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Resumen

El cancer de mama es el cancer con mayor incidencia y el que provoca mas muertes
en mujeres a nivel mundial, convirtiéndolo en un problema importante de salud publica.
Existen tratamientos para contrarrestar a los distintos fenotipos de cancer de mama
siendo estos los que expresan receptores de hormonas (estrégenos y progesterona),
aquellos que expresan receptor de factor de crecimiento epidemial 2 (HER2+), y los
denominados tumores mamarios triple negativo (TMTN) que no expresan ningun tipo
de receptor. Sin embargo, estos tratamientos han reportado resistencia y distintos
efectos secundarios y adversos que afectan la calidad de vida de las pacientes.
Ademas, hasta la fecha no existe un tratamiento dirigido para cualquier tipo de tumor
de glandula mamaria, independientemente del estadio en que se encuentre y que

carezca de efectos adversos.

Decachaeta incompta (D. incompta) es una planta utilizada en la medicina tradicional
mexicana para tratar enfermedades gastrointestinales como la diarrea. Estudios
farmacolégicos del extracto de sus hojas, asi como de la lactona sesquiterpénica
incomptina A demostraron que poseen actividad antiamibiana y antigiardia potente.
Ademas, que se ha reportado que la incomptina A en tratamiento en trofozoitos de
Entamoeba histolytica altera la expresion de proteinas implicadas en el metabolismo

de glucosa.

Desde hace muchos afios se conoce que en el cancer existe una reprogramacion

metabdlica conocida como “Efecto Warburg” o glucdlisis aerébica en donde las células
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cancerosas en comparacion a sus contrapartes normales consumen una gran cantidad
de glucosa debido al aumento de la expresion de enzimas glucoliticas y de proteinas
inhibidoras de la apoptosis, confiriéndoles una ventaja adaptativa y resistencia a la
muerte celular. Por esta razon, las enzimas glucoliticas se consideran blancos

terapéuticos para el tratamiento del cancer en general.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto anti proliferativo del extracto
de D. incompta y de la incomptina A en lineas celulares cancerosas 4T1, MDA-231,

T47D, MCF-7 y en la linea no tumorigénica MCF-10A.

Metodologia y Resultados

Ensayos in vitro con las lineas celulares: El efecto citotoxico de D. incompta sobre
células de cancer de mama, se determind mediante el conteo de la viabilidad celular
utilizando la técnica de azul de tripan para cada una de las lineas celulares 4T1, T47D,
MDA-231 y MCF-7. Los conteos de células vivas de cada linea fueron realizados a las
24, 48 y 72 horas después de ser tratadas con 25, 50, 75 y 100 ug/ml del extracto y
con 5,7,9y 12 ug/ml de la incomptina A. En la linea MCF-10A se realiz6 el conteo de
células 24, 48 y 72 horas después de ser tratadas con 25, 50, 75, 100 y 125 pg/ml del
extracto y con 5, 7, 10, 13, 15y 18 yg/ml de la incomptina A. Tanto el extracto como la
incomptina A disminuyeron la viabilidad celular en todas las lineas con respecto a las
células sin tratamiento y a las células con DMSO (1%) de forma significativa desdelas
24 horas de una manera dependiente de la concentraciéon y del tiempo. Se obtuvieron
los valores de IC3° del extracto (54.89, 51.51, 44.85, 4418 y 71.79 ug/ml) y de la

incomptina A (6.2, 7.5, 8.3, 6.8 y 13.12 ug/ml) para 471, MDA-231, T47D, MCF-
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7 y MCF-10A respectivamente. Se determiné el indice de selectividad (IS) y se
demostrd que el extracto y la incomptina A son selectivos hacia células tumorales y

moderadamente toxicos para las células normales.

Determinaciéon de las propiedades fisicoquimicas y los parametros
farmacocinéticos de la incomptina A y estudios in silico: Para determinar las
propiedades fisicoquimicas y los parametros farmacocinéticos de la incomptina A se
utilizaron los servidores de uso libre Molinspiration, SwissADME y ADMETsar. Los
resultados arrojaron que la incomptina A tiene buena biodisponibilidad, no inhibe
citocromos, no es carcindégeno ni genotoxico. Se realizaron analisis de Docking
molecular con este compuesto para enzimas relacionadas con la via glucolitica
mostrando una energia de union fuerte hacia HIF-1, hexocinasa I, aldolasa, piruvato

cinasa y lactato deshidrogenasa.

Conclusion

Se demostro que tanto el extracto de las hojas de D. incompta como la incomptina A
exhiben un efecto citotdxico sobre las lineas celulares de cancer mamario 4T1, MDA-

231, T47D y MCF-7.

El extracto y la incomptina A mostraron tener cierta selectividad hacia células

tumorales dafiando en menor medida a las células no tumorigénicas MCF-10A.

La incomptina A tiene los parametros farmacocinéticos adecuados para cumplir una

funcién farmacologica; estos parametros se podrian asociar con las caracteristicas
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fisicoquimicas de la incomptina A y podria considerarse para su evaluacion futura en

modelos in vivo.

El analisis in silico reveld que la incomptina A tiene la capacidad de unirse a ciertos
aminoacidos que se encuentran en sitios activos de las enzimas HIF-1, HXKII,
aldolasa, piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa; enzimas involucradas en la via

glucolitica y el recambio metabdlico en cancer.



Abstract

Breast cancer is the most diagnosed cancer and the first that causes the most deaths
in women worldwide, making it a major public health problem. There are treatments to
counteract breast cancer phenotypes, these being those that express hormone
receptors (estrogens and progesterone), those that express epidermal growth factor
receptor 2 (HER2 +), and the so-called triple negative breast tumors (TMTN) that they
do not express any type of receptor. However, these treatments have reported
resistance and different side effects and affect the quality of life of patients. In addition,
to date there is no targeted treatment for any type of mammary gland tumor, regardless

of its stage and without adverse effects.

Decachaeta incompta (D. incompta) is a plant used in traditional Mexican medicine to
treat gastrointestinal diseases such as diarrhea. Pharmacological studies of the
dichloromethane extract from its leaves, as well as the sesquiterpene lactone
incomptine A, showed that they have potent antiamibian and antigiardia activity.
Furthermore, it has been reported that incomptine A in treatment in Entamoeba
histolytica trophozoites alters the expression of proteins involved in glucose

metabolism.

For many years it has been known that in cancer there is a metabolic reprogramming
known as the "Warburg Effect" or aerobic glycolysis, where cancer cells, compared to
their normal counterparts, consume a large amount of glucose due to the increased

expression of glycolytic enzymes and of apoptosis inhibitor proteins, giving them an



adaptive advantage and resistance to cell death. For this reason, glycolytic enzymes

are considered therapeutic targets for the treatment of cancer in general.

The present study aimed to evaluate the antiproliferative effect of D. incompta extract
and incomptine A in cancer cell lines 4T1, MDA-231, T47D, MCF-7 and in the non-

tumorigenic line MCF-10A.

Methodology and Results

In vitro tests with cell lines: The cytotoxic effect of D. incompta on breast cancer cells
was determined by counting the cell viability using the trypan blue technique of each of
the 4T1, T47D, MDA-231 and MCF-7 cell lines. Live cell counts of each line were
performed at 24, 48 and 72 hours after being treated with 25, 50, 75 and 100 ug/ml of
the extract and with 5, 7, 9 and 12 ug/ml of incomptine A. In the MCF-10A line, the cells
were counted 24, 48 and 72 hours after being treated with 25, 50, 75, 100 and 125
Mg/ml of the extract and with 5, 7, 10, 13, 15 and 18 ug/ml of incomptine A. Both the
extract and incomptine A decreased cell viability in all cell lines with respect to cells
without treatment and cells with DMSO (1%) in a significant in all cell lines from 24
hours in a concentration and time dependent manner. The IC5° values of the extract
(54.89, 51.51, 44.85, 44.18 and 71.79 ug/ml) and of incomptine A (6.2, 7.5, 8.3, 6.8 and
13.12 pg/ml) were obtained for 4T1, MDA-231, T47D, MCF-7 and MCF-10A,
respectively. The selectivity index (SI) was determined and the extract and incomptine

A were shown to be selective towards tumor cells and moderately toxic.
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Determination of the physicochemical properties and pharmacokinetic properties of
incomptine A and in silico analysis: The free-use servers Molinspiration, SwissADME
and ADMETsar were used to determine the physicochemical and pharmacokinetic
properties of incomptine A. The results showed that incomptine A has good
bioavailability, does not inhibit cytochromes, is not carcinogenic or genotoxic. Molecular
docking analysis were performed with this compound for enzymes related to the
glycolytic pathway showing a strong binding force towards HIF-1, hexokinase I,

aldolase, pyruvate kinase and lactate dehydrogenase.

Conclusion

It was shown that both the extract from the leaves of D. incompta and incomptine A

show cytotoxic effect on the breast cancer cell lines 4T1, MDA-231, T47D and MCF-7.

The extract and incomptine A showed a certain selectivity towards tumor cells,

damaging to a lesser extent non-tumorigenic MCF-10A cells.

Incomptine A has adequate pharmacokinetic parameters to fulfil an adequate
pharmacological function; These parameters could be associated with the
physicochemical characteristics of incomptine A and could be considered for future

evaluation in in vivo models.

In silico analysis revealed that incomptine A can bind certain amino acids found at
active sites of the enzymes HIF-1, HXKII, aldolase, pyruvate kinase, and lactate
dehydrogenase; enzymes involved in the glycolytic pathway and metabolic turnover in

cancer.
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1.Introduccion

1.1 El cancer de mama

El cancer se define tradicionalmente como un conjunto de enfermedades provocadas
por la acumulaciéon de mutaciones en el material genético de las células; estas
mutaciones afectan mecanismos importantes involucrados en la regulacion del ciclo
celular, lo que puede ocurrir al inhibir la expresion de genes supresores de tumores y
promover la activacién de oncogenes. Como resultado, las células proliferan de una
forma aberrante y descontrolada, formando una neoplasia y adquiriendo la capacidad
de invadir y migrar hacia otros tejidos u 6rganos, lo que se conoce como metastasis.

(Hanahan y Weinberg, 2000).

Las células crecen y se dividen gracias a que poseen puntos de control que rigen el
orden, la integridad y la fidelidad de los principales eventos del ciclo celular (Barnum y
O’Connell, 2014). Si existe alguna anomalia, como dafo al material genético, estos
puntos de control detienen el ciclo, activando mecanismos de reparacion para
solucionar el problema y evitar que este dafio sea heredado a las células hijas. Sin
embargo, si el dafio no puede ser reparado, el organismo opta por la muerte celular
programada (apoptosis) para mantener la homeostasis tisular y evitar aberraciones
(Pucci et al., 2000). Cuando estos mecanismos son superados por las mutaciones, la
célula adquiere diferentes capacidades bioldgicas que le permiten una mejor

adaptacion y por consiguiente convertirse en una célula cancerosa.



Las células cancerosas poseen caracteristicas que las distinguen de otras células.
Estas caracteristicas comprenden: 1) la inestabilidad genémica y mutacion, 2) sefiales
de proliferacion sostenida, 3) evasion de los mecanismos supresores de crecimiento,
4) inmortalidad replicativa, 5) evasion de la muerte celular (apoptosis), 6) evasion del
sistema inmune, 7) inflamacion, 8) induccién de la angiogénesis, 9) activaciéon de la
invasion y 10) reprogramacién energética (Hanahan y Weinberg, 2011; Hanahan y
Coussens, 2012). En conjunto, estas caracteristicas son primordiales para el
desarrollo, la progresion y la invasion tumoral, y se han propuesto como blancos

terapéuticos para ayudar a detener y contrarrestar esta patologia (Figura 1).

Sostener una sefial Evasidn de supreso
proliferativa de crecimiento

I Desregulacion Evitar |a destruccién

energética celular inmunolégica
Resistira la Permitir inmortalidad
muerte celular replicativa
Inestabilidad Inflamacién promovida
[igendmica y mutacid por el tumor

Inducir la Activar invasién y
anglogénesis metdstasis

Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer (tomado y modificado de Hanahan y Weinberg, 2011).



El cancer es la principal causa de muerte por enfermedad no transmisible a nivel
mundial, presentandose 18.1 millones de casos nuevos y 9.6 millones de defunciones
cada ano (Bray et al., 2018). De estos, aproximadamente el 11.8 % pertenecen a
mujeres diagnosticadas con cancer de mama, siendo este el cancer con mayor
incidencia y mortalidad en mujeres (Ferlay et al., 2019). El cancer de mama representa
1 de cada 4 canceres diagnosticados entre las mujeres a nivel mundial, y por primera
vez, el afo pasado, el cancer de mama se convirtio en el mas diagnosticado,
superando al de pulmoén con un estimado de 2 millones de casos nuevos (Sung et al.,
2021). La Organizacion Panamericana Sanitaria (OPS) informa que en América Latina
se diagnostican 462,000 nuevos casos de cancer de mama cada afo y mueren
alrededor de 100,000 mujeres y se estima que para el aio 2030 habra un incremento

del 34% en estas cifras (OPS, 2020).

En los ultimos anos, el cancer de mama en México ha incrementado tanto en incidencia
como en mortalidad en donde la supervivencia a 5 afos es del 30-45%. Por su parte,
en los paises desarrollados puede llegar hasta el 80% (Colditz, 2005). En el afio 2014,
la principal causa de muerte por neoplasia maligna en México ocurrié en mujeres con
cancer de mama (15.3%), seguido de cancer cervicouterino (10.4%), cancer de higado
y vias biliares (8.0%), y cancer de estdomago (7.0%), siendo estos los canceres con
mayor numero de defunciones (Noverdn y Torres-Dominguez, 2018). Se estima que
las proyecciones de muerte por neoplasia maligna seguiran en aumento debido a que

la poblacion esta envejeciendo y los estilos de vida siguen cambiando, lo que ha



resultado en una elevacion de los factores de riesgo que pueden contribuir al desarrollo

de esta patologia (Figura 2).
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Figura 2. Tasas crudas de mortalidad por neoplasia maligna en mujeres en México. Se observa que la
mortalidad por cancer de mama es la primera causa de muerte y se estima que esta aumentara en los
préximos afos (tomada y modificada de Noverdn y Torres-Dominguez, 2018).

1.1.1 Factores de riesgo para desarrollar cancer de mama.

Segun el Consenso Mexicano sobre el diagnéstico y tratamiento del cancer mamario,
entre los factores de riesgo para el desarrollo de cancer de mama, ademas del género
femenino, se encuentran: tener edad mayor a 50 afos, contar con un antecedente
familiar o personal de cancer, ser portador/a de mutaciones en genes de
susceptibilidad a cancer de mama (como el gen BCRA1 y BCRA2), tener una vida
menstrual mayor de 40 afios (menarca antes de los 12 ainos y menopausia después
de los 50), nuliparidad, tener hijos después de los 30 afos, no amamantar, contar con

una densidad mamaria alta, haber estado expuesto a radiaciones ionizantes, la



nuligesta, la terapia de reemplazo hormonal; ademas de factores relacionados con el
estilo de vida, como obesidad (Aguilar et al., 2011), consumo de alcohol, tabaquismo

y sedentarismo (Blair et al., 2016).

1.2 Clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea en la que proliferan células
malignas en la glandula mamaria; este cuenta con distintas clasificaciones que
dependen de las caracteristicas morfoldgicas y bioldgicas del cancer, lo cual determina

sus diversos tratamientos y manejo interdisciplinario.

1.2.1 Clasificacion histolégica del cancer de mama

La glandula mamaria se conforma por lobulillos productores de leche y conductos que
conectan a estos lobulillos con el pezdén. Estas estructuras son las que resultan
afectadas por el cancer. Por lo tanto, el cancer de mama puede clasificarse
dependiendo del tejido en el que se inicie. En este contexto, el carcinoma ductal es el
de mayor prevalencia (70-80%), mientras que el carcinoma lobulillar es el segundo
mas comun (10%) (Figura 3). El resto son los tipos histolégicos menos comunes, tales
como mucinoso, cribiforme, micropapilar, papilar, tubular, carcinomas medulares,

metaplasicos y apocrinos (Tsang y Tse, 2020).
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Figura 3. Tipos mas frecuentes de cancer de mama. El carcinoma ductal se caracteriza por la presencia
de células anormales en el conducto mamario y es el de mayor prevalencia (70-80%) (izquierda); en el
carcinoma lobulillar se forman células anormales en las glandulas que producen leche (I6bulos) y es el
segundo mas comun (10%) (derecha).

1.2.2 Estadificacion TNM del cancer de mama

Los médicos utilizan la estadificacion TNM para decidir el tratamiento y ayudar a
predecir el prondstico de un paciente, es decir, la probabilidad de recuperacion. Esta
clasificacion considera el tamafo del tumor primario (T), la invasion a los nédulos

linfaticos cercanos (N) y si existe invasion (metastasis) a otros 6rganos del cuerpo (M).

El estadio suele expresarse con un numero entre 0 y V. El estadio O corresponde al
cancer no invasivo que permanece en su ubicacion original y el estadio IV al cancer

invasivo que se propaga fuera de la mama hacia otras partes del cuerpo (Tabla 1).



Tabla 1. Estadificacion TNM de cancer de mama (Consenso Mexicano sobre diagnoéstico y
tratamiento del cancer mamario 2017)

Estadio T N M
0 Tis NO MO
IA T1 (incluye T1 mi) NO MO
B T0 N1mi MO

T1 (incluye T1 mi) N1mi MO
A T0 N1 MO
T1 (incluye T1 mi) N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A T0 N2 MO
T1 (incluye T1 mi) N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lnc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1

1.2.3. Subtipos moleculares del cancer de mama

Mediante el uso de perfiles de expresibn génica y de biomarcadores por
inmunohistoquimica en tumores mamarios, se han definido diferentes subtipos
moleculares de cancer de mama, basandose en la ausencia o presencia de distintos
marcadores; siendo estos: el cancer de mama luminal A y luminal B (ambos receptores
de estrégeno ER y progesterona positivos PR), el cancer de mama HER-2+ que sobre
expresa la proteina HER-2+ (human epidermal growth factor-2) y el cancer de mama
triple negativo (carece de ER, PR y HER-2). Dependiendo de esta clasificacion, se

optara por distintos tratamientos y manejo interdisciplinario



En la poblacion mexicana la frecuencia de estos subtipos moleculares es del 60% para
cancer de mama con receptores hormonales positivos (cancer luminal A y cancer
luminal B), el 20.4 % para cancer de mama HER-2+ y el 23.1% para cancer de mama

triple negativo (CMDTCM; 2019).

Histologicamente los canceres de mama luminal A son de bajo grado, menor indice de
proliferacion (dado por la expresion de la proteina KI67) y tienen un mejor prondstico
entre todos los subtipos, a diferencia del triple negativo que suele ser de alto grado y
con un alto indice de proliferacion, siendo los pacientes con este cancer los que
generalmente tienen un mal prondstico y recaidas dentro de los 5 afos posteriores al
diagnostico (Tsang y Tse, 2020) (Figura 4). Otro problema es que, a pesar de los
esfuerzos realizados para detectar el cancer de mama oportunamente, todavia es muy
frecuente que su deteccion se lleve a cabo cuando la patologia ya se encuentra en
estadios avanzados, lo que dificulta el tratamiento y reduce la probabilidad de

sobrevivencia.
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Figura 4. Clasificacion molecular del cancer de mama. El cancer de mama puede dividirse en tres
subtipos moleculares: cancer de mama receptor de hormonas positivo (luminal Ay B) (izquierda), cancer
de mama HER 2+ (centro) y cancer de mama triple negativo (derecha). Cada uno de estos subtipos
cuenta con distintas caracteristicas que determinan su tratamiento y manejo interdisciplinario.

1.3 Tratamiento del cancer de mama

En la actualidad, el tratamiento que el médico recomiende para tratar el cancer
dependera en gran medida del tipo de cancer, de su localizacion y del estadio en el
que se encuentre. Debido a que el cancer de mama es una patologia heterogénea, el
tratamiento debe ser multidisciplinario y de vanguardia por lo que se adecua para cada
paciente. Existen distintas alternativas para tratar el cancer de mama, y deben
considerarse los beneficios contra los posibles riesgos, asi como los efectos
secundarios con cada uno de los tratamientos. Estas alternativas se dividen

tradicionalmente en 2 grandes terapias: 1) La terapia local o regional, que incluye al



tratamiento quirurgico y la radioterapia, y 2) la terapia sistémica, en la que se incluye

la quimioterapia, la hormonoterapia y las terapias blanco (Sanchez et al., 2008).

Las mujeres con cancer de mama en los primeros estadios pueden recibir tratamiento
tanto local como sistémico. La cirugia y la radioterapia son locales y son tratamientos
administrados para reducir el riesgo de cancer recurrente en la mama, en la pared
toracica y en los ganglios linfaticos regionales. En algunos casos, estos tratamientos
locales pueden prevenir la diseminacion del cancer y reducir su mortalidad. La
quimioterapia, la terapia hormonal y las terapias blanco son tratamientos sistémicos
que se administran después del tratamiento local para reducir las recurrencias

sistémicas y la mortalidad general por cancer de mama.

Tratamientos locales

El tratamiento local es el que se opta cuando el tumor se encuentra en los primeros
estadios (I y Il) y se trata el tumor en un sitio especifico sin afectar el resto del cuerpo
(Rosenberg,2000), sometiéndose principalmente a la cirugia como primera alternativa

en las pacientes candidatas.

Segun la American Cancer Society, dentro de esta clasificacion se incluye:

1. La cirugia conservadora; también conocida como tumorectomia o mastectomia
parcial (segmentaria), que es la cirugia en la que se extirpa solamente la parte del
seno que tiene cancer y un poco del tejido circundante; esto con el objetivo de

conservar la mama lo mejor posible.
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2. La cirugia no conservadora, que se divide en mastectomia total (o simple),

mastectomia simple extendida, mastectomia radical y mastectomia radical modificada.

En general, la mastectomia es una cirugia en la que se extirpa una parte o totalmente

el seno, incluyendo todo el tejido mamario y en ocasiones otros tejidos cercanos.

Existe un tratamiento complementario a la cirugia, mediante el uso de radioterapia. En
este caso, se realizan radiaciones ionizantes en la mama o en la pared toracica para
destruir posibles células cancerosas que pudieran haber quedado tras la operacion.
Este tratamiento se suministra durante 5 a 7 semanas, con una duraciéon diaria de
pocos minutos y en combinacién con la cirugia, la radioterapia ha contribuido de forma
importante a mejoras en el control de la enfermedad y en la calidad de vida de los

pacientes (Lluch, 2016).

Terapia sistémica adyuvante

Se le llama adyuvancia a todo tratamiento antineoplasico administrado después de un
manejo quirurgico; sus objetivos son prolongar el periodo libre de enfermedad, reducir
las recurrencias locales y sistémicas, y aumentar la supervivencia global. La terapia
sistémica preoperatoria (neoadyuvante) y postoperatoria (adyuvante) benefician a
muchas mujeres, ya que se puede reducir el tamafio del tumor, el riesgo de cancer de
mama recurrente o de alguna metastasis. En ambas terapias se administran
medicamentos mediante via oral o intravenosa para poder llegar a las células

cancerosas; dependiendo del tipo de cancer de mama, se opta por utilizar distintos
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tipos de tratamiento con medicamentos, incluyendo la quimioterapia, la terapia

hormonal y las terapias dirigidas o blanco (ACS; 2020).

1. Quimioterapia

La quimioterapia es un conjunto de medicamentos que actuan de distintas maneras y,
en forma general, estos medicamentos pueden ayudar a combatir el cancer de mama
al interrumpir el crecimiento y la propagacién de las células cancerosas. Se
recomienda principalmente para pacientes de alto riesgo, como pacientes con cancer
de mama triple negativo o metastasico. Existen varias opciones de quimioterapia. La
quimioterapia estandar general contiene tanto una antraciclina (doxorrubicina,
epirrubicina, daunorrubicina e idarrubicina,) como un taxano (paclitaxel, docetaxel y
cabazitaxel.). Otras quimioterapias pueden contener agentes citotdxicos, como
alquilantes, antimetabolitos y agentes derivados del platino (cisplatino y el
carboplatino), cuyo objetivo es destruir las células cancerosas, frenando o deteniendo

la enfermedad (de Ruijter et al., 2011).

La quimioterapia se administra en ciclos, seguido de un periodo de descanso para
permitir que el paciente se recupere de los efectos secundarios que estos
medicamentos ocasionan. En los Estados Unidos el régimen comun de quimioterapia
incluye el tratamiento con doxorrubicina y ciclofosfamida durante cuatro ciclos, seguido
de cuatro ciclos con paclitaxel (Moo et al., 2018). Otros programas 6ptimos incluyen el
uso de un taxano como paclitaxel semanal por 12 semanas o tres veces a la semana
durante cuatro ciclos (Sparano et al., 2008). Si estos regimenes son administrados

adecuadamente pueden reducir la recurrencia y la mortalidad por cancer de mama,
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con una mayor magnitud de beneficio en los pacientes con cancer de mama triple

negativo (EBCTCG et al., 2012).

2. Hormonoterapia o terapia hormonal

Debido a que algunos tumores mamarios son afectados por hormonas, como el
estrogeno y la progesterona (principales hormonas femeninas responsables del
crecimiento mamario), estos expresan una mayor cantidad de receptores hormonales
para dirigir su crecimiento. La hormonoterapia utiliza medicamentos que inhiben la
sintesis de hormonas o bloquean sistémicamente estos receptores. Esta terapia se
utiliza principalmente para tratar canceres receptores de estrogenos positivos (ER) y/o

canceres receptores de progesterona positivos (PR) (Gibson et al., 2009).

La hormonoterapia se divide en:

o Tratamientos competitivos:

1. Moduladores selectivos de receptores de estrégeno (SERM's). Estos medicamentos
son moduladores que actuan uniéndose competitivamente a los receptores de
estrogeno, actuando como agonistas y antagonistas de estrégenos, segun el tejido
diana (An, 2016), y son utilizados principalmente como tratamiento para controlar y
disminuir el cancer de mama. Tradicionalmente los SERM’s son administrados a
pacientes posmenopdausicas que hayan sido diagnosticadas con cancer de mama
receptor de hormonas positivos. Los principales SERM’s para prevenir o tratar el
cancer de mama son el tamoxifeno, el toremifeno y el raloxifeno (Pinkerton y Thomas,

2014).
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2. Progestagenos sintéticos o progestinas. Son medicamentos que poseen una
actividad similar a la progesterona y se les han atribuido distintos usos meédicos; uno
de ellos es como tratamiento paliativo de diversos canceres, incluyendo el de mama;
los utilizados para esta labor son el acetato de medroxiprogesterona (MPA) y acetato
de megestrol (MA). EI mecanismo de accion propuesto de las progestinas es que
interfieren con la reposicion del receptor de estrogeno citoplasmatico y, aunque no se
une a los receptores de estrogeno, se ha demostrado que la progesterona disminuye
la cantidad de receptor de estrogeno en el tejido diana, produciendo tasas de
respuesta del 14% al 31% en mujeres diagnosticadas con cancer de mama

metastasico (Blumenschein, 1983).

3. Tratamientos inhibidores de la aromatasa

Los inhibidores de la aromatasa son medicamentos que reducen o detienen la
produccion de estrégenos teniendo, efectos de regresion tumoral. Esto se logra
bloqueando a la enzima aromatasa, que es la enzima responsable de la biosintesis de
los estrogenos. Estos medicamentos son utiles en mujeres que han pasado por la
menopausia, aunque también pueden ser utilizados en mujeres premenopausicas en
combinacion con supresion ovarica (Figg et al.,, 2014). Entre los inhibidores de la
aromatasa de uso clinico aprobados para tratar el cancer de mama se incluyen el

anastrozol, el exemestano y el letrozol.

Después de la cirugia se puede optar por tratamiento hormonal para tratar pacientes
con cancer receptores de hormonas positivos, recomendando distintos programas que

incluyen el uso de un inhibidor de la aromatasa en combinacién con el tamoxifeno, lo
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que ha mostrado buenos resultados (ACS,2020). Los esquemas mas comunes son el
uso de terapia endocrina entre 5 a 10 afos para evitar la recurrencia del cancer.
Estudios clinicos han demostrado que el tratamiento con tamoxifeno adyuvante
durante 5 afos puede reducir el riesgo de recurrencia en casi un 50% durante los afios
0-4, con una reduccion continua del riesgo de mas del 30% en los afios 5-9. Después
de 5 afnos de tamoxifeno, se pueden utilizar 5 afios adicionales de medicamentos
inhibidores de la aromatasa, lo cual puede proporcionar una reduccion adicional del
40% del riesgo relativo de recurrencia (Moo et al.,, 2018). Por lo tanto, la terapia
hormonal puede ser altamente beneficiosa al conferir un beneficio adicional entre

mayor sea su duracion.

4. Supresién ovarica

La supresion ovarica es la eliminacion o suspension de la funcion de los ovarios. Esta
opcidon permite convertir a mujeres premenopausicas en posmenopausicas,
permitiendo asi el uso de tratamientos hormonales, como los inhibidores de la
aromatasa. La supresion ovarica se realiza mediante ooforectomia médica y con
medicamentos analogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH), o
agonistas como goserelina, leuprolida, buserelina y triptorelina (Al-Mahmood et al.,
2018). Se ha demostrado que la supresion ovarica reduce la recurrencia del cancer de
mama temprano con receptor hormonal positivo en mujeres premenopausicas, pero
se esta discutiendo si tiene una ventaja adicional sobre el tamoxifeno (Durraniy Heena,

2020).
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3. Terapias dirigidas o terapias blanco.

Una de cada 5 mujeres diagnosticadas con cancer de mama presenta una
sobreexpresion del factor-2 de crecimiento epidermal (HER-2+), por sus siglas en
inglés) y de proteinas cinasas que, en conjuncion, contribuyen al desarrollo y el
crecimiento tumoral de forma mas agresiva. Debido a esto, se han desarrollado
diferentes tipos de tratamientos dirigidos cuya funcién es unirse a estas proteinas con
el fin de disminuir la proliferacion celular y mejorar el prondstico del paciente; estos
tratamientos se conocen como terapias dirigidas o terapias blanco. Estas terapias se
conforman principalmente por anticuerpos monoclonales como el trastuzumab vy el
pertuzumab, y por medicamentos inhibidores de la cinasa como lapatinib, neratinib,
tucatinib, gefitinib, erlotinib, sorafenib, sunitinib y dasatinib, entre otros; aunque se
siguen desarrollando medicamentos de ultima generacion que disminuyan los efectos

secundarios a corto y largo plazo producidos por estos (Hartmann et al., 2009).

La terapia dirigida lleva una combinacion con quimioterapia para tratar cancer de
mama HER-2 ayudando a reducir la recurrencia. En Estados Unidos el régimen para
tratar pacientes con cancer de mama HER-2 en etapas tempranas incluye la
combinacion de paclitaxel con trastuzumab por 12 semanas, seguida de 9 meses con
monoterapia de trastuzumab (Tolaney et al., 2015). Ademas, existen datos que la
combinacion de pertuzumab con trastuzumab mas quimioterapia mejora el prondstico

en mujeres con cancer HER-2+ en etapas mas avanzadas (Gianni et al., 2012).
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1.4 Toxicidad de los tratamientos utilizados contra el cancer mamario

La deteccién de cancer de mama en México frecuentemente ocurre cuando este se
encuentra en estadios avanzados. De ahi, que se opte por utilizar tanto terapia local
como regional para mejorar el prondstico de estas mujeres. No obstante, se han
reportado distintos efectos adversos a corto y largo plazo derivados de estos
tratamientos, por lo que es de suma importancia estar familiarizado con ellos para

optimizar el manejo y la calidad de vida de los pacientes.

Efectos adversos de la radioterapia utilizada para tratar el caAncer de mama

La radioterapia es un tratamiento en el que se dirigen altas dosis de rayos X dosis al
tejido comprometido para reducir células cancerosas y disminuir el tamano del tumor;
sin embargo, esta también destruye a las células sanas que se encuentran en el area,
causando distintos efectos adversos. La radiacion en la mama tiene el potencial de
afectar negativamente el resultado cosmético a largo plazo de la mama tratada, asi
como de causar complicaciones graves debido a la dosificacion accidental en el

corazoén, los pulmones y la mama contralateral (Brownlee et al., 2018).

Entre los efectos secundarios y adversos provocados por la radioterapia se incluyen:
enrojecimiento de la piel , descamacion, hinchazon, cambio de coloracion de la mama,
cansancio, linfedema, plexopatia braquial, debilitamiento de las costillas, neumonitis,
cardiotoxicidad y aumento en la probabilidad de presentar segundos canceres, como

el angiosarcoma (ACS,2020; Shapiro y Recht, 2001).
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Efectos adversos producidos por la quimioterapia

La quimioterapia se recomienda principalmente para pacientes de alto riesgo, con
cancer de mama triple negativo o metastasico. En general se administran regimenes
que incluyen una combinacion de distintos medicamentos que pueden provocarefectos
secundarios, dependiendo de la dosis y del tiempo de administracion. Ademas,algunas
quimioterapias incluyen agentes citotoxicos cuya principal desventaja es quedafan el
ADN, tanto de células sanas como de células cancerosas y, a menudo, resultan en
numerosos efectos adversos (de Ruijter et al., 2011). Entre los efectos secundarios
mas comunes que provoca la quimioterapia se encuentran: caida del cabello, cambios
en las ufias, nauseas, vomito, diarrea y fatiga, que se presentan hastaen el 80% de las
pacientes tratadas con quimioterapia. En el 30% de los casos persistepor 6 a 12 meses
después de la finalizacién del tratamiento (Bower et al., 2014). Generalmente estos
efectos pueden aminorarse o desaparecer al terminar el tratamiento. No obstante,
pueden surgir efectos adversos, dependiendo de los medicamentos utilizados en la

quimioterapia.

Cardiotoxicidad

Algunos medicamentos como la doxorrubicina, la epirrubicina la adriamicina u otras
antraciclinas han sido asociadas con dafio al corazon. La cardiotoxicidad a corto plazo
esta establecida en distintos ensayos clinicos. De los pacientes tratados con cuatro
ciclos de doxorrubicina y ciclofosfamida, aproximadamente el 17% pueden desarrollar
enfermedad cardiaca asintomatica. Otra complicacidon mas grave provocada por el uso

de antraciclinas es la insuficiencia cardiaca congestiva sintomatica, con una incidencia
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del 5-48% dependiendo de la dosis acumulada de antraciclinas que, por lo general, no

es reversible (Pinder et al., 2007).

Neuropatia

Los medicamentos utilizados en la quimioterapia causan neuropatia sensorial y motora
en las extremidades, provocando sintomas como entumecimiento, debilidad, dolor,
sensibilidad a los cambios de temperatura y hormigueo. La neuropatia suele ir de leve
a moderada, dependiendo de la dosis individual, la dosis acumulada y el programa de

administracion (Shapiro y Recht, 2001; ACS, 2020).

Disfunciéon cognitiva

Ensayos preliminares sugieren que la disfuncion cognitiva se presenta a mediano y
largo plazo después de la quimioterapia adyuvante. La incidencia de dafio cognitivo
secundario a quimioterapia es de 20% a 30%. Existen reportes que senalan que del
17% al 75% de las mujeres sufren cambios cognitivos a causa del tratamiento instituido
y probablemente también por el impacto del diagndstico; por lo tanto, en pacientes con
deterioro cognitivo persistente, la evaluacion neurocognitiva es fundamental (Azim

et al., 2011).
Aumento de riesgo de desarrollar leucemia y sindrome mielodisplasico

En raras ocasiones el tratamiento con quimioterapia puede provocar algunas
leucemias como cancer secundario en mujeres de edad avanzada, siendo la leucemia
mielégena aguda el tipo mas comun de leucemia relacionada con el tratamiento.

También existen casos de leucemia linfocitica aguda, leucemia mielégena cronica y
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sindrome mielodisplasico después de 5-7 afos de tratamiento con agentes alquilantes
(Patt et al., 2007). Ademas, se ha reportado que existe un incremento del riesgo de
neoplasias hematoldgicas secundarias con la administraciéon de inhibidores de la
topoisomerasa |Il, incluidas antraciclinas, debido a que las translocaciones

cromosomicas son una complicacion del tratamiento (Felix, 2001).

Efectos adversos producidos por la terapia endocrina

En mujeres diagnosticadas con cancer de mama receptor de hormonas positivo,
algunas hormonas como la progesterona y el estrégeno son criticas para la iniciacion
y progresion del tumor (Dowsett, 2003), por lo que se utilizan dos clases de
tratamientos farmacoldgicos: los moduladores selectivos de receptores de estrogeno
como el tamoxifeno (mujeres pro y postmenopausicas) y los inhibidores de la
aromatasa, como el anastrozol, el letrozol y el exemestano (mujeres

postmenopausicas).

Existen sintomas menopausicos inducidos por el tratamiento hormonal, los cuales
incluyen bochornos, sudoraciones nocturnas, resequedad vaginal y atrofia,
incontinencia, dispareunia, insomnio, irritabilidad, artralgias y fatiga), llegandose a
presentar en el 40% de las mujeres tratadas (Moo et al., 2018; Consenso Mexicano
sobre el diagnéstico y tratamiento del cancer mamario, 2019). En particular,
medicamentos como el tamoxifeno y otros moduladores selectivos provocan aumento
del dolor tumoral u éseo, sofocos, nausea, fatiga, cambios de humor, depresién, dolor
de cabeza, adelgazamiento del cabello, estrefiimiento, piel seca, pérdida de libido e

incremento del riesgo de padecer trombosis venosa profunda, embolia pulmonar y
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canceres uterinos (Hernandez et al.,, 2009). Los medicamentos inhibidores de la
aromatasa suelen causar menos efectos secundarios graves que el tamoxifeno. No
causan canceres de utero y en pocas ocasiones provocan coagulos sanguineos (ACS,
2020). Sin embargo, si pueden provocar dolor muscular y en articulaciones, acelerar
la desmineralizacidon de los huesos que aumenta el riesgo de padecer osteoporosis y

otros sintomas musculoesqueléticos (Dowsett, 2003; Smith y Dowsett, 2003).

Efectos adversos de los medicamentos dirigidos a HER-2+ (terapia dirigida)

Aunque los medicamentos dirigidos a HER-2+ suelen ser poco agresivos, algunos
pueden ser letales cuando se combinan con quimioterapia, llegando a provocar
cardiotoxicidad durante o después del tratamiento. Por ello, es recomendable que el
médico verifique la funcién cardiaca de las pacientes antes de iniciar con el
tratamiento. Los anticuerpos monoclonales y conjugados de anticuerpos como
trastuzumab, pertuzumab y lapatinib imatimib, neratimib y sunitinib pueden provocar
erupcion de la piel, diarrea grave, nauseas, fatiga (Moy y Goss, 2007), foliculitis,
paroniquia, crecimiento del vello facial, eritema facial, diversas formas de alopecia
frontal, anemia, trombopenia, neutropenia, problemas hepaticos, problemas
gastrointestinales e hipertiroidismo. También se esta debatiendo la toxicidad cardiaca
con insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes que reciben tratamiento con
imatinib y sunitinib (Hartmann et al., 2009), debido a que el riesgo de problemas
cardiacos es mayor cuando estos medicamentos se administran con medicamentos
de quimioterapia que también pueden causar dafo al corazén, como la doxorrubicina

y la epirrubicina.
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Los efectos secundarios a corto y largo plazo que pueden presentarse por el uso de
tratamientos contra el cancer de mama aun se estan estudiando con la finalidad de
comprender como afectan la calidad de vida de las pacientes con cancer mamario.
Cabe subrayar también que estos tratamientos llegan a alcanzar un precio elevado,
que aumenta dependiendo del estadio en el que se encuentre el tumor, sin mencionar
que estos deben administrarse por un lapso prolongado para que surtan efecto, lo que
incrementa considerablemente el gasto para el sistema de salud y para el mismo
paciente (Gonzalez-Robledo et al., 2015). Ante este panorama, en los ultimos anos
se ha buscado desarrollar tratamientos novedosos dirigidos para cualquier tipo de
tumor de glandula mamaria, que sean eficaces independientemente de los receptores
moleculares que exprese o del estadio en el que el tumor se encuentre, que sean mas

econémicos y presenten menos efectos adversos.

1.5 Reprogramaciéon metabdlica de la célula cancerosa

La mayoria de las células dependen de la fosforilacién oxidativa que ocurre en la
mitocondria para la obtencién de energia. No obstante, las células en proliferacion
constante o en condiciones adversas como la disminucion de oxigeno (hipoxia) optan
por una via de obtencion de energia menos eficiente denominada glucdlisis anaerobia,
en donde el piruvato generado en la glucdlisis es convertido a lactato (Reiter et al.,
2019).

En las células cancerosas existen sellos distintivos que les permiten ventajas

adaptativas; una de ellas es la reprogramacion metabdlica conocida como “Efecto
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Warburg” o glucélisis aerdbica. Esta evidencia surge a partir de las observaciones del
Dr. Otto Warburg que descubrid y reportd que las células cancerosas en comparacion
a sus contrapartes normales consumen una gran cantidad de glucosa y liberan lactato
al medio, generando energia mediante la glucdlisis y no a través de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, aun y cuando exista presencia de oxigeno (Warburg, 1925)
(Figura 5).

La glucalisis produce menor energia por glucosa que la fosforilacién oxidativa realizada
en la mitocondria. Sin embargo, la glucdlisis aérobica en las células cancerosas ocurre
de 10 a 100 veces mas rapido, lo que genera una cantidad de energia mayor que la
oxidacion completa de la glucosa en la mitocondria (Shestov et al., 2014). Los
beneficios propuestos para esta reprogramacién metabdlica en cancer es que el efecto
Warburg soporta los requerimientos biosintéticos de la proliferacion descontrolada,
permitiendo la sintesis de novo de nucledétidos, proteinas y lipidos provenientes de

multiples vias ramificadas que emanan de la glucdlisis (Vander Heiden et al., 2009).
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Figura 5. Efecto Warburg. La glucdlisis es un mecanismo de obtencién de energia utilizado por células
normales y la mayoria de las células tumorales. Las células normales metabolizan la glucosa a piruvato
mediante 10 reacciones catalizadas enzimaticamente. Una vez que la glucosa se degrada a piruvato
puede seguir 2 vias distintas: en condiciones aerdbicas el piruvato ingresa al ciclo de los acidos
tricarboxilicos y finalmente a la fosforilacion oxidativa en la mitocondria para obtener 36 moléculas de
ATP; en condiciones anaerdbicas el piruvato se convierte a lactato, produciendo 2 moléculas de ATP
(izquierda). Algunas células con proliferacion alta y la mayoria de las células cancerosas utilizan la via
anaerobica de conversion de piruvato a lactato, oxidando la glucosa en presencia o en ausencia de Oz,
lo que se denomina efecto Warburg (derecha) (Tomado y modificado de Reiter et al., 2019).

Otra ventaja brindada a las células cancerosas es la liberacion elevada de lactato al
medio extracelular, que disminuye el pH y acidifica el microambiente, confiriéndole
resistencia a la apoptosis, a la privacién de nutrientes, a la radioterapia y a la
quimioterapia (De Milito et al., 2012). Se ha propuesto que el efecto Warburg confiere
funciones de sefalizacion celular para la generacién y modulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y del estado de la cromatina (Liberti y Locasale, 2016)

(Figura 6).
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Figura 6. Ventajas adaptativas del efecto Warburg sobre las células cancerosas. Se ha descrito que la
reprogramacion metabdlica del cancer conlleva beneficios a estas células al generar una sintesis rapida
y en mayor cantidad de ATP, un soporte de los requerimientos biosintéticos de las tasas de proliferacion
alta, la generacion de un microambiente tumoral acido que les provee resistencia a la apoptosis,
privacion de nutrientes, y a los tratamientos tradicionales, como la radioterapia y la quimioterapia. Se ha
reportado que existe una sefalizacion celular para la generacion y modulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y del estado de la cromatina.

1.6 Enzimas glucoliticas implicadas en la adaptacion de células cancerosas

La glucdlisis es un mecanismo de obtencion de energia celular a partir de la
degradacion de la glucosa, producida por una serie de 10 reacciones catalizadas por
sus enzimas correspondientes (Figura 7). En lineas celulares y tumores esta
ampliamente documentado que existe una sobreexpresion de genes y enzimas
involucradas en la glucdlisis. Esto, debido principalmente a la activacion de diversas
vias de senalizacion, como el factor inductor de hipoxia 1 (HIF-1), un factor de
transcripcion clave para las respuestas a niveles bajos de oxigeno, regulando
diferentes respuestas celulares, como la proliferacion, supervivencia, eritropoyesis y

angiogénesis. En células cancerosas aumenta la expresion de enzimas glucoliticas y
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de proteinas inhibidores de la apoptosis (Lambert et al., 2010). Otros factores de
transcripcion, como c-Myc, NF-kB y varios genes supresores de tumores y oncogenes,
de igual manera se encuentran involucrados en la atenuaciéon de la funcion
mitocondrial y en la promocion del recambio glucolitico (Lincet e Icard, 2015; Yu et al.,
2017; Londhe et al.,, 2018). En relacion de las proteinas de membrana, las
glicoproteinas integrales de membrana que trasportan glucosa (GLUT), en especial
GLUT-1, facilitan el consumo basal de glucosa en distintos tipos celulares y existen
muchos reportes de su sobreexpresion en distintos tipos de cancer (Brown y Wahl,
1993; Grabellus et al., 2012; Reinicke et al., 2012), lo que explicaria el mayor consumo

de glucosa en estas células.
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Figura 7. Glucdlisis: reacciones y enzimas implicadas.

Muchas enzimas glucoliticas tienen distintas funciones en varios procesos no
glucoliticos que permiten a las células cancerosas adaptarse a sus demandas y
conferirles una mejor adaptacion (Figura 8). Enzimas como las de la familia hexocinasa
(HK), que consta de cuatro isoenzimas (HK1, HK2, HK3 vy glucocinasa),
estructuralmente similares, aunque desde el punto de vista funcional solamente HK1

y HK2 son similares. Estas enzimas poseen distintas funciones celulares, pero
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principalmente intervienen en el metabolismo celular, fosforilando la glucosa y
catalizando asi la primera reaccion de la glucdlisis. En varios tipos de cancer y en
algunas metastasis, la HK2 se encuentra sobre expresada al ser comparara con tejidos

normales y se ha asociado con un mal pronéstico (Palmieri et al., 2009).

Otros estudios indican que las células cancerosas altamente malignas emplean a la
HK2 para asegurar su supervivencia durante cambios abruptos en el estado
fisiologico/metabdlico y protegerlas contra la muerte celular; esto ocurre cuando la HK2
se une al canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC) de la membrana externa
mitocondrial, inhibiendo la liberacion del citocromo c¢ inducida por Bax y asi prevenir la
apoptosis (Pedersen et al., 2002; Abu-Hamad et al., 2008; Shoshan-Barmatz et al.,
2015). De manera similar, la fosfoglucosa isomerasa (PGl) y el gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GA3PDH) y la fructosa bifosfato (FBP) poseen un efecto anti
apoptotico al activar las vias de sobrevivencia como la via AKT, y juegan un rol crucial
en el mantenimiento del balance celular redox, protegiendo a las células cancerosas
de radicales libres o de ROS (Xing et al., 2004; Lincet e Icard, 2015). La isoforma dela
piruvato cinasa M2 (PK-M2) esta envuelta en la regulacion de la biosintesis de acidos
nucleicos y lipidos, y tiene una participacion importante en la progresion tumoral(Wu y
Le, 2013). Otros roles importantes son los de las enzimas fosfofructocinasa (PFK) y la
enzima fosfato triosa isomerasa (TPI), que participan en la activacion del ciclo celular,
y enzimas como la aldolasa que promueven la transicion epitelio- mesénquima (Lincet

e Icard, 2015).
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El lactato es un metabolito clave para las células cancerosas y ha sido relacionado con
distintos procesos del desarrollo tumoral. Por ejemplo, se ha estudiado la relacién entre
el incremento en la produccién de lactato con la motilidad e invasividad celular, el
escape inmunoldgico y la radio y quimio resistencia (Hirschhaeuser et al., 2011). En
el efecto Warburg la glucdlisis anaerobia se encuentra favorecida por el incremento de
la actividad metabdlica de la isoforma A del lactato deshidrogenasa, que cataliza la
conversion de piruvato a lactato, reduciendo la fosforilacion oxidativa. La exportacion
e importacién del piruvato se da a través de transportadores, especificamente de
transportadores de monocarboxilato (MCT). En cancer la sobreactividad de la lactato
deshidrogenasa y de los transportadores de piruvato contribuyen al balance acido, al
microambiente tumoral y a la quimio resistencia, asi como a la invasion y la metastasis

(Ganapathy-Kanniappan y Geschwind, 2013).

Por todo lo anterior, se ha propuesto a las enzimas glucoliticas como un blanco
terapéutico antitumoral para la induccién farmacolégica de la muerte celular por

apoptosis, al suprimir al efecto Warburg.
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Figura 8. Enzimas glucoliticas implicadas en procesos no glucoliticos. Muchas enzimas de la glucdlisis
se encuentran sobre expresadas en cancer y confieren una ventaja adaptativa a estas células (en los
recuadros rojos). Estas enzimas se han propuesto como un blanco terapéutico potencial para la
generacion de nuevos tratamientos dirigidos contra el cancer (HK Il: hexocinasa Il, FBP: fructosa bi-
fosfato, PFKFB3: fosfofructocinasa-FB3, GA3PDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, PK-M2:

piruvato cinasa-M2, LDH: lactato deshidrogenasa, MCT: transportadores de monocarboxilato.
(Modificado de Ganapathy y Geschwind, 2013).

1.7 Las plantas medicinales como fuente de compuestos farmacolégicos

Desde la época antigua el ser humano consume y utiliza productos naturales,
principalmente plantas, para aliviar o disminuir algunos sintomas o enfermedades que
padecian. Al basarse en la observacién y experiencia obtuvieron amplio conocimiento

que se transfirié a sus descendientes y que ha ido evolucionando hasta convertirse en

la medicina tradicional contemporanea.

La OMS reconoce y define a la medicina tradicional como el conjunto de

conocimientos, aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias
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indigenas de las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el
mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el
tratamiento de enfermedades fisicas o mentales (OMS, 2020). Aunque no existen
datos precisos, se estima que mas del 80% de la poblacion mundial utiliza plantas
medicinales y que gran parte de los tratamientos que se utilizan actualmente contienen
algun extracto obtenido de plantas o de sus principios activos (Bermudez et al., 2005).
En cuanto a los tratamientos utilizados para tratar algun tipo de cancer, la mayoria
provienen de aislados de plantas medicinales; de estos, entre el 44-60% provienen de
origen natural o se han derivado de ellos: 24% son productos naturales, 11% son de
origen vegetal y 9% son versiones sintéticas de los naturales (Hostettmann et al., 2000;
Cragg y Newman, 2005; Diaz Garcia et al., 2011). Por lo tanto, el uso y conservacion
de plantas medicinales constituye un recurso valioso en los sistemas de salud de varios

paises en via de desarrollo.

Las plantas producen una gran cantidad de metabolitos (compuestos bioactivos) que
les sirven como defensa al ataque de insectos y para adaptarse a las condiciones
ambientales. Estos compuestos son clasificados en metabolitos primarios
(carbohidratos, lipidos, aminoacidos y nucleétidos) y en metabolitos secundarios
(terpenos, compuestos fendlicos, glicésidos, alcaloides, etc.) (Vélez et al., 2014; Ruiz
y Suarez, 2015), siendo estos ultimos los utilizados para el descubrimiento y desarrollo
de medicamentos. Dentro de los metabolitos secundarios, los terpenos conforman el

grupo mas abundante, registrandose hasta la fecha mas de 46,000 compuestos.
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1.8 Lactonas sesquiterpénicas

Los sesquiterpenoides es un grupo particular de terpenos. Son compuestos incoloros
y lipofilicos, su biosintesis en plantas ocurre en el reticulo endoplasmatico y se originan
de tres unidades de isopreno, produciéndose a través de pirofosfato de farnesilo (FPP)
(Yu & Utsumi, 2009). A pesar de la evidente diversidad en su estructura y funcion,
todos los sesquiterpenos constan de un esqueleto de 15 carbonos y por lo menos un
anillo lacténico, y si bien su estructura es diversa, la mayoria de las formas funcionales
son ciclicas, describiéndose a la fecha mas de 200 sesquiterpenos diferentes con gran

diversidad estructural (Pérez-Urria & Garcia, 2009; Ruiz y Suarez, 2015).

Un grupo particular de sesquiterpenoides, conocidos como lactonas sesquiterpénicas,
han llamado la atencion debido a que existen varios reportes en los que se les ha
atribuido actividad farmacolégica, como propiedades antimicrobianas, citotoxicas,
antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales, antifungicas y anticancerigenas (Babaei
et al.,, 2018). Estas propiedades se le atribuyen principalmente a la estructura a-
metilen-y-lactona, que es un anillo que contiene oxigeno con funcion carbonilo; como
consecuencia, posee un gran poder alquilante que actua sobre los factores de
transcripcion y las enzimas del cuerpo humano, provocando cambios estéricos y
quimicos en la diana, y afectando su capacidad para funcionar adecuadamente

(Chadwick et al., 2013).

-32-



1.9 Actividad anticancerigena de las lactonas sesquiterpénicas

Debido a que las lactonas sesquiterpénicas han mostrado actividades
anticancerigenas importantes, se han propuesto varios mecanismos de accion, entre
los que destacan la posibilidad de inhibir el crecimiento tumoral a través de cambios
en el equilibrio redox de las células (Babaei et al., 2018) y la expresién de factores
involucrados en los ciclos celulares, asi como aumento de factores relacionados con
la apoptosis y reduccion de factores antiapoptoticos, de metastasis y de invasiéon
celular, la produccion de ROS, la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y el
subsecuente efecto sobre las vias de senalizacion en las células (Hamzeloo-
Moghadam et al., 2015). Esto ha sido confirmado por distintos autores que han
utilizado cultivos celulares de cancer, destacando cancer de ovario (Choi y Ahn 2009;
Yang et al., 2011), cancer de pulmén (Zhang et al, 2009), linfomas (Li et al., 2013),
leucemias (Zhang et al, 2012), cancer de higado (Hsu et al., 2009) y cancer de mama
(Fallahian et al. 2015; Hamzeloo-Moghadam et al., 2015; Yang et al., 2016), entre
otros, que han reportado resultados como predictores de actividad antitumoral de las

lactonas sesquiterpénicas.

Lactonas sesquiterpénicas, como la partenolida, han sido mencionadas en diversos
estudios y es de las mas estudiadas con potencial para el tratamiento del cancer,
debido a su actividad citotoxica. Se ha reportado que aumenta la sensibilidad celular a
medicamentos utilizados en la quimioterapia e inhiben la migracién e invasion celular,
estimulando distintos estimulos pro apoptéticos (Chadwick et al, 2013; deGraffenried

et al., 2004 ). La costunalida e isodeoxielefantofina, de igual manera,
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han mostrado resultados alentadores al arrestar el ciclo celular, producir ROS vy
suprimir la via NF-kB, importante para la promocién del cancer (Roy y Manikkam,
2015;Verma et al., 2019). A la fecha estos mecanismos se conocen muy bien y existe
amplia documentacion acerca de ellos; no obstante, no se ha profundizado en cémo
las lactonas sesquiterpénicas podrian alterar el metabolismo glucolitico de las células
de cancer, ya que esta es una capacidad que distingue a las células comprometidas

de las normales y se le considera un blanco terapéutico de interés.

Una de las primeras observaciones sobre este tema ocurrié en 1978, cuando la lactona
helenanina suprimié algunas enzimas de la glucdlisis de células de carcinoma de
ascitis de Ehrlich-Lettre, especificamente la hexocinasa, la fosfofructocinasa y la
aldolasa (Hall et al., 1978). Otro ejemplo es la dimetilaminomicheliolida, que puede
alterar la glucdlisis aerobica al activar irreversiblemente la enzima piruvato cinasa M2
y la disminucion de la glucosa 6 fosfato y lactato que, en consecuencia, suprime la
proliferacion de células de glioblastoma (Guo et al., 2019). Por lo tanto, las lactonas
sesquiterpénicas representan agentes terapéuticos potenciales dirigidos a las enzimas

glucoliticas contra distintos tipos de canceres.
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2. Antecedentes

En México la medicina tradicional ha estado presente desde la antigledad, cuando
nuestros antepasados utilizaban diversos productos naturales, entre ellos, algunas
partes de plantas como las hojas, raices, semillas y frutos para combatir distintos
sintomas y enfermedades que padecian. Hoy en dia, las plantas se siguen utilizando
en varios estados del pais. En particular, en Oaxaca, Chiapas, Colima, Guerrero,
Michoacan, Estado de México, Jalisco y Puebla, la planta conocida comunmente como
“el Solecito” se utiliza para tratar infecciones gastrointestinales (Calzada et al., 2009).
Su nombre cientifico es Decachaeta incompta (DC.) R.M. King y H. Rob (Figura 9), y

forma parte de la familia Asteraceae (Koc et al., 2015).

Extractos de las hojas de Decachaeta incompta llevaron al aislamiento de cuatro
lactonas sesquiterpénicas tipo heliangdlidas, a las que se denomind incomptinas A
(Misky et al., 1987), B (Misky et al., 1985), C (De Luengo et al., 1986) y D (Alvarado et
al.,, 1979). El extracto y las incomptinas mostraron propiedades antigiardia,
antiprotozoaria, antibacterial y antipropulsiva (Guerrero et al. 1994; Calzada et al.
2009; Calzada et al., 2020). De ellas, la incomptina A mostré mayor actividad
antiprotozoaria, seguida de las incomptinas C, D, y B (Bautista et al., 2012). De ahi

que a la incomptina A se le ha prestado mayor atencién (Figura 10).
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Reino: Plantae
Phylum o division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden :Asterales
Familia: Compositae
Género: Decachaeta
Especie: Decachaetaincompta

Nombre cientifico: Decachaeta incompta (DC.) R.M.King
& H.Rob.

i = " Nombre comuin: “El solecito”

Figura 9. Decachaeta incompta (DC.) R.M.King y H.Rob y sus datos taxonémicos

Estudios fitoquimicos posteriores demostraron que la incomptina A posee actividad
antiamiba y antigiardia potente (Calzada et al., 2009), lo que podria explicar su efecto
antidiarreico. En 2013, otro estudio reporté que la incomptina A en tratamiento en
trofozoitos de Entamoeba histolytica altera la expresion de proteinas implicadas en el
metabolismo de glucosa. En particular, tres enzimas glucoliticas, la enolasa, la
aldolasa y el piruvato sintasa fueron disminuidas, sugiriendo que la incomptina A altera
la via glucolitica (Velazquez-Dominguez et al., 2013). Estas observaciones dirigieron
a utilizar a la incomptina A en estudios de células cancerosas, debido a que estas

células utilizan a la glucélisis como principal fuente de energia.
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Figura 10. Estructura de la incomptina A.

Posteriormente, resultados preliminares demostraron que la incomptina A regula la
expresion de NF-kB en cancer, via involucrada en la proliferacién y supervivencia
celular. También se observé que la incomptina A presenta mayor especificidad hacia
las células tumorales que a las normales y presenta menos efectos adversos que otros
compuestos usados en la terapia del cancer (Pérez-Calzada et al., 2013). Por todo lo
anterior, ademas de que su obtencion podria ser de bajo costo, consideramos que es
de suma importancia evaluar a la incomptina A como molécula anti proliferativa en

células cancerosas de mama.

3. Justificacion

El cancer se considera como un problema de salud publica mundial. En particular, el
cancer de mama provoca un elevado numero de muertes y representa el 23% de los
nuevos casos de cancer diagnosticados cada afio (Castrezana, 2017). Hoy en dia,
debido a que los tratamientos actuales son muy limitados y presentan distintos efectos
adversos, tanto la incidencia como la mortalidad siguen aumentando y, a pesar de los
esfuerzos realizados para detectar el cancer de mama oportunamente, todavia es muy
frecuente que su deteccion se haga cuando la patologia se encuentra en estadios

avanzados. Ademas, hasta la fecha no existe un tratamiento dirigido para cualquier
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tipo de tumor de glandula mamaria, independientemente del estadio en que se
encuentre y que carezca de efectos adversos. Por lo tanto, la busqueda de nuevas
moléculas que tengan propiedades anti proliferativas que propicien el desarrollo de

nuevos tratamientos para este cancer es un tema prioritario.

En este contexto se han realizado investigaciones tendientes a buscar nuevos
compuestos capaces de detener el cancer de mama en sus etapas iniciales, con
menores efectos adversos y costos mas accesibles para el sistema de salud. En esta
busqueda, histéricamente los compuestos naturales son considerados como buenos
candidatos. En particular, resultan de interés para el presente trabajo las lactonas
sesquiterpénicas, las cuales han sido reportadas con actividades antitumorales y anti

metastasicas (Ruiz y Suarez, 2015).

México es un pais cuenta con una gran variedad de plantas que se utilizan en la
medicina tradicional y son de interés farmacologico; una de ellas es “el solecito”,
Decachaeta incompta, una planta que se utliza para tratar problemas
gastrointestinales en estados del sur de la Republica. Del extracto de las hojas de esta
planta se han aislado distintas lactonas sesquiterpénicas, una de ellas es la incomptina
A, que ha mostrado la capacidad para reducir el metabolismo de glucosa en trofozoitos
mediante la alteracion de la expresion de proteinas de la via glucolitica (Velazquez-
Dominguez et al., 2013), ademas de que se sabe que regula la expresion de NF-kB en

células tumorales.

En el presente estudio, se plantea determinar el efecto anti proliferativo del extracto de

D. incompta, asi como de su lactona sesquiterpénica incomptina A en lineas celulares
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de cancer de mama; analizando si las modificaciones en el metabolismo de la glucosa
son las responsables de disminuir la proliferacion celular y detener el desarrollo del
cancer. La incomptina A representa un compuesto alternativo para el tratamiento del
cancer de mama. Esta investigacion también pretende sentar las bases para la
investigacion de compuestos de origen vegetal con actividad antitumoral en México,
aprovechando la biodiversidad vegetal del pais y asi vincular el area agricola con la

investigacion médica y farmacéutica.

4. Preguntas de Investigacion

¢ Tendra el extracto de D. incompta y la incomptina A un efecto anti proliferativo en

distintas lineas celulares de cancer mama?

¢ El tratamiento con el extracto y la incomptina A alteraran la expresion de enzimas de
la via glucolitica y como consecuencia, disminuira la viabilidad celular y detendra el

desarrollo del cancer?

5. Hipotesis

El extracto de D. incompta y la incomptina A tienen un efecto anti proliferativo en las
lineas celulares de cancer de mama al disminuir la expresion de enzimas glucoliticas

provocando la muerte celular.

6. Objetivo General

Explorar el papel anti proliferativo del extracto de D. incompta y de la incomptina A en

lineas celulares de cancer de mama.

-39-



6.1 Objetivos Particulares

+ Determinar la concentracion inhibitoria 50 (IC>°) del extracto de D. incompta en
las lineas celulares de cancer de mama 4T1, T47D, MCF-7, MDA-231 y en la

linea de mama no tumorigénica MCF-10A.

+ Determinar las propiedades fisicoquimicas y los parametros farmacocinéticos
de la incomptina A y realizar estudios de modelado molecular del metabolismo

de la glucosa.

* Determinar la concentracion inhibitoria 50 (IC59) de la incomptina A en las lineas
celulares de cancer de mama 4T1, T47D, MCF-7, MDA-231, y en la linea de

mama normal MCF-10A.

* Analizar la participacion del extracto y de la incomptina A en la expresion de las
enzimas HIF-1, hexocinasa ll, piruvato cinasa, aldolasa y enolasa implicadas en

el metabolismo celular de cancer de mama.
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7. Material y Métodos

7.1 Material vegetal

Se recolectaron especimenes de Decachaeta incompta en el estado de Oaxaca,
México (16 ° 36°00”N,95 ° 59'00"0O), fueron identificados por un taxonomista del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y depositados en el Herbario institucional
IMSSM con numero de baucher (15311). El extracto de las hojas de D. incompta y la
incomptina A fueron obtenidos y donados por el Dr. Fernando Calzada Bermejo, jefe
de la Unidad en Investigacion Médica en Farmacologia, UMAE Hospital de

Especialidades 2° piso CORSE del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

30 g de hojas de Decachaeta incompta fueron secadas y trituradas hasta obtener un
polvo fino, dando un rendimiento de 25 g. El material vegetal se extrajo por percolacién
a temperatura ambiente con diclorometano (350 ml). Después de la filtracién, los
extractos se combinaron y se evaporaron al vacio para producir 2,0 g de residuo rojo

(Calzada et al.,2009).

Para la purificacion de la incomptina A se utilizaron 2 gramos del extracto que fueron
sometidos a columna de cromatografia (gel de silice G, 20 g, malla 70-230, Merck) con
un paso gradiente de hexano y diclorometano-MeOH para obtener 109 mg de
incomptina A, la cual fue identificada por resonancia magnética nuclear y por

cromatografia en capa fina.
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7.2 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 (epitelial, cancer de mama
luminal A), T47D (epitelial, cancer de mama luminal A), MDA-231(epitelial, cancer de
mama triple negativo), 4T1(epitelial, cancer de mama triple negativo) y la linea celular
de mama normal MCF-10A, adquiridas del banco del ATCC a través de distribuidores

exclusivos.

7.3 Cultivos Celulares

Las lineas celulares 4T1 y T47D fueron mantenidas en medio RPMI-1640 con 100
pug/ml de penicilina/estreptomicina, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS). Las lineas MDA-231 y MCF-7 fueron mantenidas en medio Dulbecco’s Modified
Eagle’s (DMEM) con 4.5 g/L de glucosa y L-glutamina suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS) y 1% de antibidtico. Finalmente, la linea de mama no
tumorigénica MCF-10A fue mantenida en medio DMEM/F12 suplementado con 5 % de
suero fetal de caballo (FHS), 10 pg/ml de insulina, 0.5 ug/ml de hidrocortisona, 20 ng/ml
de factor de crecimiento endotelial (EGF) y 1% de antibidtico. Todas las lineas células

se incubaron en una atmdsfera humeda a 37 °C y 5% de CO2.

Para obtener la densidad celular necesaria para los ensayos, las células fueron
lavadas con PBS-1x y el medio era cambiado diariamente hasta alcanzar una

confluencia de aproximadamente el 80%.
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7.4 Analisis de la actividad citotoxica del extracto de D. incomptay de
incomptina A.

7.4.1 Método de exclusion de azul de tripan.

Una vez que las lineas celulares alcanzaron una confluencia de aproximadamente el
80%, estas fueron cosechadas. Se sembraron 1x10°5 células/pozo en placas de 48
pozos dejandolas incubar por 24 h. El extracto y la incomptina A fueron disueltos en
dimetilsulféxido (DMSO) al 1%. Las lineas celulares 4T1, T47D, MDA-231 y MCF-7
fueron tratadas con distintas concentraciones del extracto ( 25, 50, 75, 100 ug/ml) y de
incomptina A (5, 7, 9, 12 ug/ml), mientras que la linea no tumorigénica MCF-10 A fue
tratada con concentraciones del extracto (25, 50, 75, 100 y 125 yg/ml) y de incomptina
A (5, 7,10, 13, 15y 18 pg/ml). Se utiliz6 DMSO (1%) como control negativo y los
farmacos estandar doxorrubicina y cisplatino como control positivo. Posteriormente,
las células fueron tripsinizadas, tefiidas con azul de tripan y contadas después de 24
h del tratamiento para calcular las concentraciones inhibitorias 50 (IC>9) utilizando un
modelo de regresidn no lineal a partir del porcentaje de células muertas para cada una

de las concentraciones evaluadas mediante el software GraphPad Prism 8.

7.5 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas y los parametros
farmacocinéticos de la incomptina A.

Existen distintos programas de acceso libre que son utilizados para determinar si una
molécula posee cierto potencial farmacologico y los posibles riesgos toxicoldgicos para
el consumo humano. La estructura bidimensional y tridimensional de la incomptina A

se obtuvo de Pubchem CID 118707242. El sistema simplificado de entrada de linea de
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entrada molecular (SMILES) de la incomptina A fue utilizado en los softwares
Molinspiration, SwissAdme y ADMETsar para evaluar las propiedades fisicoquimicas

de la incomptina A.

7.6 Analisis In silico

Los analisis in silico se realizaron con el programa AutoDock version 4.2.6. Seutilizaron
proteinas involucradas en el metabolismo glucolitico cuyas estructurascristalizadas
fueron obtenidas de Protein Data Bank (PDB) siendo las siguientes: 1H2M para HIF-1
a, 2NZT para hexocinasa Il, 4G1N para piruvato cinasa M2, 2ALD para aldolasa, 2PSN
para enolasa y 1110 para lactato deshidrogenasa. Como comprobacién, se realizé un
acoplamiento molecular de la enzima lactato deshidrogenasa contra su ligando

cocristalizado oxamato (CID: 974).

Las proteinas fueron preparadas para el acoplamiento molecular removiendo todas las
moléculas de agua y los heteroatomos. La estructura de la incomptina A se obtuvo de
Pubchem con CID118707242 y se realizé la minimizaciéon energética del ligando
utilizando el software Avogadro 2 1.90.0. Los calculos del Docking molecular fueron
conducidos con AutoDock version 4.2.6., en donde se automatizé el Docking dentro
del sitio de unién a ligando de la proteina rigida. Todas las moléculas de agua fueron
retiradas de la estructura cristalografica y todos los atomos de hidrogeno fueron
adicionados. Tanto para las proteinas como para los ligandos se les asignaron cargas,
mientras que los hidrégenos no polares fueron alineados. El programa auxiliar Autogrid
se utilizé para generar los mapas de grid. Cada grid realizado fue centrado en las

coordenadas cristalograficas para abarcar toda la superficie de la proteina y buscar los
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distintos sitios de unién a ligando. Las dimensiones del grid fueron 120 x 120 x 120
puntos. Se aplico el algoritmo genético Lamarckiano como criterio de busqueda de
mejores conformaciones de acoplamiento; el numero de corridas fue de 10. Después
del Docking molecular, todas las posibles conformaciones de acoplamiento fueron

rankeadas por la menor energia, representada por un valor de AG: Kcal/mol.

7.7 Western Blot

Para evaluar si el extracto de D. incompta y la incomptina A modifican la expresion de
enzimas glucoliticas en células cancerosas se utilizaron las lineas celulares 4T1,
T47D, MCF7, MDA-231 y MCF10A bajo las siguientes condiciones: células sin
tratamiento, células con DMSO (1%), células con la IC3° de extracto e incomptina A
correspondiente para cada linea celular. Las células fueron incubadas durante 24 h y
posteriormente se extrajo la proteina total para los ensayos de Western blot. Las
proteinas obtenidas se cuantificaron en Nanodrop; se utilizaron 30 ug de proteina total
para cargar en cada pozo y fueron sometidas a una separacion de proteinas por
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. Después de la electroforesis
en gel, las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno
(PVDF). Las membranas se bloquearon en amortiguador de bloqueo (leche
descremada al 5%) durante 1 h a temperatura ambiente y se incubaron con
anticuerpos primarios anti-HIF-1, anti-hexocinasa I, anti-piruvato cinasa, anti-aldolasa
anti-enolasa y anti-tubulina (control de carga). Las membranas se lavaron en PBS, se

incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
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durante 1 h y se lavaron 3 veces con PBS. Finalmente se realiz6 el revelado de los

geles para analizar la expresion de cada una de las proteinas.

7.8 Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los valores se representaron
como la media * desviacion estandar (DE). Los resultados entre los grupos se
analizaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de la prueba
de Tukey. Los valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Los

analisis se realizaron utilizando GraphPad Prism version 8.

8.Resultados

8.1 Efectos en la morfologia en lineas celulares inducidos por el extracto de D.
incompta.

Para obtener evidencia acerca del efecto citotoxico del extracto de D. incompta se
decidi6 observar el efecto en la morfologia de las células al utilizar distintas
concentraciones del extracto durante 24 h de incubacion. La citotoxicidad se asocia
con cambios morfolégicos, como la disminucion de la densidad celular, pérdida de la

morfologia celular y pérdida de la adherencia.

La linea celular cancerosa MDA-231 y la linea no tumorigénica MCF-10A fueron
tratadas con DMSO (1%) como control negativo y con concentraciones del extracto
(25, 50, 75 y 100 pg/ml). En las células MDA-231 las modificaciones morfologicas se
aprecian a partir de la concentracion de 25 ug/ml del extracto diclorometano, donde se

aprecia una disminucién aparente en la densidad celular con respecto al grupo control.
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En 50 y 75 ug/ml del extracto se observa una disminucién en la densidad celular aun
mayor; ademas, se presentan cambios como pérdida de la adherencia y una
morfologia redondeada y mas pequena, lo que podria indicar estrés o muerte celular.
Finalmente, en la concentracion mas elevada (100 ug/ml) practicamente todas las

células murieron (Figura 11).

Para determinar qué tan téxico seria el extracto para lineas no tumorigénicas,
decidimos observar el efecto del extracto sobre la morfologia de la linea MCF-10A. Se
utilizaron concentraciones ascendentes del extracto (25, 50, 100 y 125 ug/ml) y se
incubaron durante 24 h. En la concentracién de 25 ug/ml no se observan cambios
aparentes en la densidad y morfologia en las células con respecto al grupo control. En
la concentraciéon 50 ug/ml se percibe una ligera disminucién en la densidad celular, a
diferencia de la linea tumorigénica MDA-231, donde la misma concentracion tuvo un
mayor efecto dafino. En concentraciones altas del extracto diclorometano (100 y 125
Mg/ml) se observa un mayor numero de células con morfologia redonda y
aparentemente estresadas o muertas, pero se perciben aun células con adherencia y

morfologia normal (Figura 12).
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Figura 12. Morfologia de la linea de mama no tumorigénica MCF-10A bajo tratamiento
de distintas concentraciones del extracto de D. incompta (25,50,100 y 125 pg/ml). Las
lineas celulares fueron tratadas por 24 h. Se utilizé DMSO (1%) como control negativo.
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8.2 Efecto citotoxico del extracto de D. incompta en células de cancer de mama
y células control.

El efecto citotéxico de D. incompta sobre células de cancer de mama, fue determinado
mediante el conteo de la viabilidad celular de cada una de las lineas 4T1, T47D, MDA-
231 y MCF-7. Los conteos de células vivas fueron realizados a las 24, 48 y 72 h
después de ser tratadas con 25, 50, 75 y 100 pg/ml del extracto. El extracto de D.
incompta disminuyd la viabilidad celular con respecto a las células sin tratamiento y a
las células con DMSO (1%) de forma significativa en todas las lineas celulares desde
las 24 h de una manera dependiente de la concentracién y del tiempo (Figura 12) y
disminuyendo considerablemente a 48 y 72 hrs (Datos no mostrados). El tratamiento
con 25y 50 ug/ml del extracto redujo la viabilidad celular un 20% y 35% en incubacion
de 24 horas en células 4T1; la viabilidad celular de esta linea disminuyé mas de la
mitad con tratamiento de 75 ug/ml en el mismo tiempo de exposicion, disminuyendo la
viabilidad aproximadamente en 78% de la poblacion y se redujo a mas del 90% con
100 ug/ml (Figura 12A). El tratamiento con las mismas concentraciones disminuyo la
viabilidad un 13%, 55%, 80 % y 95% en células MDA-MB-231 (Figura 12B). Al utilizar
lineas celulares de cancer de mama Iluminal A se observdé que las mismas
concentraciones del extracto tuvieron un mayor efecto citotdxico al reducir la viabilidad
celular un 40 % en la linea T47D con 25 pg/ml; las concentraciones 50, 75y 100 pg/mi
redujeron un 60%, 80% y 95% respectivamente (Figura 12C). En cuanto a células
MCEF-7 la viabilidad disminuy6 un 46 % con 25 pg/ml; 67% con 50 ug/ml, 85% con 75

pug/mly 90% con 100 pg/ml (Figura 12D).
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Debido a que los tratamientos actuales contra el cancer de mama dafan tanto a células
normales como cancerosas se evalud el efecto del extracto diclorometano sobre la
linea no tumorigénica de mama MCF-10A. Estas células se expusieron a
concentraciones de extracto (25, 50, 75, 100 y 125 ug/ml) a 24, 48 y 72 h. de
incubacion mostrando un efecto citotéxico menor sobre ellas (Figura 12E). El
tratamiento con 25 pg/ml no tuvo una diferencia significativa en la viabilidad con
respecto a las células sin tratamiento y las células con DMSO. La concentracién 50
Mg/ml mostrd una disminucion del 40% y se observé que estas células mantuvieron
aproximadamente el 20% de su poblacién en concentraciones elevadas de 125 ug/ml.
Lo que sugiere la especificidad citotdxica del extracto contra las células cancerosas y

un efecto moderadamente téxico sobre células normales.

8.3 Concentracién inhibitoria 50 (IC50) e indice de selectividad del extracto de
Decachaeta incompta en lineas celulares de cancer de mama y células control.

Los resultados obtenidos del conteo de la viabilidad celular para cada linea fueron
utilizados para obtener los valores de IC50 (Tabla 2). El extracto tuvo citotoxicidad mas
alta en la linea MCF-7 con un valor de IC5° de 40.7 uyg/ml. La linea T47D obtuvo un
valor 1C50 de 44.83 pg/ml, seguido de la linea MDA-231 con 1C50 de 51.12 ug/ml y la
linea 4T1 con IC5° de 54.89 pg/ml. La linea de mama no tumorigénica MCF-10A tuvo

citotoxicidad mas baja comparada con células tumorales, con valor IC53°de 71.79 ug/ml.

Con estos valores, realizamos estudios de selectividad utilizando los valores de IC50y

de acuerdo con la Ecuacion 1. Obteniendo el indice de selectividad del extracto hacia
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células tumorales, con valores mayores a 1 (Tabla 3). Segun Omonike et al., (2017),

valores entre 1y 10 se puede considerar como selectivo y moderadamente toxico.
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Figura 12. Efecto citotoxico del extracto de D. incompta sobre células de cancer
mamario 4T1 (A), MDA-231 (B), T47D (C), MCF-7 (D) y la linea de mama no
tumorigénica MCF-10A (E) a 24 h de tratamiento. El porcentaje de viabilidad celular se
determind mediante la tincidon azul de tripan. Los resultados se expresan como
porcentaje de control (media * desviacion estandar de tres experimentos
independientes con n = 3). (*) Muestra el nivel de significancia en comparacién con el
grupo control. P<0.05. Doxo (doxorrubicina), Cis (cisplatino).
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Tabla 2. Valores 1C5 a 24 h del extracto de D. incompta sobre lineas de cancer de
mama Y la linea no tumorigénica origen normal MCF-10A.

Linea celular Subtipo molecular 1c3° (ng/ml)

4T1 (Murino) Triple negativo 54.89£0.4968
MDA-231 Triple negativo 51.51£0.2255
T47D Luminal A 44.83+1.399
MCF-7 Luminal A 44.18+2.315
MCF-10A Epitelial no tumorigénica 71.79+1.885

Ecuacion 1. Calcular el indice de selectividad de las células tumorales

IC3°MCF10A
IS =

IC5°CELULA TUMORAL

Tabla 3. indice selectividad a partir de IC5 del extracto de D. incompta sobre lineas
celulares de cancer de mama.

Tratamiento indice de selectividad

471 MDA-231 T47D MCF-7
Extracto diclorometano D. incompta

1.30 1.39 1.60 1.62
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8.4 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas y los parametros
farmacocinéticos de la incomptina A

Una vez que observamos que el extracto de D. incompta tuvo actividad citotéxica; el
siguiente paso fue analizar uno de sus componentes, el cual podria ser el principal
responsable de esta actividad. La incomptina A es una de las lactonas
sesquiterpénicas que compone al extracto y es la que tiene mayor actividad

antiprotozoaria y antibacterial (Calzada et al.,2009).

Se conoce que muchos compuestos activos no llegan a estudios clinicos debido a que
sus propiedades farmacocinéticas no son las adecuadas o muestran cierto grado de
toxicidad. Para determinar si la incomptina A puede ser un compuesto quimico con
actividad farmacoldgica viable y que no provoque efectos adversos se utilizaron
distintos servidores de uso libre: Molinspiration, SwissADME y ADMETsar. Para
determinar las capacidades farmacocinéticas de los compuestos, los servidores se
basan en distintas propiedades fisicoquimicas, como son: el peso molecular, la
solubilidad, entre otros; y un parametro importante es que cumplan con las Reglas de
Lipinsky, que describe propiedades moleculares importantes para la farmacocinética
de un farmaco en el cuerpo humano, incluida su absorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion y toxicidad ("ADMET"). Los resultados muestran que la incomptina A es un
compuesto con una absorcién gastrointestinal alta y es permeable en la barrera
hematoencefalica, lo que indica que posee una buena biodisponibilidad y distribucién
en el organismo. De igual manera, estos servidores muestran que la incomptina A no

es sustrato de glicoproteina-P, siendo este un resultado importante ya que se ha
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asociado a una reduccion en la eficacia de distintos medicamentos. En cuanto a la
toxicidad, uno de los factores mas importantes es analizar la interaccion con
citocromos, los cuales se encargan del procesamiento quimico de xenobidticos. La
incomptina A no muestra interaccion con citocromos por lo que no se le considera
toxico, no es carcindbgeno, ni mutagénico y, en cuanto a la toxicidad oral aguda, se
clasifica como clase lll, que se considera ligeramente toxico de acuerdo con el Sistema
Armonizado Globalmente (GSH) y la Organizacion Mundial de la Salud (WHO)
(Tabla.4). Estos resultados son alentadores ya que sugieren que la incomptina A

podria utilizarse en modelos in vivo.
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Tabla 4. Analisis in silico farmacéutico y toxicoinformatico de la incomptina A.

Propiedades fisicoquimicas

Peso molecular: 304.34 g/mol
logp: 1.62

# donadores de h: 0

# aceptores de h: 5

# enlaces rotables: 2

Farmacocinética

Absorcién gastrointestinal: alta

Permeabilidad de la barrera hematoencefalica: si
Sustrato de p-gp (glicoproteina p). no

inhibicién: cyp1a2: no

inhibicién cyp2c19: no

inhibicion cyp2c9: no

inhibicién cyp2d6: no

inhibicion cyp3a4. no

Toxicidad

Carcindgeno: no
Test ames (mutageno): no

toxicidad aguda: clase llI
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8.5 Efectos en la morfologia celular en lineas celulares inducidos por la
incomptina A

Se incubaron células cancerosas MDA-231 y las células no tumorigénicas MCF-10 A
con DMSO (1%) como control negativo y con concentraciones ascendentes de

incomptina A por un periodo de incubacion de 24 horas.

La linea MDA-231 fue tratada con concentraciones de incomptina A (5, 7,9y 12 ug/ml).
Las células sufrieron modificaciones morfolégicas a partir de 7 yg/ml de incomptina A
donde la densidad celular con respecto al grupo control disminuy6 de forma aparente
y aproximadamente la mitad de la poblacién presenta cambio en su morfologia
sugiriendo muerte celular. Las mismas células tratadas con 9 ug/ml presentaron
muerte en aproximadamente el 70% de su poblacion y finalmente en 12 pg/ml de

incomptina todas las células se encuentran muertas (Figura 13).

Las células MCF-10 A tratadas con incomptina A tuvieron mayor resistencia al
tratamiento, ya que se tuvo que utilizar concentraciones mayores para apreciar el

efecto citotdxico en ellas (5,10, 13y 18 ug/ml).

Se observan cambios morfologicos en estas células a partir de la concentraciéon 10
Mg/ml; al incubar con 13 pg/ml de incomptina A esto se vuelve mas aparente, ya que
la mayoria de las células muestran un cambio en su morfologia normal y ha disminuido
su densidad. Finalmente, esto se vuelve mas evidente en concentraciones altas de
incomptina A, ya que al incubar estas células con una 18 ug/ml por 24 horas mas del
90% de las células se encuentran muertas (Figura 14). Sin embargo, aun hay

presencia de células vivas.
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Figura 14. Morfologia de la linea de mama no tumorigénica MCF-10A inducidos por
distintas concentraciones de la incomptina A (5,10,13 y 18 pg/ml). Las lineas celulares
fueron tratadas por 24 h. Se utiliz6 DMSO (1%) como control negativo.
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8.6 Efecto citotoxico de la incomptina A en células de cancer de mamay
células control.

Para determinar el efecto citotéxico de la incomptina A sobre células de cancer de
mama, se realiz6 el conteo de la viabilidad celular de las lineas celulares 4T1, T47D,
MDA-231 y MCF-7. Los conteos de células vivas de cada linea fueron realizados a las
24, 48 y 72 h después de ser tratadas con 5, 7, 9 y 12 ug/ml de incomptina A. El
tratamiento con incomptina A disminuyd la viabilidad celular con respecto a las células
sin tratamiento y a las células con DMSO (1%) de forma significativa en todas las lineas
celulares desde las 24 h de una manera dependiente de la concentracion y del tiempo

(Figura 15) y disminuyendo considerablemente a 48 y 72 h (Datos no mostrados).

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con incomptina A durante 24 h
utilizando una concentracion de 5 pug/ml redujo un 35% la viabilidad celular en las
células 4T1, aproximadamente un 60% con 7 pg/ml, 75% con 9 pg/ml y mas del 90%
con una concentracion de 12 ug/ml (Figura 15A). La linea MDA-231 redujo su viabilidad
celular 15% con 5 pg/ml de incomptina A, 40% con 7 pug/ml, 65% con 9 yg/mly casi el
100% con 12 pg/ml (Figura 15B). En la linea T47D la viabilidad celular disminuy6 un
17% con 5 pg/ml, 33% con 7 pg/ml, 60% con 9 pg/mly 85% con 12 pg/ml de incomptina
A (Figura15C). En la linea celular MCF-7 se redujo la viabilidad celular 30%, 50%, 70%,
y 90% con concentraciones de 5,7,9y 12 uyg/ml de incomptina A respectivamente(Figura

15D).
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Para evaluar la toxicidad de la incomptina A en células normales, tratamos con distintas
concentraciones de incomptina A (5, 7, 10, 13, 15y 18 ug/ml) a la linea de mama no
tumorigénica MCF-10A, observando que la concentracion 5 pg/ml redujo el 10% la
viabilidad celular, 7 pg/ml el 18%, 10 ug/ml el 25%, 13 pg/ml el 50 %, 15 pg/mlel 65%
y finalmente 18 pyg/ml de incomptina A disminuyeron en un 75% la viabilidad deesta

linea celular (Figura 15E).
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Figura 15. Efecto citotoxico de incomptina A sobre células de cancer mamario 4T1 (A),
MDA-231 (B), T47D (C), MCF-7 (D) y la linea de mama no tumorigénica MCF-10 A (E)
a 24 h de tratamiento. El porcentaje de viabilidad celular se determiné6 mediante la
tincién azul de tripan. Los resultados se expresan como porcentaje de control (media
+ desviacion estandar de tres experimentos independientes con n = 3). (*) Muestra el
nivel de significancia en comparacion con el grupo control. P<0.05. Doxo
(doxorrubicina), Cis (cisplatino).
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8.7 Concentracion inhibitoria 50 (*+%%) e indice de selectividad de la incomptina
A en lineas celulares de cancer de mama y células control.

Con los resultados obtenidos del efecto citotoxico de la incomptina A sobre distintas
lineas celulares obtuvimos mediante regresion lineal los valores de IC5° para cada linea
(Tabla 5). El tratamiento con la incomptina A tuvo mayor citotoxicidad en las células
4T1 con un valor de IC> de 6.209 ug/ml, seguido por la linea MCF-7 con 6.844ug/ml,
MDA-231 con 7.58 ug/mly T47D con 8.331 yg/ml. La linea MCF-10A tuvo un menor
efecto citotdxico hacia la incomptina A con un valor de IC5° de 13.12. Con estosvalores

se calculo el indice de selectividad para cada linea celular cancerosa (Tabla 6).

Tabla 5. Valores IC>° a 24 h de la incomptina A sobre lineas de cancer de mamay la
linea no tumorigénica origen normal MCF-10 A.

Linea celular Subtipo molecular 1¢%° (ug/ml)
4T1 (Murino) Triple negativo 6.209+0.3796

MDA-231 Triple negativo 7.58+0.2502
T47D Luminal A 8.331+0.08508
MCF-7 Luminal A 6.844+0.2493
MCF-10A Epitelial no tumorigénica 13.12+0.3536
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Tabla 6. indice selectividad a partir de IC5 de la incomptina A sobre lineas celulares

de cancer de mama.

Tratamiento indice de selectividad

471 MDA-231 T47D MCF-7

Incomptina A

2.11 1.73 1.57 1.91

8.8 Andlisis in silico

Respecto al analisis in silico, la incomptina A mostré interacciones mediante puentes
de hidrégeno hacia la mayoria de las enzimas analizadas (Figura 16), incomptina A
mostré una energia de union denotada por AG de -5.15 Kcal/mol con interaccion a
HIF-1 con 1 puente de hidrégeno (Figura 16A), -6.93 Kcal/mol con interaccién a
hexocinasa Il con 3 puentes de hidréogeno (Figura 16B), -7.52 Kcal/mol interactuando
con aldolasa mediante 3 puentes de hidrégeno (Figura 16C), -4.44 Kcal/mol con
enolasa sin ninguna interaccion (Figura 16D), -4.21 Kcal/mol con la piruvato cinasa
con dos puentes de hidrogeno (Figura 16E) y finalmente -7.0 Kcal/mol con la lactato
deshidrogenasa con 2 puentes de hidrogeno (Figura 16F). El oxamato (control positivo
para lactato deshidrogenasa) mostr6 una energia de unién denotada por AG de -5.79

Kcal/mol mostrando 7 interacciones mediante puentes de hidrégeno (Figura 17). Tanto
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la incomptina A como el oxamato comparten union a los aminoacidos Arg105y Thr247,

aminoacidos cercanos al sitio activo de LDH.

En la tabla 7 se muestran las interacciones con aminoacidos de la incomptina A hacia

las enzimas propuestas, asi como la longitud de enlace a cada uno.
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Figura 16. Modelamiento in silico de acoplamiento molecular de la incomptina A con
HIF-1a (A), hexocinasa Il (B), aldolasa (C), enolasa (D), piruvato cinasa M2 (E) y lactato
deshidrogenasa (F).
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Figura 17. Interaccién del oxamato (control positivo) con la enzima lactato
deshidrogenasa.

Tabla 7. Resultados de acoplamiento molecular de enzimas glucoliticas contra
incomptina A.

PROTEINA ENERGIA DE UNION AG INTERACCION CON AMINOACIDOS # PUENTES DE LONGITUD DE ENLACE
(KCAL/MOL) HIDROGENO
HIF-1 1H2M -5.15 Try93, Try102, GIn147, Thri4g, 1 2.751
Leul86, Trp296.
Hexocinasa Il 2NZT -6.93 Gly299, Met300, Glu304, Gly332, 3 1.823
Phe334, Glu335, Thr336,lys337 2.18
1.999
Aldolasa 2ALD -1.52 Argd2, Argld8, Ser271, Gly272, 3 1777
Gly273, Gly302, Arg303, Ala304, 2,189
Val358, Asn360 2.063
Enolasa 2PSN -4.44 Gly37, Thrd0, Glu47, Argd9 o | e
Piruvato cinasa M2 4G1IN -4.21 Arg73, Asn75, Thr328, GIn329, 2 2.14
Glu332, Ser 362, Gly363, 1.995
Lactato deshidrogenasa 1110 -1.0 Val30, Arg98, GIn99, Argl05, 2 2117
Val135, Ser136, Asn137,Arg168, 1.876
His192, Ala237, lle241,Tyr246,
Thr247, lle251
Lactato deshidrogenasa/ 1110 -5.79 Argl05, Asn137,ARG168, 7 1.882 2.206
Oxamato His192,Thr247 1.89
1,932
2,01 1.813
2,169




8.9 Western Blot

Una vez que se estandarizé la técnica de Western blot se realizé el analisis de la
expresion de B-tubulina como control de carga en las lineas MCF-10Ay MCF-7 a 24 h
de incubacién con los tratamientos de extracto e incomptina A. Se observan diferencias
en la cantidad de proteinas en cada pozo lo cual sera ajustado mediante densitometria.
(Figura 18). Con este resultado se iniciaran los ensayos de Western blot para todas

las proteinas en estudio.

MCF-10A MCF-7
L —— - -
Control DMSO Extracto  Incomptina A Control DMS0 Extracto  Incomptina A

Figura 18. Western blot de las lineas celulares MCF-10A y MCF-7. Se muestra el
Western blot de 30 ug de proteina total de cada una de las lineas MCF-10A y MCF-7
para verificar la cantidad de proteinas mediante el anticuerpo B-tubulina utilizado como
control de carga. En los carriles se muestra las células control (sin tratamiento), las
células con DMSO (1%), las células con tratamiento con el extracto de D. incompta y
las células con el tratamiento con la incomptina A sobre la cantidad de proteina en la
linea.
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9.Discusion

Durante afios, la medicina tradicional ha sido la principal fuente de tratamiento médico
en los paises en desarrollo y hoy en dia, varios estudios han identificado especies de
plantas que han demostrado propiedades farmacolégicas de interés (Greenwell, M., y
Rahman, P. K.,2015). Algunas plantas como las de la familia Asteraceae se consideran
fuentes importantes de agentes quimiopreventivos debido a su alto contenido de
compuestos como alcaloides, polifenoles y terpenos (Bader et al.,2018). En este
estudio se evaluo el efecto citotdxico del extracto de las hojas de Decachaeta incompta
y de la incomptina A. D. incompta es una planta de perteneciente a la familia

Asteraceae y es utilizada en la medicina tradicional mexicana.

El método de exclusion de azul tripan se utiliza para determinar el numero de células
viables presentes en una suspension celular y sirve para calcular el valor de 1C>0 a
partir de las curvas de respuesta a la dosis para cada linea celular (Kumar et al., 2014).
De acuerdo con el Instituto Nacional de Cancer (NCI por sus siglas en inglés) para que
un compuesto puro sea considerado como citotdéxico debe presentar un IC>°menor a
4 pg/ml, mientras que para extractos crudos el IC50 de éstos debe estar por debajo de
20 pg/ml (Geran et al., 1972). Sin embargo, otros autores han llegado a considerar que

este valor puede estar por debajo de los 100 pg/ml (Estrada et al., 2013).

En este trabajo se utilizaron distintas lineas de cancer de mama para determinar si el
extracto de las hojas de D. incompta y la lactona sesquiterpénica incomptina A poseen
un efecto citotdxico sobre ellas, siendo estas células de cancer de mama triple negativo

(4T1y MDA-231), cancer tipo luminal (T47D y MCF7) y la linea de mama no
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tumorigénica MCF-10A ya que, cada tipo de tumor tiene una clasificacion diferente y
dependiendo de esta, se opta por distintos tratamientos y manejo interdisciplinario (Al-
Thoubaity, 2019). Demostramos, que el extracto tiene un efecto citotdxico de una
forma dependiente de la dosis sobre todas las lineas cancerosas presentando un
efecto citotéxico mayor en las lineas celulares de cancer de mama luminal MCF-7 y
T47D con valores de IC50 similares de 44.18 y 44.83 ug/ml respectivamente. Mientras
que en las lineas celulares de cancer de mama triple negativo se obtuvieron valores
de IC50 de 51.51 pg/ml para la linea MDA-231 y de 54.89 uyg/ml para la linea 4T1; esto
podria deberse a que el cancer de mama luminal es el cancer de menor agresividad y
de mejor prondstico ya que no tiene una alta tasa de proliferacion como los tumores
triples negativo (Xiaofeng et al., 2017). Si bien, ninguna linea celular obtuvo un valor
de IC3° menor a 20 ug / ml, todas obtuvieron un 1C59 menor a 100 ug/ml. Por lo que este
extracto podria ser considerado con potencial citotoxico segun (Estrada et al., 2013).
En cuanto a la linea celular no tumorigénica MCF-10A el extracto obtuvo un valor de
IC50 de 71.79 pg/ml, valor citotdxico menor en comparacion con las células tumorales,
sugiriendo que el extracto tiene cierta especificidad hacia las células de cancer que
hacia las que no son, esto se observa en las Figuras 11y 12, en donde lascélulas MDA-
231 soportan concentraciones del extracto menores a los 100 yg/ml, mientras que la

linea MCF-10A soporta concentraciones de hasta 125 ug/ml.

Un farmaco anticancer ideal debe poder matar a las células cancerosas, pero no
deberia afectar a las células normales. La evaluacion del indice de selectividad (IS)

para cualquier investigacion sobre drogas a base de hierbas y / o compuestos aislados
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es muy crucial para determinar si se pueden continuar con los trabajos adicionales
(Gunawan et al., 2021). Nosotros determinamos el indice de selectividad a partir del
valor IC5° de la linea MCF-10A (71.79 pg/ml). Para estudios in vitro, un valor de IS
menor que 1 se clasifica como no selectivo (téxico), entre 1 y 10 es débilmente
selectivo y un IS superior a 10 se considera seguro (no téxico) (Omonike et al.,2017).
Nuestros resultados de IS obtenidos a partir de los valores IC5° del extracto para las
lineas celulares fueron mayores a 1 y menores a 10, lo que indica que el extracto posee
cierta selectividad hacia las células de cancer y es moderadamente toxico para las

células normales.

En estudios fitoquimicos de Decachaeta incompta ocupando 27 g de partes aéreas
secas producen 2 g de extracto puro; que a su vez contienen 109 mg de incomptina A
y 588 mg de incomptina B. Decidimos utilizar la incomptina A para este estudio ya que

es la lactona sesquiterpénica mas activa de ambas (Calzada et al., 2009).

El primer paso fue determinar si las propiedades fisicoquimicas y los parametros
farmacocinéticos de la incomptina A son las adecuadas para su posterior uso en
modelos in vivo , ya que se conoce que muchos compuestos activos no llegan a
estudios clinicos debido a que sus propiedades farmacocinéticas no son las
adecuadas o muestran cierto grado de toxicidad. Los resultados mostrados en la Tabla
4. muestran un analisis in silico farmacéutico y toxicoinformatico sugiriendo que esta
molécula tendria una buena biodisponibilidad y no seria peligroso para el ser humano
ya que posee toxicidad oral aguda obtuvo clase Il que de acuerdo con el Sistema

Armonizado Globalmente (GSH) y la Organizacién Mundial de la Salud, 2011) se
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considera como moderadamente toxico al consumir dosis altas por lo que es viable

para su posterior estudio.

La incomptina A, al igual que el extracto, mostro actividad citotéxica sobre todas las
lineas celulares de una manera dependiente de la dosis como se observa en la figura
15; los valores de IC50de la incomptina A, aunque no son menores a 4 ug/ml como
indica el NIH, todos fueron menores a 10 ug/ml siendo esto un valor aceptable. En
cuanto a la selectividad de la incomptina A; las figuras 13 y 14 muestran claramente
como las células de cancer tienen mayor alteracion en cuanto a la viabilidad,
morfologia y densidad celular, con respecto a las células no tumorales y esto es
confirmado en la tabla 6 donde todos los valores de IS se encuentran entre 1y 10

mostrando selectividad hacia cancer (Omonike et al.,2017).

Desde hace varios afios se conoce que el cancer posee caracteristicas distintivas que
le confieren una ventaja adaptativa sobre sus contrapartes normales. Una de ellas es
la reprogramaciéon metabdlica en donde las células cancerosas consumen grandes
cantidades de glucosa obteniendo lactato como producto final en un proceso conocido

como glucdlisis aerdbica (Warburg,1925).

La reprogramacion metabdlica del cancer es una de las caracteristicas mas estudiadas
y recientemente varios investigadores proponen que el cancer no solo es una
enfermedad genética si no también una enfermedad metabdlica en donde las vias de
sefalizacion oncogénicas participan en la regulacion de la energia y el anabolismo

para soportar la proliferacion acelerada del cancer (Wishart, 2015).

-71-



En cancer de mama, se ha observado que esta reprogramacion metabdlica puede
afectar la tumorigénesis y la progresién dando un peor prondstico (Long et al., 2016).
Esto, debido principalmente que en células cancerosas se activan factores de
transcripcion que aumentan la expresidon de enzimas glucoliticas y de proteinas
inhibidores de la apoptosis; que de igual manera se encuentran involucrados en la
atenuacion de la funcion mitocondrial y en la promocion del recambio glucolitico
(Lambert et al., 2010; Lincet e Icard, 2015; Yu et al., 2017; Londhe et al., 2018). Por lo
anterior, la inhibicion del metabolismo de la célula tumoral y especificamente las
enzimas de la via glucolitica se han propuesto como blanco terapéutico para el

tratamiento de esta enfermedad.

El analisis in silico utilizando a la incomptina A en interaccion con enzimas relacionadas
con la via glucolitica sugieren que esta molécula es capaz de unirse a ciertos
aminoacidos que se encuentran en sitios activos de las enzimas HIF-1, HXKII,
aldolasa, piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa; estos resultados son persistentes
con lo reportado con Velazquez-Dominguez et al., (2013) donde se mostré la
capacidad de la incomptina para reducir el metabolismo de glucosa en trofozoitos
mediante la alteracion de la expresion de proteinas de la via glucolitica, siendo una de
ellas la aldolasa, la cual obtuvo la energia de unidon mas alta a la incomptina con

respecto a las demas enzimas estudiadas con un AG de -7.52 Kcal/mol.

En el estudio de western blot se observaron diferentes intensidades de las bandas para
el anticuerpo B-tubulina, esto podria deberse a que al momento de la cuantificacion

pudo haber error o al momento de desnaturalizar hubiese habido evaporacion de la
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muestra. Respecto a las demas lineas celulares y la expresiéon de las proteinas
relacionadas con el metabolismo de glucosa ya no se llevaron a cabo debido a falta de

tiempo, pero se realizaran posteriormente.

Este estudio abre el panorama sobre el posible papel citotoxico del extracto y en
especifico de la incomptina A sobre las células tumorales. Por lo tanto, es necesario
conducir hacia futuras investigaciones sobre el efecto de dichas lactonas en modelos
in vivo y posteriormente en estudios clinicos para desarrollar nuevos tratamientos

contra el cancer de mama.
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10. Conclusion

Tanto el extracto de las hojas de D. incompta como la incomptina A exhiben un
efecto citotdxico sobre las lineas celulares de cancer mamario 471, MDA-231,
T47D y MCF-7.

El extracto y la incomptina A tienen selectividad hacia células tumorales
dafiando en menor medida a las células no tumorigénicas MCF-10 A

El analisis in silico reveld que la incomptina A cumple con los parametros
farmacocinéticos adecuados para cumplir una funcién farmacolégica; como una
buena biodisponibilidad, no es carcindgeno ni genotéxico. También se mostré
que la incomptina A tiene la capacidad de unirse a ciertos aminoacidos que se
encuentran en sitios activos de las enzimas HIF-1, HXKII, aldolasa, piruvato
cinasa y lactato deshidrogenasa; enzimas involucradas en la via glucolitica y el

recambio metabdlico en cancer.
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11. Perspectivas

e Concluir los ensayos de protedmica (Western blot) en células tratadas con el
extracto y la incomptina A con el fin de evaluar si existe modificacion en la
expresion de enzimas glucoliticas.

e Determinar el tipo de muerte celular provocado por el extracto y la incomptina
A en las lineas celulares de cancer de mama.

o Determinar la toxicidad del extracto y la incomptina A en un modelo in vivo.

¢ Analizar el efecto de inhibicién del crecimiento tumoral de la incomptina A en un
modelo de cancer de mama.

e Definir la participacion de la incomptina A en el metabolismo glucolitico de

tumores de cancer de mamario.
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