un rango de 1.8-2.0 para considerarse como una muestra de ARN de buena

calidad y utilizarse para ensayos posteriores.

44



9.3.3 Sintesis de ADN complementario (Transcripcién reversa)
Para la sintesis de ADNc se empled el kit High Capacity Cdna Reverse Transcription
(Applied Biosystem, EUA) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se hizo un Master Mix (mezcla de componentes) en el que se afiadieron 6 pL por

muestra para la retrotranscripcion; en el que cada tubo de reaccién contenia:

Reactivo Volumen
Buffer RT 4 uL
dNTP’s 1L
Random 0.5uL
Mull 0.5uL

El volumen final de cada tubo de reaccion fue de 20 pyL por lo que el volumen

restante (14 uL) se complement6 con la muestra de ARN mas agua.

Se efectuaron los célculos para obtener el volumen final de la muestra de ARN que
era requerida por cada tubo de reaccién mediante regla de tres de manera que cada

uno tuviera 4 ug de ARN por pL.

Condicion Concentracion de ARN
X X ug 1000 pL

4 ug X —Volumen de muestra requerido

Al tener cada tubo de reaccion por condicion, se empleé el termociclador
Mastercycler X50s (Eppendorf) para realizar el siguiente protocolo: 10 minutos a 25
°C, 2 horas a 37 °C, 5 minutos a 85°C y finalmente a 4°C para ser almacenados en

congelacion hasta su uso.

9.3.4 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
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A partir del ADNc obtenido en la retrotranscripcion se realiz6 la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) semicuantitativa con la finalidad de evaluar los niveles de
expresion de ARNm que codifica los diversos elementos de interés utilizando
oligonucledtidos especificos para cada uno de ellos. Se empled el kit comercial
DreamTag PCR Master Mix (Thermo Scientific, EUA) siguiendo las indicaciones del
fabricante, se prepararon tubos de reaccion con un volumen final de 20 uL como se

indica a continuacion:

Reactivo Volumen
Green Dream Taq 10 uL
Primer Forward 1L
Primer Reverse 1L
Agua 6 uL
ADNCc 2L

Los oligonucle6tidos empleados fueron:

Oligonucleétidos/ | Sentido Secuencia Tamafio del | Tm

Primers amplicén (°C)

Control interno
B-actina Forward CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 275 pb 73.1
Reverse TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 72.7

Marcador nuclear de proliferacion
Ki67 Forward AGTACCAGGAGGTGAGGATAAA 415 pb 60.9
Reverse CTGCACTGGAGTTCCCATAAA 64.3

Marcadores relacionados con el ciclo celular

Ciclina E1 Forward CGTTCTCTTCTGTCTGTTGCA 317 pb 64.2
Reverse CGTTCTCTTCTGTCTGTTGCA 64.2
Ciclina B1 Forward TTGGTGTCACTGCCATGTTT 314 pb 63.6
Reverse TAAGCAAAAAGCTCCTGCTG 63.6

Marcadores anti-apoptoticos

Bcl-2 Forward GCTTTCACCTCCAGGATCTATT 551 pb 62.7
Reverse | CCCAATACAGGTCCTTCATACC 63.5
BIRC3 Forward CACTCATTACTTCCGGGTACAG 420 pb 62.7
Reverse AACACTAGAGGGCCAGTTAAAG 60.7
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Marcador pro-apoptotico
Bax Forward GGGCTGGACATTGGACTTCC 201 pb 68.2
Reverse | AGATGGTGAGTGAGGCGGTG 68.1

Se utilizé un termociclador Mastercycler X50s (Eppendorf) para realizar el protocolo

que se muestra a continuacion:
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Figura 19. Protocolo de la reaccidon en cadena de la polimerasa. Se inicid la reaccion hasta una
temperatura de 94 °C por 5 minutos, se desnaturalizdé el ADNc a 94°C durante 30 segundos. Luego
se realizé la alineacion al extremo 3’ e hibridé con su secuencia complementaria a la temperatura
especifica de cada oligonucledtido por 30 segundos. Posteriormente en la extension, la temperatura
aumentd hasta 72°C por un minuto, para permitir que la enzima Taq polimerasa se uniera a cada
iniciador y asi se sintetizé una cadena de ADNc nueva. Para la elongacién final en esta etapa se
aseguré que el ADN de cadena simple restante haya sido totalmente amplificado a una temperatura
de 72°C por 10 minutos. Todo lo anterior por 30 ciclos. Para la conservacion de los productos de
reaccion, se llevé a una temperatura de 4°C. Figura realizada con BioRender.

9.3.5 Electroforesis

Se realizé la separacion electroforética a partir de los productos de PCR utilizando

geles de agarosa al 1.2% tefidos con bromuro de etidio.
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Primero se realizé la preparacion del gel disolviendo por calor 0.6 gramos de
agarosa en 50 ml de buffer TAE 1X, luego se afnadieron 4 uL de bromuro de etidio
y se verti6 en la camara de electroforesis dejando gelificar por 25 minutos a

temperatura ambiente.

Después el gel fue cargado con 9 pyL de cada muestra y, como marcador de peso
molecular se uso el patron de ADN comercial Gene Ruler 100 pb DNA Laddery junto
con el buffer 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, EUA).

Se realiz6 la separacion electroforética en buffer TAE 1X a 65 voltios por 80 minutos.
Al finalizar, se obtuvo el triplicado de micrografias de cada uno de los geles en el
fotodocumentador de geles AXYGEN.

9.3Densitometria

Se realiz6 el andlisis densitométrico de las bandas presentes en las imagenes
obtenidas usando el software ImageJ, proporcionado gratuitamente por el Instituto

Nacional de Salud de Estados Unidos de América.

9.4 Andlisis de datos

Al concluir la fase experimental, se realizé el analisis e interpretacion de los
resultados obtenidos por medio del software SigmaPlot 12.5 (Jandel Corporation,
EUA).

Se empleo la prueba t de Student para evaluar la diferencia entre los grupos que
fueron tratados con respecto al grupo control. Se consider6 un valor
estadisticamente significativo *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. Las graficas
representativas de cada experimento muestran el promedio del triplicado de

ensayos realizados de manera independiente.
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10.RESULTADOS

10.1 El 4cido elagico reduce el tamafio de la poblacion celular A549 de

manera dependiente de la dosis.

Inicialmente, se decidio evaluar si la presencia de acido elagico afecta el tamafio de
la poblacion celular A549, y si este efecto es dependiente de la concentracion. Las
células fueron tratadas durante 72 horas en presencia de 20 y 50 uM de &cido
elagico, recambiandose el medio de cultivo suplementado cada 24 horas. El conteo
celular realizado en una cdmara de Neubauer mostré que el 4cido elagico reduce
de manera significativa la poblacion de células A549, observandose una reduccion
del 35% en presencia de 20 uM y casi del 50% en presencia de 50 uM del
fitoquimico (Figura 20). Este resultado coincide con el efecto antitumoral reportado

previamente para el acido elagico.
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Poblacion celular (Normalizado respecto al control)

0.0 T
CONTROL 20 uM 50 uM

Figura 20. Efecto del acido eladgico sobre la poblacidn celular en las células A549. Las células
A549 fueron tratadas con 20 yM y 50 uM de acido elagico por 72 horas y, posteriormente se evalué
su efecto en la proliferacion realizando el recuento celular Neubauer observando una disminucién en
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la poblacién celular dependiente de la dosis. Con un tratamiento de acido elagico 20 uM se obtuvo
un valor de p= 0.00120, mientras con una concentracion de 50 uM el valor de p=0.000885. Los
valores graficados se expresan normalizados respecto al control, asi como el error estandar, N=3
experimentos independientes. **p<0.01 y ***p<0.001.

10.2 El acido elagico reduce los niveles de expresion del ARNm que codifica
para Ki67.

Para darle sustento a los resultados mostrados del 4cido elagico sobre la poblacion
de células A549, evaluamos de manera complementaria, los niveles de expresion
del ARNm que codifica para Ki67, el cual es considerado un marcador nuclear de
proliferacion celular. Se observé una drastica disminucion de este marcador con
respecto a la condicion control, tanto a los 20 como a los 50 uM de acido elagico,
43% y 55%, respectivamente (Figura 21).

CN 20pM 50 uM

Ki67 (415 pb)

B-actina (275 pb)
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Figura 21. El efecto del 4cido elagico en la proliferacién celular sobre la linea A549 es dosis-
dependiente. Las células de cancer de pulmdn A549 fueron tratadas por 72 horas con acido elagico
20 uM y 50 uM y posteriormente se evalud el nivel de expresion de mRNA que codifica para Ki67
por RT-PCR en el que las células mostraron una disminucién del marcador de proliferacion celular
dependiente de la dosis. Con un tratamiento de acido elagico 20 uM se obtuvo un valor de p=0.00831,
mientras con una concentracién de 50 uM el valor de p= 0.00000798. Los valores graficados se
expresan normalizados respecto al control, asi como el error estandar, N=3 experimentos
independientes. ***p<0.001.

10.3 El 4cido elagico afecta negativamente la capacidad replicativa de las
células A549.

El &cido elagico reduce la poblacién celular A549, desconociéndose si este efecto,
se debe a una reduccidon en su tasa replicativa 0 a un incremento en su tasa
apoptotica, por lo que se decidio evaluar de manera inicial, si la presencia de acido
elagico inhibe la tasa replicativa de las células A549, para lo cual se evalué cambios
en los niveles de expresion del ARNm que codifica para las ciclinas B1 y E1,
proteinas que regulan el ciclo celular. Los resultados obtenidos muestran que el

acido elagico reduce de manera significativa el ARNm que codifica para la ciclina

51



E1 en las dos concentraciones probadas de acido elagico (20 y 50 uM, Figura 22),
mientras que para el caso de la expresion de la ciclina B1, solamente se observa un
efecto inhibitorio cuando se emplea la concentracion mas alta de acido elagico (50
uM, Figura 23). Estos resultados muestran con claridad, que el acido elégico ejerce
parte de su efecto antitumoral, evitando que las células entren a la fase M de su

ciclo celular, y con ello inhibir su capacidad replicativa.

CN 20uM 50 uM

Ciclina E1 (317 pb)

B-actina (275 pb)
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Figura 22. El acido elagico ejerce un efecto dosis-dependiente sobre células de cancer de
pulmén. El tratamiento de acido elagico por 72 horas disminuyé el nivel de expresion de mRNA que
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codifica para Ciclina E1, que. La expresion de la ciclina que regula la transicion de la fase G1 a S en
el ciclo celular se evalu6 por RT-PCR observandose una disminucién dependiente de la dosis. Con
un tratamiento de acido elagico 20 uM se obtuvo un valor de p= 0.00882, mientras con una
concentracion de 50 yM el valor de p= 0.00222. Los valores graficados se expresan normalizados
respecto al control, asi como el error estdndar, N=3 experimentos independientes. ***p<0.001.

CN 20pM 50 uM

Ciclina B1 (314 pb)

B-actina (275 pb)
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Figura 23. Alta concentracion de acido eladgico disminuye los niveles de expresién de Ciclina
B1. Las células de cancer de pulmon tratadas con altas concentraciones de acido elagico (50 pM)
muestran una disminucién en el nivel de expresion de Ciclina B1. La expresién de Ciclina B1 que
regula la transicion de la fase G2 a M en el ciclo celular se realiz6 por RT-PCR donde con un
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tratamiento de acido elagico 20 uM se obtuvo un valor de p= 0.183, mientras con una concentracion
de 50 uM el valor de p= 0.0000260. Los valores graficados se expresan normalizados respecto al
control, asi como el error estandar, N=3 experimentos independientes. ***p<0.001.

10.4 El acido elagico favorece la capacidad apoptotica de las células A549.

La apoptosis, muerte celular programada, es un mecanismo fisiolégico que regula
el tamafio de una poblacion celular, observandose en las células tumorales, una
desregulacion negativa, lo cual aseguraria el aumento en el tamafio del tumor.
Diferentes agentes antitumorales, ejercen su efecto, incrementando la capacidad
apoptotica de las células tumorales, ya sea favoreciendo la expresion de genes pro-
apoptoticos o inhibiendo la expresion de genes anti-apoptéticos. De manera inicial,
se decidi6 investigar, si la presencia de acido elagico, altera los niveles de expresion
del ARNm que codifica para Bcl-2 y BIRC3, los cuales codifican para proteinas
antiapoptoticas. Para el caso de Bcl-2, se observé un efecto bimodal, a una baja
concentracion de &cido elagico (20 uM), hay un incremento del 42%, mientras, que
a una alta concentracion (50 uM), se presenta una reduccién del 18%, con respecto
a la condicion control (Figura 24). Por su parte, solamente una alta concentracion
de acido elégico es capaz de reducir los niveles de ARNm que codifica para BIRC3
(Figura 25). Estos resultados sugieren, al menos parcialmente, que el acido elagico
inhibe la expresion de proteinas que inhiben la apoptosis, favoreciendo con ello la
supervivencia celular.

CN 20uM 50 uM

Bcl-2 (551 pb)

B-actina (275 pb)
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Figura 24. El efecto del &cido elagico en la expresion de mRNA que codifica para Bcl-2 sobre
la linea A549 es variable. Las células de cancer de pulmén A549 fueron tratadas por 72 horas con
acido elagico 20 uM y 50 uM y a continuacién se evalué el nivel de expresion de mRNA que codifica
para Bcl-2, un marcador anti-apoptotico, por RT-PCR en el que las células mostraron efecto variable
del marcador anti-apoptotico. Con un tratamiento de acido elagico 20 uM se obtuvo un valor de p=
0.0190, mientras con una concentracién de 50 uM el valor de p= 0.0198. Los valores graficados se
expresan normalizados respecto al control, asi como el error estandar, N=3 experimentos
independientes. *p<0.05.

CN 20uM 50 uM
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Figura 25. El efecto del acido elagico en la linea A549 sobre BIRC-3, un marcador anti
apoptdtico, es dependiente de la dosis. La presencia de acido elagico a concentraciones de 20
MM y 50 yuM mostré una disminucién en el nivel de expresion de mRNA que codifica para BIRC-3
dependiente de la dosis por 72 horas en las células de cancer de pulmon A549. La expresion del
marcador anti-apoptético se realizé por RT-PCR donde con un tratamiento de acido elagico 20 uM
se obtuvo un valor de p= 0.122, mientras con una concentracion de 50 uM el valor de p= 0.00295.
Los valores graficados se expresan normalizados respecto al control, asi como el error estandar,
N=3 experimentos independientes. **p<0.01.

En correspondencia con la busqueda de evaluar el efecto del 4cido elagico sobre
los marcadores anti-apoptéticos en la linea celular A549, se midié el nivel de
expresion de ARNm que codifica una proteina que actta de forma inversa en el
proceso de apoptosis, es decir, una proteina proapoptotica, para este caso, se

evaluo la expresion del ARNm que codifica para Bax en presencia de acido elagico.

Bax, es una proteina que induce la apoptosis, al inducir la formacion de poros en la
membrana mitocondrial, favoreciendo con ello la pérdida del potencial de membrana

mitocondrial y la fuga del citocromo c. De manera contraria a lo esperado, se
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encontré que las células A549 tratadas con acido elagico 50 uM, reducen los niveles

de expresion del ARNm para Bax (Figura 26).
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Figura 26. El acido elagico disminuye los niveles de expresion de Bax. Una concentracion mas
elevada de acido elagico (50 uM) disminuye los niveles de mMRNA que codifica para Bax, un marcador
pro-apoptético en la linea celular A549. Con un tratamiento de acido elagico 20 uM se obtuvo un
valor de p= 0.243, mientras con una concentracion de 50 yM el valor de p= 0.00724. Los valores
graficados se expresan normalizados respecto al control, asi como el error estdndar, N=3
experimentos independientes. ***p<0.001.
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11 DISCUSION

Las caracteristicas del cancer, originalmente propuestas por Hanahan y Weinberg
en el 2000 proponen un conjunto de capacidades funcionales que son adquiridas
por las células al pasar de un estado de normalidad a un crecimiento neoplasico,
caracteristicas en comun en todos los tipos de células cancerosas a nivel de
fenotipo celular. Las caracteristicas distintivas comprenden mantener la
sefalizacion proliferativa, evadir los supresores del crecimiento, resistir la muerte
celular, permitir la inmortalidad replicativa, inducir o acceder a la vasculatura, activar
la invasion y metastasis. Ademas, como caracteristicas emergentes se considera la
desregulacion del metabolismo celular y evitar la destruccién inmune, mientras que,
como caracteristicas habilitadoras la inflamacion promotora de tumores y la
inestabilidad y mutacion del genoma. Asi, como la propuesta de incorporar el
desblogueo de la plasticidad fenotipica, la reprogramacion epigenética no
mutacional, los microbiomas polimérficos y las células senescentes (Hahahan,
2022).

El cancer de pulmén es el segundo tipo de cancer mas comun y la primera causa
de muerte por cancer a nivel mundial. En 2020 se atribuy6 el 18% de toda la
mortalidad por cancer y su tasa de supervivencia a 5 afios fue del 7-25%, mucho
menor que otros tipos de cancer. Ademas, se ha reportado una tendencia general
creciente en las mujeres y decreciente en los hombres para el cancer de pulmon,
asi como un aumento en la incidencia en las personas de 50 afios 0 mas (Huang et
al., 2022). Por lo que el tratamiento de la enfermedad sigue siendo un reto y

tendencioso a progresos que mejoren la supervivencia de los pacientes.

Un tratamiento anticancerigeno ideal deberia tener una actividad citotoxica selectiva
contra las células tumorales sin dafiar a las células normales, por lo que se

requieren estrategias que mitiguen los efectos secundarios.

El &cido elagico es un compuesto polifendlico presente en alimentos como la fresas,
frambuesa, uva, granada, té verde y el vino. Cuenta con actividades biol6gicas

importantes como  antiobesidad, antimicrobiana, antiviral, antioxidante,
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cardioprotectoras y anticancerigenas. Sus actividades anticancerigenas son
exhibidas in vitro e in vivo al detener el ciclo celular, inhibir la proliferacion de células
tumorales, inducir la apoptosis e inhibir la angiogénesis (Shakeri et al., 2018; Duan
et al., 2019).

Estudios anteriores demuestran que el acido elagico posee dichas actividades con
poca citotoxicidad en tejidos normales, apuntando a ser un buen candidato para el
tratamiento de diferentes tipos de cancer. Weisburg y colaboradores en 2013
estudiaron el efecto selectivamente citotoxico del acido elagico para las células del
carcinoma oral HSC-2 en donde obtuvieron toxicidad hacia las células HSC-2, pero
no hacia los fibroblastos gingivales normales HF-1 después de 3 dias de exposicion.
Para las células HSC-2 los valores medios de citotoxicidad se estimaron en 142 uM
y las células HF-1 fueron resistentes al acido elagico 200 uM. También, en 2016
evaluaron la actividad antitumoral in vivo usando tumores xenoinjertados de
glioblastoma U87 en ratones desnudos Balb/c y observaron que no habia
diferencias en el higado, rifidn, intestino y cerebro de los ratones con tumores en
comparacion con el grupo control, llegando a la conclusién de que es un producto
seguro y no téxico. Conjuntamente, Duan y colaboradores en 2019 evaluaron la
actividad anticancerigena del acido elagico contra el cancer de pulmén donde
obtuvieron que los ratones tratados con acido elagico tuvieron concentraciones
séricas normales de alanina aminotransferasa (ALT), creatina (Cr) y aspartato
aminotransferasa (AST), ademas de no producir una reduccién del peso corporal en
comparacion con los ratones control; lo que indica que el acido elagico no provoco

toxicidad hepatica o renal.

En este estudio nos centramos en el efecto del acido elagico sobre las
caracteristicas distintivas de evasion de los supresores del crecimiento y la
resistencia a la muerte celular descritas por Hanahan y Weinberg. Sobre sus efectos
anticancerigenos, los resultados obtenidos del estudio indican que el acido elagico
tiene un efecto dependiente de la dosis sobre la poblacion celular de las células de
cancer de pulmén Ab549. La evaluacion del acido elagico a diferentes

concentraciones mostro una disminucion estadisticamente significativa en la
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poblacién celular, como se observo en el recuento de células de Neubauer. Estos
hallazgos son consistentes con informes previos sobre los efectos
quimiopreventivos y terapéuticos del acido elagico. Ademas de concordar con
Jeong y colaboradores que en 2017 realizaron un estudio en el que detectaron
compuestos polifendlicos como posibles adyuvantes anticancerigenos que
suprimen el cancer de pulméon TKIR (resistente al inhibidor de la tirosina quinasa)
donde obtuvieron por ensayo de formacion de colonias que el acido elagico suprimio
drasticamente el crecimiento de células HCC82C2 con un efecto dosis-dependiente
(10-200 yM). También, Duan y colaboradores en 2019 evaluaron el efecto del acido
elagico en las lineas celulares HOP62 y H1975 de cancer de pulmdn mostrando que
el acido elagico inhibid la proliferacion y el crecimiento de las células cancerosas de

una manera dependiente del tiempo y de la dosis (0-50 uM y 0-48 horas).

La disminucion en la poblacion celular tratada con acido elagico se correlacion6 aun
mas con el nivel de expresion de Ki67, un marcador de proliferacion celular en
tumores malignos como el cancer de pulmén. El andlisis de expresion de ARNm
revel6 una disminucién significativa en la expresion de Ki67 incluso a bajas dosis de
acido elagico, indicando su potencial para inhibir la proliferacion de las células de
cancer de pulmon. Asi como en un estudio que encontré que el acido elagico (40
Mg/g de peso corporal) inhibié la proliferacion de células de xenoinjerto de
glioblastoma U87 en ratones desnudos Balb/c en comparacién con el grupo control
mediante la supresion de Ki67 (Wang et al., 2017). Por su parte, Yakobov y
colaboradores en 2023 demostraron una regulacién negativa para la proteina Ki67

en células cancerosas de colon HCT116 tratadas con &cido elagico (50-100 pM).

Para proporcionar evidencia adicional de los efectos antitumorales del acido elagico,
el estudio examiné los niveles de expresion de ciclinas, que son reguladores clave
del ciclo celular, ya que los puntos de control G1/S y G2/M son claves para modular
el paso de las células a traves del ciclo celular y alteraciones en estos son criticos
ya que podrian conducir al proceso de carcinogénesis. Srigopalram y colaboradores
en 2014, demostraron que la Ciclina E1 aumentd en un grupo tratado con

Dimetilnitrosamina 0.01% (carcinogeno ambiental) contrario a la administracion de
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acido elagico (30 mg/kg de peso corporal) que redujo significativamente la expresion
de Ciclina E1, obstaculizando la transformacion oncogénica, confirmando su
actividad antiproliferativa del acido elagico en el cancer de higado experimental in
vivo. Por su parte, se ha sefialado que concentraciones de 15, 30 y 45 uM/L de
acido elagico por 72 horas indujeron una disminucion de la expresion de Ciclina B1

en la linea celular DU-145 de cancer de prostata (Vicinanza et al., 2013).

Lo anterior corresponde con los resultados que obtuvimos, ya que el tratamiento
con &cido eldgico condujo a una disminucion dependiente de la dosis en la
expresion de ciclina E y ciclina B, ambas desempefian roles cruciales en la division
celular. Estos resultados respaldan la nocion de que el acido elagico interrumpe la
progresion del ciclo celular de las células de cancer de pulmén, lo que
potencialmente contribuye a sus propiedades antitumorales. Asimismo, Park y
colaboradores en 2022, publicaron el andlisis de la expresion de ARNm de ciclina
Ely los niveles de proteina de ciclina B1 después del tratamiento con acido elagico
(6.3 y 12.5 uyM), el cual los regul6 negativamente en comparacion con el tratamiento
con TP (propionato de testosterona que inducia hiperplasia benigna de prostata) en

la linea celular epitelial de prostata humana normal RWPE-1.

Por otro lado, nuestro trabajo investigd el impacto del acido elagico en la apoptosis
sobre células de cancer de pulmén A549. El proceso apoptético, caracterizado por
la muerte celular programada, es un mecanismo esencial para mantener la fidelidad

y calidad de la proliferacién celular.

La proteina Bcl-2 es un factor clave en la inhibicibn de la apoptosis y su
sobreexpresion puede prevenir eficazmente la apoptosis. Bcl-2 interviene rio abajo
de la activacion de la caspasa-3 que tiene un papel central de la apoptosis. Se ha
justificado que la intervencién de &cido elagico regula de forma negativa la expresion
de la proteina Bcl-2 significativamente en un modelo de rata inyectada con D-
galactosa (inductor del envejecimiento) exhibiendo efectos hepatoprotectores y
cerebroprotectores del acido elagico (Chen et al., 2018). Mientras que otro factor
anti-apoptético como BIRC3, miembro de la familia IAP suprime la muerte celular al

interferir con la activacion de caspasa, suele estar al alza en varios tipos de
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canceres, siendo un indicador de mal prondstico. BIRC3 influye en la via de la
apoptosis intrinseca mediante la regulacion de las caspasas. Hu y colaboradores en
2015 comprobaron la regulacion negativa de la proteina clAP2 (o BIRC3), la
liberacion de caspasa-9 y activacion de caspasa-3 por GDC-0152 (inhibidor de IAP)
en células K562 (linea celular de leucemia mieloide cronica) y HL60 (linea celular
de leucemia promielocitica aguda) durante 24 horas, mostrando una inhibicién en la
expresion de clAP2 y esta regulacion negativa se ha demostrado que induce la

apoptosis.

Los resultados mostraron que el tratamiento con acido elagico conducia a una
disminucién en la expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2, asi como la proteina
antiapoptotica BIRC3. Estos hallazgos sugieren que el &cido elagico puede inducir
un efecto negativo en las proteinas que promueven la supervivencia celular, lo que
respalda alin mas su potencial como agente anticancerigeno. Afin con estudios que
sefalan que un tratamiento con acido elagico (50 y 100 uM) en la linea celular U251
de glioblastoma inhibe significativamente la expresion de la proteina Bcl-2 (Wang et
al., 2016). Ademas, se ha demostrado que apuntar a BIRC3 como obijetivo
terapéutico es prometedor en la terapia del cancer. Fu y colaboradores en 2019
usaron AT406 (antagonista de las proteinas de la familia IAP) incluida BIRC3.
Obtuvieron por xenoinjerto de carcinoma hepatocelular in vivo mostraron una

inhibicién de la proliferacion celular y redujo la metastasis.

En adicion, varios estudios han reportado una regulacién positiva de Bax que induce
la apoptosis en células cancerosas mediante la activacion de caspasas después del
tratamiento con &cido elagico en células AGS de cancer gastrico (Cheshomi et al.,
2022), células U251 de glioblastoma (Wang et al., 2016) y células MCF-7 de cancer
de mama (Ahire et al., 2017).

Curiosamente, el estudio también revel6 una disminucion en los niveles de
expresion de la proteina proapoptética Bax en concentraciones mas altas de
tratamiento con acido elagico. Se sabe que Bax desempefia un papel critico en las

vias de muerte celular mediadas por las mitocondrias. Por lo tanto, la disminucion
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en la expresion de Bax sugiere una posible modulacion de la apoptosis por parte

del &cido elagico en las células de cancer de pulmon A549.

Los microARN son una familia de pequeiios ARN monocatenarios no codificantes
que actian como reguladores negativos de la expresidbn génica a nivel
postranscripcional. Pueden suprimir la traduccion del mRNA o degradar los mRNA
diana por el emparejamiento de bases con la regiéon 3’ no traducida (3’-UTR) del
MRNA objetivo. Se ha demostrado que los microARN regulan la expresion de genes
diana relacionados con tumorigénesis incluida la apoptosis e invasion del ciclo
celular, por lo que pueden tener caracteristicas oncogénicas y otros aparecen como

supresores de tumores (Li et al., 2013).

Un estudio realizado por Kwon y colaboradores en 2018 mostré que BRM270 inhibe
el mantenimiento de células madre cancerosas mediante la regulacion de
microARN-128 (miR-128) en células en células de adenocarcinoma de pulmén A549
quimiorresistentes. BRM270 es un extracto formulado a partir de 7 plantas
medicinales utilizadas en la medicina asiatica: Saururus chinensis, Citrus unshiu
Markovich, Aloe vera, Arnebia euchroma, Portulaca oleracea, Prunella vulgaris
var. lilacina y Scutellaria bacicalensis (Chandimali et al., 2020) y se identificé en
Saururus chinensis la presencia de &cido elagico en esta planta (Li et al., 1999).

Anteriormente se informo6 que el miR-128 estaba regulado negativamente en tejido
tumoral de pulmén (Hu et al., 2014), pero BRM270 induce la expresion significativa
de este en células A549, por lo que BRM270 puede suprimir la proliferacion
mediante la modulacién de la via de sefializacion VEGF/PI3K/AKT a través de miR-
128 (Kwon et al., 2018).

En contrapuesta, se identificaron in silico los objetivos conservados de miR-128,
incluido Bax con una tasa de prediccion del 94%. Luego se realizé la cuantificacion
de proteina Bax en células JHU-22 (células de carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello) transfectadas con miR-128 en comparacion con células de control
vector y se obtuvo una disminucion del 70% en los niveles de Bax (Hauser et al.,
2015). Asi como Ji y colaboradores en 2013 muestran una regulacion positiva de

miR-128 en céancer de mama, siendo las muestras de cancer de mama
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quimiorresistentes los que tienen niveles de expresion de miR-128 elevados vy
sefalaron a Bax como objetivo del miR-128 y aclararon que la sobreexpresion de
miR-128 en células MDA-MB-231 disminuyo la quimiosensibilidad luego de una
marcada regulacion negativa de Bax tanto a nivel de mRNA como de proteina, por
lo que el papel de miR-128 en la resistencia a los medicamentos se debe a su

represion de Bax.

Por lo que especulamos que, a pesar de que el tratamiento con &cido elégico
muestra marcados efectos anticancerigenos al disminuir la poblacion celular,
regular negativamente la expresion de Ki67, inhibir a ciclina E1 y B1, asi como
disminuir la expresién de marcadores anti-apoptoticos; el tratamiento con acido
elagico podria posibilitar la expresion de miR-128, ejerciendo regulacion negativa
sobre Bax. Pero los mecanismos moleculares en los que interactian todos estos
factores aun no estan del todo claros en células de cancer de pulmén de células no
pequefias A549, por lo que se sugieren estudios posteriores sobre esta correlacion

y las posibles alteraciones que se pueden desencadenar sobre la apoptosis.

Los hallazgos de este estudio se alinean con investigaciones previas que destacan
los efectos quimiopreventivos y terapéuticos del acido elagico en diversos tipos de
cancer. Se ha demostrado que el acido elagico exhibe propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antiproliferativas, lo que lo convierte en un candidato prometedor
para el tratamiento del cancer. Los mecanismos subyacentes a los efectos del acido
elagico en la proliferacion celular y la apoptosis implican la modulacién de vias de
sefalizacion clave involucradas en el control del ciclo celular y la regulacion de la

apoptosis.

Sin embargo, es importante reconocer las limitaciones de este estudio. La
investigacion se realizé in vitro utilizando una linea celular especifica, y se necesitan
mas estudios, incluidos experimentos in vivo y ensayos clinicos, para validar los
hallazgos y determinar el potencial del acido elagico como agente terapéutico para
el cancer de pulmoén. Ademas, los mecanismos moleculares especificos mediante
los cuales el acido elagico ejerce sus efectos en la proliferacion celular, la regulacion

del ciclo celular y la apoptosis requieren mas investigacion.
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12 CONCLUSIONES

a.

El acido elagico disminuye la poblacién celular de una forma dependiente de
la dosis en células de cancer de pulmén A549.

Existe una correlacion proporcional entre la disminucion de la poblacion
celular de la linea A549 tratada con acido elagico y la disminucién en el nivel
de expresion de mRNA que codifica para Ki67.

Hay una regulacion negativa en el nivel de expresion de mRNA de ciclinas
Ely B1 en células de cancer de pulmén A549 tratadas con acido elagico.

El &cido eldgico disminuye la expresion de factores anti-apoptéticos en las
células de cancer de pulmon A549 tratadas con acido elagico a nivel de
MRNA.

El 4&cido elagico genera un efecto sobre los niveles de expresiéon de mRNA
que codifica para Bax a mas altas concentraciones en células de cancer de
pulmén A549.
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Figura 27. Efecto que ejerce el tratamiento de 4cido elagico sobre la linea celular de cancer

de pulmdén A549 en la proliferacion, el control del ciclo celular y la apoptosis. Figura realizada

con BioRender.
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