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Resumen

El cancer de colorrectal (CCR) es una de las enfermedades de mayor incidencia a nivel mundial y la segunda
causa de muerte en Argentina. El presente estudio pretende contribuir al conocimiento de los efectos
antitumorales del acido carndsico, principal bioactivo de la planta de Rosmarinus Officinalis L. sobre lineas
celulares de CCR de origen humano. El acido carnésico (AC) es el principal diterpeno y uno de los compuestos
bioactivos mayoritario que hemos identificado de un extracto de R. Officinalis. En este trabajo, se estudié su
accion antitumoral sobre diferentes lineas celulares de cancer colorrectal (CCR) humanas.

Se determiné que el AC posee accién antiproliferativa, de modo dosis dependiente, sobre tres lineas de
CCR: Caco-2, HT29 y LoVo.

En la linea celular Caco-2, se determin6é que la exposicion al AC provocé la induccién de la muerte celular
mediante procesos asociados a la apoptosis.

Se llevaron a cabo investigaciones a nivel celular para dilucidar el efecto del AC sobre diversos procesos
involucrados en la progresién tumoral del CCR como adhesion, migracién e invasion celular. Se establecio que el
AC inhibié la migracion y la invasion celular en la linea Caco-2. Se observd ademas que el diterpeno
inhibe la adhesion celular a sustratos de la matriz extracelular (MEC) como colageno tipo | y fibronectina. En
cuanto a la bisqueda de potenciales blancos moleculares de accién del AC involucrados en los procesos
anteriormente mencionados, se encontré que el AC fue capaz de reducir la expresién y la actividad
proteolitica de proteasas de la MEC como ser la metaloproteasa 9 (MMP-9) y el activador del plasminégeno
del tipo uroquinasa (UPA).

Ademas, dada la eficacia del AC para inhibir la adhesion celular sobre distintos sustratos de la MEC, se estudio
su efecto sobre el camino de sefializacién de la quinasa de adhesién focal (del inglés “focal adhesion kinase”,
FAK), que desempefia un papel fundamental en la migraciéon celular, invasion y en la organizacion del
citoesqueleto celular. Los resultados revelaron que el AC fue capaz de alterar la fosforilacion de proteinas que
median los contactos focales, asi como de regular la organizaciéon del citoesqueleto de actina y también de
disminuir significativamente la capacidad invasiva de las células Caco-2 sobre una membrana de matrigel, todos
estos, eventos claves en la progresion tumoral.

Por otro lado, se observo un efecto inhibitorio del AC sobre la expresiéon a nivel de ARNm y proteico de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), proteina asociada a procesos inflamatorios que se sobreexpresa en células de CCR.
Por Ultimo, se evalud in vivo la toxicidad y los efectos antitumorales del AC en animales de experimentacién
(ratones). EI AC administrado a 5mg/kg durante 15 dias, no evidencio nefrotoxicidad o hepatotoxicidad y no
alterd significativamente parametros bioquimicos y fisiolégicos en los ratones. Se obtuvieron indicios auspiciosos
sobre la accion antitumoral de AC en tumores producidos a partir de la linea celular HT29.

En resimen, los resultados de este trabajo de tesis doctoral indicarian el potencial uso del AC como nueva
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alternativa terapéutica contra el cancer colorrectal humano ya sea como un posible agente preventivo o

terapéutico.
Palabras claves: Acido carnésico, Rosmarinus Officinalis L., antitumoral, cancer colorrectal, antiproliferativo,

apoptosis, adhesion, migracion, invasion, metaloproteasas, activador de plasminégeno del tipo uroquinasa,
quinasa de adhesion focal, citoesqueleto de actina, “spreading”, ciclooxigenasa-2.

Lugar de trabajo: Laboratorio de Bioquimica Vegetal, Fundacion Instituto Leloir; Instituto de Investigaciones
Bioquimicas de Buenos Aires-Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
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1. Abreviaturas

AC 4cido carndsico

ADN acido desoxiribonucléico ADNc
acido desoxiribonucléico copia

AINE anti-inflamatorios no esteroideo

AP-1 del inglés “activator protein 1" AR

acido rosmarinico

ARNmM acido ribonucleico mensajero

ATCC del inglés “American Type Culture Collection”

CAS del inglés “Crk-associated substrate”

CCR cancer colorrectal

COX-1 ciclooxigenasa 1

COX-2 ciclooxigenasa 2

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DES50 dosis efectiva que inhibe el 50% de la viabilidad celular
DMEM del inglés, “Dulbecco's Modified Eagle's medium” EDTA

acido etilendiaminotetraacético

ER extracto de romero

ERNs especies reactivas del nitrdgeno

EROs especies reactivas del oxigeno

EGF del inglés, “epidermal growth factor”

FAK quinasa de adhesion focal, del inglés “focal adhesion quinasa”
FITC Fluoresceina 5-isotiocianato

TNF-a factor de necrosis tumoral-a

GFs factores de crecimiento, del inglés “growth factors”
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HPLC

IFI

MC

MEC

MMP

MTS

NF-kB

OMS

PAGE

PBS

PG

PI3K

PVDF

RIPA

RT-PCR

SFB

TWEEN

tPA

uPA

del ingles, “High Performance Liquid Chromatography”
inmunofluorescencia indirecta

medio condicionado

matriz extracelular

metaloproteasa

del inglés, “3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2- (4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt”

factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas, del ingles, “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells”

organizacion mundial de la salud

del inglés, “polyacrylamide gel electrophoresis”

del ingles, “phosphate buffered saline”

prostaglandinas

del inglés, “phosphatidylinositol 3-kinase”

membrana de Fluoruro de polivinilideno

del inglés, “radioimmunoprecipitation assay buffer”

reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa, del inglés
“reverse transcription polymerase chain reaction”

suero fetal bovino

monooleato de polioxietileno sorbitan

del inglés, “tissue plasminogen activator” VEGF
del inglés, “vascular endothelial growth factor”

activador del plasminégeno tipo uroquinasa
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2. Introduccién
2.1. Generalidades

En los dltimos afos la busqueda de alternativas terapéuticas a partir de productos
naturales para aliviar o curar diversas patologias para las cuales no existen medicamentos
efectivos, como el cancer se ha intensificado. La obtencion de nuevos farmacos a partir de
la biodiversidad vegetal es un éarea de gran interés, tomando en consideracion la
potencialidad de encontrar nuevas estructuras capaces de ejercer acciones especificas y
gue sean menos agresivas para el organismo humano (Ji et al., 2009).

El cancer es una de las enfermedades con mayor incidencia en humanos y es la
principal causa de mortalidad a nivel mundial, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha estimado que los casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones, dato previsto en
el afio 2012, a 22 millones en las proximas dos décadas (OMS, 2014). Esta enfermedad se
puede desarrollar en general en todos los animales superiores, forma parte de una
patologia compleja ya que no existe un solo tipo de cancer y abarca un grupo heterogéneo
con méas de 200 tipos de tumores malignos. Cada tipo de céncer posee caracteristicas
particulares, pudiendo considerarse enfermedades independientes, con sus causas, Su
evolucion y su tratamiento especifico.

En el mundo occidental el riesgo de contraer cdncer es mayor, debido a los habitos de
vida poco saludables como el tabaquismo, el sedentarismo o el consumo de dietgs
hipercaloricas. En particular, la incidencia del cancer colorrectal (CCR) esta asociado a la
dieta, dado que las grasas saturadas derivadas de ciertos alimentos, influirian en el dafio
oxidativo celular (Bruce et al., 2000). EI CCR presenta una incidencia anual de
aproximadamente 1 millén de casos y una mortalidad anual de méas de 500.000, siendo en
frecuencia la segunda causa de mortalidad por céncer entre hombres y mujeres
(WGOI/IDCA, 2007).

Las plantas son una fuente muy rica de compuestos naturales con diversidad de
actividades bioldgicas, tal es asi que en la actualidad més del 60% de las drogas probadas
contra el cancer, derivan de plantas superiores, entre ellas el taxol, la camptotecina, la
vinblastina y la vincristina. La busqueda de nuevas moléculas vegetales, més efectivas y
menos dafiinas para el organismo humano, que actden inhibiendo la proliferacién e
invasion de las células tumorales y que ademas presenten acciones anti-inflamatorias,
incentivan el estudio de la farmacologia de compuestos de origen vegetal (Storz et al.,
2005; Balkwill et al., 2010).

2.2. Cancer
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La tumorigénesis en humanos estd determinada por un conjunto de multiples
procesos producidos por alteraciones genéticas que conducen a la transformacion
progresiva de las células normales a malignas. El complejo proceso de la oncogénesis con
sus cambios moleculares, bioquimicos y celulares, puede sintetizarse en seis alteraciones
esenciales adquiridas, aplicables a practicamente todas las neoplasias malignas (Hanahan
et al., 2000).

Hasta hace poco, el estudio de la oncogénesis estaba focalizada en la célula
neoplasica, pero en los Ultimos 10 afios los investigadores han dirigido su atencién a
estudios que evidencian que la inflamacién crénica, causada por diversos factores como
ser: infecciones bacterianas, virales, quimicos irritantes pueden predisponer a un individuo
al desarrollo del cancer (Shacter et al., 2002; Terzi¢ et al., 2010).

Estudios del microambiente inflamatorio de los tejidos neoplasicos malignos han
confirmado que hoy en dia la inflamacion crénica es considerada como el séptimo proceso
fundamental de la tumorigénesis (Mantovani et al., 2009) (Figura 1).

Microambiente
inflamatorio

Invasion tisular
y metastasis

Evasion de

; Insensibilizaciéon de
la apoptosis

inhibidores del
crecimiento

Angiogénesis / - Generacion de
sostenida estimulos para el
crecimiento celular

Potencial ilimitado
para reproducirse
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Figura 1. Procesos involucrados en el progreso tumoral (adaptado de Mantovani
et al., 2009).

2.2.1. Generacion de estimulos para el crecimiento celular

Mediante este proceso se reduce la dependencia de la estimulacion del
microambiente del tejido normal adyacente. Entre las estrategias que desarrollan las
células tumorales para adquirir la autonomia se destaca la produccion de factores de
crecimiento que interaccionan con los receptores de superficie celular y estimulan la

sefalizacion de crecimiento en el interior de las células.

2.2.2. Insensibilizacion de inhibidores del crecimiento

Se caracteriza por la evasion de las sefiales que las células normales utilizan para
inhibir la proliferacion como ser el blogueo del ciclo celular, especificamente en la transicion
delafase GlalasS.

2.2.3. Evasién de la apoptosis

Las células normales poseen mecanismos de control o “checkpoints”, que actldan
analizando la normalidad de la progresién del ciclo celular. Cuando estos sistemas de
control detectan anomalias, actdan deteniendo el ciclo, activando mecanismos de
reparacion y finalmente en el caso de no poder resolver las anomalias, desencadenan la
muerte celular programada o apoptosis. Las células tumorales se caracterizan por la
pérdida de estos controles, lo que permite la acumulacion de errores en el ADN que
conducen a la inestabilidad genética caracteristica de las células tumorales. Los sistemas
de control deberian inducir a la apoptosis de estas células que proliferan anormalmente,

pero su alteracion impide la muerte de las mismas (Mantovani et al., 2008).

2.2.4. Potencial ilimitado para reproducirse

Este proceso es consecuencia de las capacidades adquiridas por las células como
ser autosuficiencia para generar estimulos que promueven el crecimiento celular,
insensibilidad para la sefializacion de inhibicion de crecimiento y evasién de la apoptosis.
Las células de mamiferos pierden durante cada replicacion generacional entre 50-100 pb
del ADN telomérico de las terminaciones de todos los cromosomas en cada ciclo celular,
esta pérdida cromosomal inhabilita la actividad de la ADN polimerasa para completar la

replicacion durante cada fase S, resultando en la muerte celular. Mientras que en las
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células tumorales existen mecanismos que protegen las terminaciones de los ADN

teloméricos, inmortalizando asi a las células (Bryan et al., 1995).

2.2.5. Angiogénesis sostenida

En la formacién de nuevos tejidos los procesos de angiogénesis, crecimiento de
nuevos capilares sanguineos, son transitorios y cuidadosamente regulados. Muchos
factores de crecimiento, ademas del pH bajo y los niveles bajos de oxigeno que se
encuentran en los tumores, estimulan la expresion del VEGF (“Vascular endothelial growth
factor”), que luego puede activar la expresion de otros factores involucrados en la
angiogénesis como las metaloproteasas (MMPSs) y las moléculas de adhesion celular. De
esta forma el VEGF actia como el mediador clave de la angiogénesis tumoral, estimulando
el crecimiento de nuevos vasos sanguineos desde los capilares adyacentes, permitiendo
gue los tumores tengan acceso al oxigeno y a los nutrientes que necesitan para crecer y

desarrollar metastasis.
2.2.6. Invasion tisular y metastasis

Los canceres son capaces de propagarse por el cuerpo debido a dos mecanismos:
invasion y metastasis. La invasion es la migracion y la penetracion directa por las células
del céncer en los tejidos vecinos. La metastasis es la capacidad de las células del cancer
de penetrar en los vasos sanguineos Yy linfaticos, circular a través de la circulacién
sanguinea, y después crecer en un nuevo foco (metastasis) en tejidos normales de otra
parte del cuerpo.

La matriz extracelular (MEC) esta formada por gran cantidad de componentes que se
clasifican en tres grandes grupos: proteoglicanos y glucosaminoglicanos, proteinas
estructurales (colageno y elastina), y proteinas de adhesion (fibronectina y laminina). El
potencial invasivo de las células malignas depende principalmente de tres fendbmenos, en
donde interacttan las células con la MEC: adhesidn celular; degradacion proteolitica de la
matriz extracelular y migraciéon de las células tumorales (Cascales et al., 2008; Yan et al.,
2007; Roycik et al., 2009).

2.2.6.1. Adhesién celular

El citoesqueleto interacciona tanto con moléculas intracelulares como con los
receptores de adhesién, conectando asi el microambiente externo con el interior de la
célula. Se sabe que los cambios en el citoesqueleto pueden modular la actividad de los

receptores de adhesién y de otros oncogenes, y participar, de esta manera, en la
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progresion tumoral. El citoesqueleto de actina es el que esta involucrado en la regulacion
de la forma, la movilidad y la adhesién celular, por lo que alteraciones en su funcién
contribuyen a la transformacion (DeMali et al., 2003; Ridley et al., 2003). En las células
normales los microfilamentos de actina son muy estables y, por lo tanto, las células tienen
muy poco movimiento; en las células cancerosas la desorganizacion del citoesqueleto de
actina impide la formacion de contactos célula- célula y facilita la migracion mediada por la
degradacion de componentes de la matriz extracelular.

La invasion tumoral provoca alteraciones en los sistemas de adhesién celular, que
juegan un papel dual en los procesos invasivos. Por un lado, las células tumorales deben
debilitar las uniones que estabilizan su localizacion normal, o anclajes, pero al mismo
tiempo necesitan mantener y /o desarrollar mecanismos de adhesién al sustrato que le
garanticen los puntos de apoyo necesarios para avanzar a través del tejido circundante y
que les proporcionen sefiales de supervivencia y de proliferacion. Las moléculas de
adhesion entre células del mismo tipo (homotipicas) suelen actuar como supresoras de
invasion y la reduccion de este tipo de uniones intercelulares permite a las células
tumorales separarse de las células vecinas a las que normalmente estan unidas.

El papel dual de los sistemas de adhesion celular en los procesos invasivos es
especialmente notable en el caso de las adhesiones célula-sustrato, de tal manera que el

cardcter dindmico de las mismas es crucial en tales procesos.

2.2.6.1.1. Contacto focal

La matriz extracelular, las integrinas y proteinas del citoesqueleto celular conforman
los sitios llamados contactos focales (Figura 2). Los contactos focales son un grupo de
proteinas estructurales y regulatorias, entre ellas se destacan: la quinasa de adhesién focal
(FAK); Src tirosina quinasa también conocido como proto-oncogen c- Src; p130Cas (Crk-
associated substrate (CAS); Paxilina, que traducen la sefalizacion del exterior al interior
celular y también puede emitir sefales intracelulares para generar la activacion de
integrinas en la superficie celular (Calderwood et al., 2003). Las integrinas constituyen la
principal familia de receptores celulares que participan en la relacion entre la célula y la
matriz extracelular, asi como en las interacciones célula-célula. Las interacciones en las
gue participan las integrinas estdn muy relacionadas con la regulacién de un gran nimero
de funciones celulares, entre ellas el desarrollo embrionario, el crecimiento de células
tumorales, la metastasis (Clark et al., 1995). Las integrinas estdn formadas por dos
subunidades a y B, que median la unidon a diversas moléculas de la matriz extracelular,
tales como laminina, fibronectina, vitronectina y colagenos, y poseen dominios tanto

intracelular como extracelulares. El corto dominio intracelular carece de actividad
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enzimatica intrinseca y se cree que funciona acoplandose a dos tipos distintos de
proteinas, el primer tipo son proteinas citoplasmaticas que inducen la formacion de grandes
complejos proteicos, entre ellos se encuentran proteinas del citoesqueleto y proteinas que
intervienen en la formacién y organizacion de las placas de adhesion (Sastry et al., 1993).

Las uniones de las integrinas a la paxilina, proteina multidominio del citoesqueleto
celular que se localiza en el extremo de las fibras de estrés de la actina y a la talina,
reclutan a la FAK y a la vinculina para formar el contacto focal (Figura 2). La a- actinina es
una proteina del citoesqueleto que es fosforilada por FAK, se une a la vinculina y une entre
si a la actomiosina, fibras de estrés que se unen a los contactos focales. La Zixina y la a-
actinina estan presentes en los contactos maduros.

Ademas de las proteinas mencionadas también se destacan la proteina Src, la cual
es una tirosina kinasa que se asocia a membrana y la proteina adaptadora pl130Cas
(Defilippi et al, 2006), estas a su vez se unen a los contactos focales para formar un cluster
con las integrinas. La activacion de FAK, mediada por las integrinas, depende en parte de
la unién a la matriz y de los cambios que se producen en los vinculos que mantienen con el
citoesqueleto celular. La composicién de un contacto focal varia constantemente en funcién

de las sefales externas y las respuestas celulares.
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Figura 2. Arquitectura molecular del contacto focal. Las fibras de estrés se conectan a la
membrana plasmética mediante el contacto focal, y este a la matriz extracelular, mediante las
integrinas (adaptado de Satyajit et al., 2005).
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2.2.6.1.2. Quinasa de adhesion focal (FAK)

El anclaje de las células epiteliales normales a la membrana basal mediada por las
integrinas es necesario para la supervivencia celular. Cuando este anclaje desaparece,
tiene lugar el proceso de apoptosis (Golubovskaya et al., 2003). Las células tumorales se
hacen resistentes a este fendmeno, en parte mediante la activacion permanente de
proteinas como la FAK (Gabarra-Niecko et al., 2003; McLean et al., 2005). La activacion de
esta proteina se da cuando las integrinas se agrupan y se unen a la matriz extracelular y
transmiten sefiales al interior celular (Kornberg et al., 1992). La FAK ha demostrado estar
involucrada en diferentes eventos celulares mediados por integrinas, incluidos la promocién
de la migracién celular, la proliferacion, el “spreading” y la inhibicion de la apoptosis celular
(Cary et al., 1999). Para llevar a cabo dichas actividades la FAK interacciona con diversas
proteinas del citoesqueleto para activar distintas vias de sefializacion.

La FAK contiene tres dominios estructurales y varios sitios de fosforilacion (Figura 3).
El dominio FERM (“protein 4.1, ezrin, radixin and moesin homology”), media la interaccion
de la FAK con receptores EGF (“epidermal growth factor”). El dominio FAT (“focal adhesion
targeting”) recluta a la FAK en los contactos focales por asociacion con proteinas como la
talina y la paxilina (Figura 2). FAK puede ser fosforilada (P) en varios residuos de
tirosinas: en Y397 promueve sitios de unién para Src, PLCL (phospholipasa Cl[]) y SOCS
(“suppressor of cytokine signalling”).

La activacion de FAK para promover la migracion celular se da por la interaccion de
esta con las moléculas Src y p130Cas. También FAK puede promover el “spreading”

celular formando complejos principalmente con las proteinas Src y paxilina.
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Figura 3. Dominios estructurales, sitios de fosforilacion y funciéon de la FAK. La FAK
esta constituida por tres dominios: FERM, dominio quinasa y FAT. El paradigma actual de la
activacion de FAK implica una secuencia de eventos: 1- factores de crecimiento o integrinas
agrupados inician las sefiales que liberan la interaccion de auto-inhibicion de FERM a
dominios quinasa que conduce a la activacién de FAK quinasa, por unién a ATP ; 2- FAK se
autofosforila en la tirosina (Y) 397; 3- se crea un sitio de union de alta afinidad por Src; 4-
FAK se transfosforila en los 2 residuos claves Y861 y Y925; 5- p130Cas se une a dominios
de fosforilacion de FAK ricos en prolinas y se FAK se fosforila; 6- la activacion de FAK
provoca cambios en la morfologia celular y en su comportamiento, incluyendo cambios en la
movilidad, la adhesion focal, la supervivencia, el crecimiento y la invasion. (Adaptado de
Lechertier et al., 2012).

FAK promueve la inhibicion de la apoptosis, por mecanismos que involucran a PI3K
“phosphatidylinositol 3-kinase” y a otra proteina quinasa Akt “PKB/Akt" que es una
serina/treonina quinasa y por otro mecanismo que envuelve a PLA2 “phospholipase- A2”,
PKC y p53. Por esta razén la FAK es propuesta por varios autores como una proteina clave
en la progresién tumoral (Steven et al., 2009). Diversos trabajos sugieren que la FAK es
una proteina clave en la sefializacién celular de los procesos invasivos del cancer. Se han
determinado altos niveles de FAK (ARNm y proteina) en tumores humanos altamente
invasivos con metastasis como el cancer de colon (Han et al., 1997), y pobres tasas de
sobrevivencia. La sobreexpresion de FAK en células transformadas con v-Src aumenta su
capacidad para invadir Matrigel (Schaller et al., 2004). La desregulacion de las uniones

célula-célula mediada por Src es dependiente de la sefializacion de FAK (Avizienyte et al.,
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2002). También se reporté que durante la conversién de adenoma a carcinoma aumento el
ndmero de copias del gen FAK en un modelo in vitro de cancer de colon humano (Agochiya
etal., 1999).

En los ultimos afios se describieron pequefias moléculas inhibidoras de FAK que se
dirigen al sitio de unién a ATP y bloquean la actividad quinasa de FAK, uno de los
inhibidores fue descripto por Novartis: NVP-TAE226 y dos por Pfizer: PF-573 228 y PF-562
271 (Slack-Davis et al., 2007). Sin embargo, estos inhibidores inhiben secuencias consenso
de union a ATP y presentan efectos secundarios no deseados. Recientemente se encontrd
un nuevo inhibidor sintético de FAK del sitio Y397, en un estudio de 140.000 compuestos
en el Instituto Nacional del Cancer, que disminuyé la viabilidad celular y la clonogenicidad
de la linea de colon SW620 (Golubovskaya et al., 2012),

2.2.6.2. Degradacion proteolitica de la matriz extracelular

Los tumores benignos permanecen confinados debido a que las membranas basales
de los epitelios y la matriz extracelular de los tejidos conectivos constituyen una barrera
fisica infranqueable para las células que los componen, impidiendo eficazmente su
diseminacion local y sistémica. La superacion de esta barrera por las células invasivas
implica la degradacion localizada de los distintos componentes de la matriz extracelular.
Este fenébmeno corresponde a la segunda etapa de la invasion tumoral y constituye el
aspecto mejor estudiado del proceso invasivo. El aumento de la actividad proteolitica tiene
lugar como consecuencia de la alteracion del balance entre los niveles de proteasas activas
y de sus inhibidores. La actividad proteolitica secretada por las células es un elemento
indispensable para la invasion celular. Esta actividad esta dada por una bateria de enzimas
como las colagenasas, metaloproteasas, elastasas y zimogenos secretados por la célula
hacia el espacio extracelular, su principal actividad es degradar la matriz extracelular en su
medio ambiente inmediato y activar factores de crecimiento, receptores de superficie y
moléculas de adhesion.

La plasmina es una importante enzima degradativa que es secretada por la célula
como zimogeno, denominado plasmindgeno. El plasmindégeno queda retenido en la matriz
extracelular no teniendo actividad proteolitica sobre ella. La molécula que convierte al
plasminégeno en plasmina se denomina activador de plasmindgeno y es secretada por la
célula en respuesta a ciertos estimulos. Existen dos tipos de activadores del plasminégeno
el uPA (“urokinase plasminogen activator”) que se describié originalmente en la orina, de
donde proviene su nombre y el tPA (“tissue plasminogen activator”) (Aertgeerts et al.,

2003). Estos convierten al plasminégeno en plasmina la cual degrada la fibronectina, la
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laminina y colagenasas. El uPA es una serino-proteasa de 45-55 kDa, segun la especie,
que en su forma activa es un dimero, con cadenas Ay B unidas por puentes disulfuro. En
la cadena A se encuentra el dominio de unién a su receptor (“UPAR”), que se encuentra
anclado en el lado exterior de la membrana citoplasmatica por una cadena de glicosil
fosfatidilinositol. La activacion del plasminégeno por el uPA se incrementa hasta 40 veces
cuando éste esta unido a su receptor, focalizando asi el frente de degradacion (Blasi et al.,
1997). Las MMPs son proteasas extracelulares requeridas en numerosos procesos
relacionados con el desarrollo y la regeneracion celular (Sternlicht et al., 2001), y su
principal actividad es degradar moléculas de la superficie celular y otras proteinas
pericelulares. Se han descrito 25 miembros de la familia MMP, que se clasifican en cinco
subfamilias: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, metaloproteasas de membrana (MT-
MMP) y otras MMPs (Overall et al., 2002; Folgueras et al., 2004). Todas ellas difieren en su
estructura y especificidad de sustrato, pero su accion combinada es capaz de conducir a la
degradacion de practicamente la totalidad de los componentes macromoleculares de la
MEC. Este hecho, junto con su capacidad de actuar a pH fisiolégico, convierte a estos
enzimas en candidatos que participan en la destruccion tisular que acompafia al cancer. En
particular las MMP2 (72 kDa) y MMP9 (92 kDa) (gelatinasas A y B), se distinguen por la
insercion de tres repeticiones ricas en cisteina en el dominio catalitico (Overall et al. 2002).
Estos insertos se parecen a las repeticiones de union al coldgeno tipo Il de la fibronectina y
se requieren para unirse y romper coldgeno y elastina. La actividad proteolitica de las
MMPs se regula a tres niveles: transcripcion, activacion de la proenzima e inactivacion
(L6pez-Otin et al., 2008). Estos mecanismos operan coordinadamente para asegurar que la
expresion y actividad de las MMP se circunscriban a aquellos sitios y condiciones en los
gue es necesaria su actividad. Sin embargo, los tumores malignos han generado
estrategias para evadir estos mecanismos reguladores lo cual conduce a la actividad
proteolitica incontrolada que acompafa, la invasion y la metastasis en el cancer (Lépez-
Otin et al., 2007; Cascales et al., 2010), procesos que ademas involucran la migracién

celular.

2.2.6.3. Migracion de células tumorales

La migracion de las células tumorales es fundamental en el proceso de invasion
primaria, para alcanzar un lecho vascular, y en la colonizaciéon de un nuevo 6rgano. Se ha
demostrado que la movilidad de las células tumorales se correlaciona directamente con su
potencial metastatico (Volk et al., 1984).

Las células invasivas pueden moverse en respuesta a factores extracelulares solubles

de una manera direccional (quimiotaxis) o aleatoria (quimiocinesis), 0 en respuesta a
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componentes inmovilizados en la matriz extracelular (haptotaxis). Este movimiento es de
tipo ameboide, implica reordenaciones constantes del citoequeleto y alteraciones continuas
de las uniones con la matriz extracelular.

Los microfilamentos (o filamentos de actina) se encuentran normalmente localizados
cerca de la membrana plasmética en las células animales. Se forman por la polimerizacion
de dos tipos de proteinas globulares: a-actina y B-actina, siendo esta Ultima la mas
frecuente y presente en la mayoria de las células eucariotas. La despolimerizacion de los
filamentos de actina en la parte posterior de la célula en movimiento y su ensamblaje en la
regién anterior da lugar a tres tipos de protuberancias en el mismo: filopodios, lamalipodios
y pseuddpodos, consecutivamente. En estas protuberancias se establecen uniones focales
mediante la interaccion de las integrinas presentes en la membrana plasmatica de las
células tumorales con sus ligandos de la matriz extracelular, uniones que proporcionan el
anclaje necesario para el desplazamiento de la célula, al tiempo que este tipo de uniones
focales se debilita en la parte posterior, permitiendo su retraccion. La fuerza necesaria para
el desplazamiento parece estar proporcionada por la contraccion de los filamentos de
actina (Lauffenburger et al., 1996). Diversos factores pueden estimular la migracion de las
células tumorales, por ejemplo la presencia de proteinas que componen la MEC como la
vitronectina, la fibronectina, la laminina, el colageno tipo | y IV ademéas de factores de
crecimiento (Woodhouse et al., 1997).

El proceso de migracion (Figura 4) celular implica, por tanto, interacciones dinamicas
de las células con su sustrato asi como una reorganizacion del citoesqueleto de actina
donde intervienen integrinas, las cuales a su vez pueden actlan como receptores o
activadores de la expresion de MMPs. Las MMPs que junto con el sistema uPA-uPAR
proporcionan una conexion evidente entre los mecanismos de adhesion, degradacion de la
membrana basal en las células tumorales, incentivando asi el desarrollo de la

carcinogénesis.
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Figura 4. Migracion celular. 1-Se forma una protrusion (lamelipodio) en el borde de la
célula que esta en la direccién del movimiento; 2-se produce el anclaje de la membrana al
sustrato en el borde frontal a través de la adhesién focal (estructuras de adhesion con
integrinas); 3-se contrae la red de fibras de estrés de actina, que genera la tension suficiente
para tirar a la células hacia adelante; 4- se desarman las adhesiones focales, permitiendo a la
célula retraerse y ser arrastrada en la direccién del movimiento (Broussard et al., 2008).

2.2.7. Microambiente inflamatorio

El proceso de inflamacién -cancer se puede desarrollar a través de dos vias:
extrinseca, es promovida por ciertas condiciones inflamatorias infecciosas y no infecciosas
y la intrinseca, es activada por alteraciones genéticas capaces de causar inflamacion y
neoplasia, como los oncogenes que estimulan la produccién de mediadores inflamatorios y
la formacion de un microambiente inflamatorio en el tumor (Mantovani et al., 2008;
Schottenfeld et al., 2006).

La inflamacion es la principal reaccién de la inmunidad innata para defender al
organismo frente a los patdgenos. Ademas de las infecciones bacterianas y virales, las
injurias fisicas como la radiacion UV y las quimicas como las producidas por las especies
reactivas del oxigeno (EROs) y del nitrégeno (ERN), pueden inducir la inflamacién de los
tejidos. Tales estimulos activan sefales intracelulares que regulan la expresion de
citoquinas proinflamatorias como la interleuquina-1p (IL-1B8), el factor de necrosis tumoral-a

(TNF-0) y la interleuquina-6 (IL-6), junto con quimioquinas y moléculas de adhesion celular,
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para promover el reclutamiento y la activacion de células del sistema inmune (Kerlikowske
et al, 2010). Si el estimulo causante de la reacciébn no es eliminado o falla su
autolimitacion, la inflamacion se transforma en crénica.

Diversas enfermedades estdn asociadas a la persistencia de la respuesta
inflamatoria, entre ellas el cancer (Karin et al., 2005). La inflamacion cronica se caracteriza
por un dafio tisular sostenido, proliferacion celular inducida por ese dafo, y reparacion
tisular. Los pacientes que sufren de desérdenes inflamatorios del colon, como colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn, tienen un riesgo mayor de desarrollar cdncer de colon,
mientras que el tratamiento de la colitis con drogas anti-inflamatorias reduce ese riesgo
(Eaden et al., 2000, Ying et al., 2005, Coussens et al., 2002).

2.2.7.1. Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

Las ciclooxigenasas (COX) son enzimas que catalizan la sintesis de prostaglandinas
(PG) a partir del acido araquiddnico. El primer paso de la sintesis de las PG es la hidrélisis
de los fosfolipidos para liberar &cido araquidonico. Luego, la actividad ciclooxigenasa de la
prostaglandina-endoperéxido sintasa (PGHS) cataliza la reaccion del oxigeno molecular
con el acido araquiddnico para formar un intermediario inestable, la PGG2, que es
rapidamente convertida a PGH2 por la actividad peroxidasa (POX) de la misma enzima.
Diversas isomerasas especificas convierten la PGH2 en las distintas PG bioactivas y en
tromboxano A2. Existen dos isoformas ampliamente caracterizadas de la PGHS: COX-1y
COX-2. Ambas isoformas estan localizadas en la superficie luminal del reticulo
endoplasmético y en la membrana nuclear, tanto interna como externa. Se han descripto
ampliamente la actividad de las isoenzimas de ciclooxigenasa (Smith et al., 2001, Tanabe
et al, 2002): COX-1 es expresada constitutivamente en muchos tejidos y produce
prostaglandinas esenciales para el mantenimiento de funciones fisiolégicas como la
homeostasis vascular o las funciones géastricas y renales (Lopez Parra et al., 2002). Por su
parte la COX-2 responde a la induccion de factores de crecimiento, oncogénesis,
carcindgenos y esteres de formol promotores de tumores, en forma inmediata (Liao et al.,
2007; Duque et al., 2006), sus niveles se ven incrementados con la inflamacién y en
algunos tipos de cancer. Esta elevada en mas del 90% de los carcinomas de colon
esporadicos y en el 40% de los adenomas coldnicos. Las concentraciones de COX-2
aumentan durante toda la oncogénesis y la expresion promueve la angiogénesis y la
proliferacién (Raymond et al., 2003; DuBois et al., 1998; Coussens et al., 2002; Grivennikov
et al., 2010).

Diversos estudios en modelos animales han documentado el papel de la COX-2 en la

carcinogénesis. Por ejemplo, en un modelo de poliposis intestinal, la expresion de COX-2
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correlaciona con la delecién de APC (“adenomatous polyposis coli”), un gen supresor de
tumores critico durante la carcinogénesis (Oshima et al., 2001). Ademas, se demostrd la
capacidad de modular la invasividad de las células tumorales mediante la reduccion de la
expresion de la caderina E, y el aumento de la motilidad celular y de la expresion y
actividad de distintas metaloproteasas (Xianmin et al., 2011). Otros estudios demuestran
que el aumento de componentes de la matriz extracelular como el colageno tipo | esta
regulado por la COX-2 y activa la FAK en las células (Alique et al, 2011). Estos y otros
datos sugieren que la COX-2, tienen un papel importante en la carcinogénesis y la
progresion neoplasica. La diversidad de receptores y sus diferentes vias de sefalizacion
sugieren que los efectos pro-tumorigénicos de la COX-2 dependen del tipo celular.

La correlacion existente entre el desarrollo tumoral y la expresién de COX-2, revelaria
el potencial de esta enzima como blanco de terapias quimiopreventivas. Dirigiendo estas

terapias a inhibidores selectivos de la COX-2 (Fournier et al., 2000).

2.3. Cancer colorectal

El cancer de intestino grueso o cancer colorrectal (CCR) es en la actualidad un
problema importante por su alta incidencia y su alta mortalidad en humanos. De hecho, la
mitad de la poblacion mundial desarrolla antes de los setenta afios de edad un adenoma en
el colon, y uno de cada diez casos progresa a carcinoma. Asi el CCR constituye el segundo
en incidencia y mortalidad en Argentina y uno de los mas importantes del mundo con medio
millon de muertes y un millén de nuevos casos diagnosticados cada afio (Gloeckler et al.,
2003; Meyerhardt et al., 2005).

Los datos sobre incidencia apuntados anteriormente, indican que en la susceptibilidad
al CCR influyen tanto factores alimenticios (dieta rica en grasas y proteinas y pobre en fibra
y vegetales, fundamentalmente), como el progresivo envejecimiento de la poblacion.
Aunque el factor hereditario tiene escaso impacto en la incidencia poblacional (menos de
un 5% de los casos de CCR). No obstante, se han descrito ciertos sindromes hereditarios
como son: la Poliposis Adenomatosa Familiar, relacionado con mutaciones en los genes
supresores de tumores APC o p53 y el Cancer de Colon Hereditario No Polipésico o
Sindrome de Lynch, relacionado con mutaciones en genes de reparacion (Benito et al.,
2006). Los avances en la biologia molecular asi como el conocimiento de los mecanismos
de accion de los diferentes farmacos antineoplasicos, han puesto de manifiesto la relacién
entre determinados factores moleculares y bioldgicos con la agresividad, la capacidad de
proliferacién y la diferenciacion tumoral, la migracion, la adhesion, la invasion, la capacidad

apoptética, las funciones inmunes y la respuesta al tratamiento en el CCR avanzado. Los
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antineoplasicos que se utilizan para el tratamiento del cancer colorrectal se presentan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Medicamentos antineoplasicos contra
CCR.

Medicamento Blanco de acciéon

5 fluoruracilo, Tomudex, Capecitabina,
Tegafur, Ftorafur, Multitarget-antifolate Inhibidor de Timidilato Sintasa (TS).
(MTA), BOF-2

Oxaliplatino, Topotecan (TPT), Irinotecan

(CPT-11) Inhibidor de ADN-Topoisomerasa |

Inhibidor del factor de crecimiento del

Bevacizumab (Avastin .
( ) endotelio vascular (VEGF)

Uno de los principales obstaculos en el tratamiento de esta neoplasia es el fenotipo
de resistencia a los diferentes farmacos antineoplasicos que conducen a una pérdida de
eficiencia de los mismos. La mayoria de los tumores de colon son intrinsecamente
resistentes a la quimioterapia, lo cual limita susceptiblemente su tratamiento. La
quimioterapia sistémica, utilizando los agentes estandares, presenta una tasa de respuesta
objetiva (parciales o completas) inferior al 40%.

Estos factores impulsan la busqueda de nuevos compuestos mas efectivos y menos
dafiinos para el organismo humano que tengan como objetivo inhibir el crecimiento de las
células tumorales y modular otros blancos moleculares que potencian la actividad tumoral
en estas células, como ser moléculas que se expresan en los entornos inflamatorios o que

contribuyen a la migracion e invasion celular.
2.3.1. Anti-inflamatorios no esteroideos

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo de farmacos que
comparten una serie de caracteristicas clinicas y farmacolégicas a pesar de ser
guimicamente diferentes, en la actualidad se los conoce mas por el acronimo AINES, para
diferenciarlos de los glucocorticoides, el otro gran grupo de farmacos usados para el
tratamiento de la inflamacion. El principal mecanismo de accion de estos farmacos es la
inhibicion de la actividad de la enzima ciclooxigenasa, las cuales catalizan la sintesis de
prostanoides (Sabichi et a.l, 2004).

La aspirina, acido salicilico, es el inhibidor enzimatico mas conocido de las COXs,
usandose tradicionalmente para combatir dolor, fiebre e inflamacion. Su propiedad mas

caracteristica es la poca especificidad a la hora de inhibir tanto la COX-1 como la COX-2,
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blogueando la produccién de PGs tanto en procesos patoldgicos como en procesos
fisiolégicos, pudiendo causar serios dafios gastrointestinales (Thun et al., 1993).
Recientemente se han desarrollado nuevos AINESs, que inhiben de forma selectiva COX-2
como el Celecoxib y Rofecoxib (Pinheiro et al., 2002). Dado que la COX-2 es capaz de
modular distintas vias de sefializacion asociadas con a la progresion tumoral (Figura 5), los
inhibidores de COX-2 son menos téxicos y mas especificos y por lo tanto son mas
adecuados como agentes quimiopreventivos.

En particular se sabe que la incidencia del CCR estd asociada a procesos
inflamatorios y recientemente se ha reportado que existe una clara relacién entre
microambiente inflamatorio y desarrollo tumoral (Sutcliffe et al., 2013a y 2013b). Varios
trabajos han descripto que los AINES son propuestos como quimiopreventivos contra CCR
(Ricchi et al., 2003). Por esta razén es importante motivar la busqueda de nuevos
compuestos que presenten esta selectividad por la inhibicion de la COX-2 sin afectar la
COX-1y que sean seguros para el uso, en pacientes que sufren de inflamaciones croénicas,

como es el caso del cancer colorrectal.

Produccion
de mutagenos

y radicales libres |

| Apoptosis 1 Angiogénesis !
BAX, BAD 1 Migracién de células
Bcl-2, Belxl 4 Iinhibidores endoteliales |

Secrecién de VEGF |

Apoptosis en las
células endoteliales 1

Caspasa3y9 ! de la COX-2

Inhibicion de AKT

Reactividad antitumoral T Proliferacion |
Proliferacion de células T 1 Células tumorales y endoteliales
Presentacidon de antigenos T Detencion del ciclo celular

Figura 5. Efectos antitumorales de inhibidores de la COX-2. Los inhibidores de COX-2
afectan ciertos procesos celulares: disminuyen la produccion de mutagenos y radicales libres,
disminuyen los procesos de la angiogénesis, disminuyen la proliferacion y aumentan la
reactividad antitumoral y la apoptosis celular.

2.3.2. Quimioprevencion

La quimioprevencién se puede definir como una via de prevencion contra la aparicion
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de ciertas enfermedades, mediante la ingesta de uno 0 mas compuestos de origen natural,
guimico o sintético (Siddiqui et al., 2008). La quimioprevencion es una alternativa que
puede complementarse durante la ingesta diaria de alimentos. Numerosos estudios
epidemioldgicos han relacionado el consumo de frutas y verduras con un menor riesgo de
contraer cancer (Aggarwal et al., 2006; McCullough et al., 2011).

La dieta estd considerada como uno de los mayores factores etiolégicos en el
desarrollo del CCR. Sin embargo, determinar la relacién entre la dieta y el cancer es dificil
debido al largo intervalo requerido para el proceso de la carcinogénesis (Park et al, 2005).
Lo recomendado actualmente para prevenir este tipo de cancer es disminuir el consumo de
carnes rojas y grasas, las cuales aumentan la produccion de &cidos biliares en el
organismo y que a su vez pueden inducir hiperproliferacion de la mucosa intestinal, y
alterarse asi diversos genes asociados con la transformacién neoplasica de las células
colénicas como el AP-1(“activator protein 1”) (Glinghammar et al., 1999). Asi el aumento de
la ingesta de productos de origen vegetal como fibras, frutas y verduras, podrian prevenir y

apalear el desarrollo del cancer colorrectal.

2.4. Compuestos antitumorales de origen vegetal

Historicamente, el desarrollo de la farmacologia estuvo intimamente ligado a la
farmacognosia, es decir al reconocimiento y la descripcion de los productos naturales con
capacidad de sanar. Entre las fuentes naturales mas comuUnmente utlizadas se
encontraban los mismos organismos que eran utilizados para la alimentacién, como los
hongos y las plantas. Con el advenimiento de la medicina moderna, acompafado por
nuevas técnicas de andlisis de actividad bioldgica y purificacion de compuestos bioactivos,
uno de los mayores logros ha sido aislar y caracterizar las drogas responsables de la
actividad farmacoldgica, provenientes de fuentes naturales.

Los compuestos bioactivos provenientes de una planta medicinal, son ciertas
moléculas orgénicas de bajo peso molecular sintetizadas por la planta, responsable de una
o varias actividades biol6gicas. En su conjunto, las plantas producen una gran diversidad
de productos naturales de bajo peso molecular, la cual abarca alrededor de 1 x 105
compuestos organicos, conocidos como metabolitos secundarios.

Los metabolitos secundarios se distinguen de los intermediarios del metabolismo
primario, por que generalmente no son esenciales para los procesos metabdlicos basicos
de la planta. Los metabolitos secundarios se clasifican en tres grupos quimicos principales:

productos secundarios nitrogenados, terpenos, y compuestos fendlicos (Taiz et al., 2002).
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La gran variedad de estos compuestos cumplen en las plantas diversos roles ecolégicos
como combatir y crear resistencias contra microorganismos e insectos patégenos, y
favorecer la integridad de las plantas que se encuentra en continua exposicién a factores
ambientales de estrés como ser radiaciones ultravioletas y altas temperaturas. Dichos
compuestos se hallan en la totalidad de los alimentos procedentes de las plantas como ser
verduras, legumbres, frutas, frutos secos y bebidas como vino, cerveza, cacao, café e
infusiones de plantas aromaticas y medicinales (Kliebenstein et al., 2004; Lambert et al.,
2005).

En la actualidad, una gran cantidad de drogas de distinto origen se comercializa como
productos farmacéuticos. Un censo realizado por la Auditoria de Prescripciones Nacionales
de los Estados Unidos sefiala que 1 de cada 4 drogas prescriptas como medicamentos
posee uno a mas principios activos de origen boténico (Kumar et. al. 2004). La Tabla 2
muestra metabolitos secundarios aislados de plantas capaces de modular blancos

moleculares en diferentes tipos celulares.

Tabla 2. Compuestos vegetales con actividad antineoplasica

Droga Blanco Efecto Referencia

Quercetina | Proteinas tirosina
Genisteina | quinasas (PKT)

Proteina quinasa C Inhibicién de las vias de Lin et al., 2004.
Apigenina | (PKC) y enzimas de la | transduccion de sefiales
Curcumina | ruta de metabolizacién
del acido araquidénico

Ge_nlste_lna, Células Qe Ieuc_em_hj:l 5 _ o Choi et al., 2001.
lapigenina, | HL-60, diferenciacion a | Induccién de la diferenciacion Mata-Greenwood et
luteolina granulocitos y celular al., 2001

guercetina Mmonocitos

Inhibidores de la polimerizacién

Vincristina , - Margolis et al.,

Vimblastina 6 desestabilizantes de 1977.
Microtubulos microtubulos

Taxol Potenciadores de la Xiao et al., 2006

polimerizacion o estabilizantes

Ciertos compuestos vegetales poseen accion sobre diferentes procesos involucrados
en la progresion tumoral lo que puede conducir a su potencial uso como agentes
citostdticos en las Ultimas etapas de la carcinogénesis méds que como elementos

preventivos de las primeras fases (Heinrich et al., 2006; Fresco et al., 2010).

2.4.1. Inhibicién de la fase invasiva
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La posibilidad de bloguear el crecimiento tumoral por inhibicion de la angiogénesis
representa uno de los objetivos primordiales en el tratamiento de tumores sélidos. Las
MMPs, los factores de crecimiento angiogénicos y sus receptores son los principales
objetivos para la inhibicion de la angiogénesis. Por ejemplo, se ha reportado que el galato
de epigalocatequina (EGCG), uno de los flavonoides del té verde, es un potente inhibidor
de la MMP-2 y MMP-9 y de la quinasa de adhesion focal (FAK) que inhibe la invasion y

metastasis de las células cancerigenas (Zhen et al., 2006).
2.4.2. Apoptosis

La supervivencia de un organismo multicelular depende del balance entre la vida y la
muerte de sus células. La apoptosis 0 "muerte celular programada" se puede definir como
el conjunto de reacciones bioguimicas que tienen lugar en la célula, que concluyen con la
muerte de la célula de una forma ordenada y silenciosa, sin producir ningun tipo de
reaccion en los tejidos. La apoptosis es un proceso de autodestruccion celular controlada
que permite al organismo su correcta morfogénesis y la eliminacion de las células que
amenacen su supervivencia ademdés de ser necesaria para evitar la sobreproduccién
celular. La muerte celular programada es parte integral del desarrollo de los tejidos tanto de
plantas como de animales pluricelulares. La célula apoptética rdpidamente es fagocitada
por macrofagos o por células vecinas debido a la exposicion de marcadores de fagocitosis
en la superficie celular como la fosfatidilserina, evitando la exposicion del material
intracelular al sistema inmune que podria desencadenar una respuesta inflamatoria. La
célula apoptoética sufre una serie de cambios morfolégicos y bioquimicos caracteristicos
(Zhen et al., 2006):

» Cambios morfolégicos: la membrana plasmética se altera, existe una pérdida de
estructura de la superficie celular, disminuye el volumen celular y se produce la
condensacion del citoplasma. Ademas se produce la pérdida de organulos principalmente
mitocondrias, el engrosamiento del reticulo endoplasmico, alteraciones en la membrana
nuclear, asi como condensacién y fragmentacion nuclear dando lugar a la formacion de los
llamados cuerpos picnéticos 6 apoptdéticos.

» Cambios bioquimicos, entre los mecanismos que se barajan se encuentra: la
disminucion de las EROs, la regulacion de la expresion de proteinas de choque térmico, la
modulacion de las vias de sefalizacion, la inhibicion de la actividad de la topoisomerasa /I,
la liberacion de citocromo ¢ con la subsiguiente activacion de las caspasas-3 y -9, la
represion de proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 y Bcl-xL y aumento de la expresion de

Bax y Bak (proteinas proapoptéticas), activacion de la endonucleasa G y la supresién de la
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proteina Mcl-1. La induccién de la rotura del ADN y la fragmentacién proteica es otro
posible mecanismo.

La pérdida de regulacién de la apoptosis es un factor critico en la oncogénesis. La
induccion de la apoptosis de células tumorales o el impedimento de su inhibicion son
hipotéticos mecanismos antitumorales de algunos compuestos vegetales.

Estas evidencias demuestran que la naturaleza provee gran cantidad de metabolitos
de origen vegetal con actividad farmacoldgica de utilidad para combatir el crecimiento de
células tumorales, por esta razén es pertinente aislar y caracterizar los compuestos

bioactivos de un extracto vegetal y estudiar sus mecanismos de accion.

2.5. Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis L., conocido tradicionalmente como romero, es un arbusto
lefloso aromatico de hojas perennes y muy ramificado, perteneciente a la familia Labiatae
(ex Lamiaceae) (Figura 6). Las plantas maduras alcanzan alrededor de un metro de alto.
Los tallos jévenes son tiernos y se vuelven lefiosos al madurar. Las hojas, pequefias y muy
abundantes, son simples, enteras y lineales. Se disponen de forma opuesta y son ademas
sésiles y coriaceas, con los bordes hacia abajo y estan cubiertas de glandulas secretorias
gue liberan compuestos responsables del caracteristico aroma de esta especie.

Las flores son pequefias, de unos 5 mm de largo. La corola es de una sola pieza
bilabiada, y presenta coloracion en tonos celeste, lila, rosa o blanco. Son flores axilares,
gue nacen como ramilletes a partir de los meristemas ubicados en la zona de unién de la
hoja con el tallo y se localizan por lo general en la cima de las ramas. El fruto es un
tetraquenio de color marrén pardo. La floracién se da dos veces al afio, a comienzos de

otofio y a finales de primavera.
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Figura 6. Rosmarinus Officinalis L. A Cultivo de R. officinalis. B Aspecto general de la
inflorescencia, imagen extraida de internet.

R. officinalis crece en regiones secas y calidas, adaptandose muy bien a los suelos
pobres. Estas regiones abarcan zonas litorales y de baja montafia (laderas y collados),
desde la costa hasta 2,800 metros de altitud. Su distribucidon geografica comprende
principalmente el sur de Europa, especialmente el &rea Mediterranea, de donde es
originario. En Argentina crece mayormente en las provincias de San Luis, Coérdoba, y del
Noroeste.

Entre los principales metabolitos secundarios aislados de las hojas de la planta de R.

officinalis, se encuentran:

Terpenoides: se destaca el diterpeno fendlico, &cido carndésico (Figura 7A), que es
convertido por oxidacién a carnosol. A su vez, el carnosol puede ser oxidado a otros
diterpenos triciclicos como el rosmanol, el epirosmanol y el 7-metilepirosmanol. También se
encuentran presentes triterpenos como el acido ursélico y el &cido oleandlico.
Flavonoides: Los principales compuesyos son las flavonas como la hesperidina y la
genkwanina (apigenina 7-metil ether) y los glicosidos de flavonas, como la fegopolina.

Acidos fenoélicos: Principalmente el acido rosmarinico (Figura 7B), cuyo precursor
es el 4cido caféico y otros derivados como el acido clorogénico, acido sinapico, acido p-

cumarico y acido ferdlico.
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Figura 7. Estructuras quimica. A Acido Carnésico. B Acido Rosmarinico.

Aceites esenciales: Comprenden un conjunto de terpenos volatiles, obtenidos por
destilacion. Las hojas contienen una composicidbn muy variable de aceites esenciales,
dependiendo de las condiciones de cultivo y el estado de desarrollo en el que la planta es

cosechada. Los componentes principales son 1,8-cineol, a-pineno y alcanfor, entre otros.
2.5.1. Farmacologia de R. officinalis

La actividad antioxidante es una de las propiedades més importante que presentan
los extractos de las hojas del romero, tal es asi que su accion es comparable con los
antioxidantes sintéticos hidroxianisol butilado (BHA, del inglés “butylated hydroxyanisole”) y
hidroxitolueno butilado (BHT, del inglés “butylated hydroxytoluene™) (Edwin et al., 1996). El
extracto de romero presenta gran cantidad de diterpenos, y se ha reportado que tienen la
capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica de mitocondrias y microsomas en rifiones de
ratas, accion que demuestra la habilidad de estos compuestos para proteger tejidos contra

el dafio oxidativo (Hiroyuki H. et al., 1995). Otros estudios demuestran que los

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



componentes del extracto de romero presentan una importante accion antibiética contra
bacterias y hongos (Angioni et al., 2004; Moreno et al., 2006; Fu et al., 2007; Barni eta al,
2009). Una de las actividades mas importantes que presenta el extracto de romero,
descriptas hasta el momento, es su accion atitumoral sobre el crecimiento de lineas de
melanoma humanas (Russo et al., 2009), y junto con derivados de la vitamina D se
demostré su capacidad antitumoral en un modelo murino de leucemia mieléide (Sharabani
et al., 2006). Esta capacidad de inhibir el crecimiento de células tumorales se ve
acompafiada de otras actividades que presentan el extracto como la ya mencionada accion
antioxidante (Cheung et al., 2007; Parmar et al., 2011) o anti-inflamatoria (Peng et al.,
2007).

Recientemente se reportd que el &cido carndsico inhibe la produccién de IL6, IL8 y
gue ademas, disminuye la produccion de 6xido nitrico, TNF-[J y la prostaglandina E2 de
macro6fagos murinos (Oh et al., 2012).

El extracto de romero sin diluir se ha observado que causa irritacion moderada,
aplicado directamente en piel de conejos, en ensayos de determinaciones antiinflamatorias
(Newall et al., 1996). Sin embargo diferentes estudios han demostrado que los extractos y
aceites de romero presentan baja toxicidad y pueden actuar como antimutagénicos
(Lemonica et al., 1996).

Toda la evidencia cientifica reportada hasta ahora, indica que las diferentes acciones
biolégicas de los extractos de romero son debidas a la presencia de diversos compuestos
del extracto capaces de modular diferentes blancos moleculares dentro de las células
eucariotas y procariotas. Por esta razén es interesante, a los fines de este trabajo de tesis,
identificar individualmente los bioactivos presentes en el extracto de romero que presentan

una potencial actividad antitumoral y ant-inflamatoria.

2.6. Antecedentes del trabajo de tesis

2.6.1. Acido carnésico, accion antitumoral y anti-inflamatoria

El 4cido carndsico es uno de los componentes mayoritarios del extracto de hojas de la
planta de romero, y es considerado un potente antioxidante (Munné-Bosch et al., 2001).

En los ultimos afios mediante estudios farmacolégicos se ha demostrado que el &cido
carndsico es capaz de inhibir la proliferacion y aumentar la diferenciacion de la linea celular
leucémica humana, HL60-G, arrestando el ciclo celular o induciendo la apoptosis celular
(Steiner et al., 2001; Danilenko et al., 2001; Danilenko et al., 2003). También, se reportd

gue el compuesto en combinacién con otros polifenoles de plantas alimenticias como
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clurcuma inhibié la actividad de las proteinas caspasas 8, 9 y 3 y de la proteina
proapoptoética Bid en las lineas leucémicas humanas HL-60 y KG-1a, postulando su uso
potencial en el tratamiento y/o prevencién de leucemia mieloide aguda (Pesakhov et al.,
2010). También, el acido carnésico es capaz de modular transportadores de drogas en la
linea HL60 (Xiao-Ning et al., 2008). Ademas de la accion antiproliferativa, el compuesto
vegetal es capaz de ejercer otras acciones farmacolégicas sobre células normales. Sobre
la linea celular HUVEC (“Human Umbilical Vein Cells”), previamente estimulada con IL-1B y
tratada con &cido carndsico se demostrdé una significativa inhibicion de la expresion de
moléculas de adhesion y la adhesion de estas a la linea de células endoteliales, U937 (Ya-
Mei et al., 2009). También es capaz de reducir la migracion celular de la linea celular
HASMC (Human Aortic Smooth Muscle Cells) por la inhibicién de la expresion y actividad
de la metaloproteasa-9 (Yu et al., 2008). Otra actividad que presenta el 4cido carndsico es
una clara accién anti-inflamatoria pues es capaz de inhibir la enzima 5- lipoxygenase en
leucocitos polimorfonucleares humanos (Poeckel et al., 2008).

Se sabe muy poco sobre la actividad antiproliferativa del &cido carndsico sobre
células de cancer colorrectal. Visanji et al., (2006) reporto en la linea celular Caco-2, que el
compuesto arresta el ciclo celular en la fase G2/M, sin embargo sus resultados muestran
que el &cido carndsico produce una leve reduccion de los niveles de ciclina A y una
alteracion parcial de los niveles de ciclina B. Por lo tanto, hasta el dia de hoy no se conoce

exactamente el mecanismo de acciéon antitumoral del acido carnésico sobre CCR humano.

2.7. Trabajos previos del laboratorio

Reportamos efectos anti-inflamatorios topicos, de un extracto etandlico de romero con
alto contenido de acido carnésico y del compuesto puro aislado de hojas frescas de R.
officinalis L., sobre la inflamacion inducida por forbol 12-miristato 13 acetate (PMA) en dos
modelos de inflamacién aguda en ratén (Mengoni et al., 2011). En el mismo trabajo se
reporté la regulacion diferencial en la expresion de genes asociados con inflamacién in
Vvivo, en la piel del ratén. Se encontré también que el diterpeno aislado redujo la expresion
de IL-1B, TNF-a e inhibié selectivamente la COX-2 pero no la COX-1. In vitro, el extracto
etandlico inhibié la produccion excesiva de 6xido nitrico en la linea celular de macréfagos
murinos RAW 264.7. Se realizaron otros trabajos en el laboratorio en donde se estudiaron
los efectos del extracto de R. Officinalis, con alto contenido de acido carnésico y ademas el
compuesto puro, sobre la proliferacion y diferenciacion celular de una linea normal murina
3T3-L1 con el fin de identificar bioactivos que afecten las funciones de proliferacion y/o

diferenciacion en células de mamiferos. Se demostré que el 4cido carndésico inhibié in vitro

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



la proliferacion de la linea celular normal 3T3-L1 murina sin presentar efectos citotoxicos
significativos (Gaya et al., 2013). Se disponia de ensayos preliminares llevados a cabo in
vitro para investigar el efecto antiproliferativo del R officccinalis sobre células de céncer
colorrectal humano. Utilizando la linea celular Caco-2 se observé que el extracto vegetal
disminuyé la proliferacion de manera dosis dependiente y luego del tratamiento durante 5
dias presenté una DE50= 25 ug/ml. Ademas, se encontré que 20 ug/ml del ER no afecto la
viabilidad de fibroblastos murinos 3T3-L1 luego de 7 dias de tratamiento (Altamirano et al.,
2006).

Los resultados obtenidos, previos a este trabajo de tesis, sugirieron que los extractos
de R. officinalis con alto contenido de acido carnésico tendrian gran potencial para
comenzar a investigar las acciones antiproliferativas y antitumorales de los mismos sobre
células de CCR.
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3. Hipotesis y objetivos

3.1. Hipétesis

El acido carndsico es uno de los principales constituyentes de las hojas de Rosmarinus
officinalis, hierba utilizada en la dieta humana. En los dltimos afios se ha observado que
ademas de su alta capacidad antioxidante presenta importantes acciones farmacoldgicas. El
acido carnésico es referido en trabajos cientificos como compuesto antiproliferativo sobre
ciertas células leucémicas, presenta la capacidad de inhibir la adhesion y la migracion de
ciertas células normales, ademas exhibe claros efectos anti-inflamamtorios sobre células de
mamiferos. Por lo tanto, en este trabajo doctoral se pone a prueba la hipétesis de su
capacidad para modular procesos involucrados en el desarrollo tumoral en CCR como ser:
proliferacién, adhesion, migracion e invasion celular.

La confirmacion de dicha hipotesis tendria importantes implicancias para considerar al

acido carndsico como un potencial agente terapéutico contra el cancer colorrectal.

3.2. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral es estudiar los efectos del acido
carnésico, principal bioactivo de la planta de Rosmarinus Officinalis L., sobre lineas celulares
de carcinoma colorrectal (CCR) de origen humano.

3.2.1. Objetivos particulares

e Evaluar in vitro la capacidad antiproliferativa de un extracto de romero y de sus principales

bioactivos: el acido carnésico y el acido rosmarinico, utilizando lineas celulares de CCR

humano.

e Estudiar el efecto del acido carnésico sobre procesos celulares involucrados en la

tumorigénesis de lineas celulares de CCR. Entre los procesos a estudiar se evaluaran: la

apoptosis, la adhesidn, la migracion y la invasion celular.

e Investigar si el acido carnésico es capaz de modular posibles blancos moleculares

involucrados en procesos tumorales. Entre ellos, proteinas que degradan la matriz

extracelular, y proteinas involucradas en adhesién, migracion e invasion celular.

Evaluar el efecto del &cido carndsico sobre la enzima COX-2, proteina involucrada en
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procesos inflamatorios y asociada al desarrollo tumoral en CCR.

e Analizar los efectos téxicos de un extracto de romero rico en &cido carnésico, y del

compuesto puro, in vivo.

e FEvaluar la eficacia antitumoral del acido carnésico sobre un modelo murino.
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4. Materiales y métodos

4.1. Material vegetal

El material vegetal, hojas de R. officinalis L., fue cosechado en marzo del 2008 en el
Valle de Lerma (Salta, Argentina). Se prepard un extracto etandlico como se describié en
Moreno et al., 2006. El proceso se realiz6 a partir de hojas secas de plantas de romero, las
cuales se molieron en mortero y por destilacion se separaron los aceites esenciales de los
componentes no volatiles. Luego se realiz6 una extraccion, utilizando etanol como solvente,
sobre el residuo no volatil, producto de la destilacion. Finalmente, para el proceso de
almacenamiento, el solvente utilizado fue eliminado por evaporacion y posterior liofilizacion,
obteniéndose un residuo sdlido finamente particulado que fue fraccionado y almacenado a -
20°C hasta el momento de su uso. Nos referiremos en la presente tesis a este material,
como extracto de romero (ER).

Los compuestos fendlicos puros: &cido rosmarinico (AR) y acido carndsico (AC),
obtenidos a partir de R. officinalis, fueron comprados a Alexis Biochemicals Co., (USA).

El ER, el AC y el AR se disolvieron en etanol 100% antes de cada experimento y
luego se diluyeron a las concentraciones de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 y 256 ug/ml en medio
de cultivo, obteniéndose una concentracion final de etanol 0,01%. Para todos los ensayos

realizados se realizé el control sin compuesto, etanol 0,01%.

4.1.1. HPLC: caracterizacion del extracto de romero

El contenido de compuestos fendlicos del ER, fue analizado mediante HPLC (del
inglés “High Performance Liquid Chromatography”) utilizando la metodologia previamente
empleada en el laboratorio (Moreno et al., 2006). El ER seco se resuspendi6 en etanol a
una concentracion final de 2,5 mg/ml, luego la solucion se centrifugo a 5000 rpm
(revoluciones por minuto) durante 15 min a temperatura ambiente, y se filtré la muestra por
membrana 0,45. A partir de esta solucién de ER se aisld y se identifico al AC y al AR, para
ello se utilizé6 un equipo de HPLC (LKB Bromma) equipado con detector de arreglo de
diédos y una columna analitica Luna C18 de 250 mm x 4,6 mm (Phenomenex; USA),
empleada como fase estacionaria. La fase movil utilizada para la separacion, consistié en
un gradiente (5 a 100%) de acetonitrilo: agua (acido acético 3%, v/v) y se utilizé un flujo de
1 ml/min, el volumen de inyeccién de cada muestra analizada fue de 20 pl.

Para identificar los compuestos fendlicos mayoritarios (AR y AC) del ER se utilizaron
estandares de los compuestos puros comerciales, y se compararon los correspondientes
tiempos de retencion, y de este modo los compuestos de interés del ER pudieron ser
cuantificados. La deteccion del AC se realizé a una longitud de onda de 280 nm y la del AR
a 330 nm, a dichas longitudes de onda se registran las &reas maximas de absorbancias
para los respectivos compuestos.
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4.2. Lineas celulares de adenocarcinoma de colon humanas

Las lineas celulares de cancer colorrectal (CCR) utilizadas fueron:

e Lla linea celular Caco-2, la cual proviene de células epiteliales humanas

heterogéneas de adenocarcinoma colorrectal, extirpado de un hombre de raza
caucésico. Estas células fueron utilizadas por el Instituto Sloan-Kettering para la
investigacion del céncer llevada a cabo por el Dr. Jorgen Fogh. Presentan

morfologia epitelial y presenta mutaciones en los oncogenes p53, K-ras.

e La linea celular HT29, fue aislada de un tumor primario de colon en el afio

1964 por Dr. Jorgen Fogh. El tumor extirpado de una mujer de raza caucésica,
era un adenocarcinoma de colon moderadamente diferenciado de grado II.
Esta linea presenta morfologia epitelial, produce CEA (carcinoembryonic antigen)
en cultivo, presenta una mutacion en el gen p53 en el codon 273, es positiva para
la expresion de los oncogenes c-myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb y no expresa p21,

no presentan inestabilidad de microsatélites (fenotipo RER negativo).

e La linea celular LoVo, fue aislada de un tumor metastasico de colon en el afio

1971. El cultivo fue aislado de un nddulo metastasico en la region supraclavicular
izquierda de un varbn de raza -caucasica diagnosticado como un
adenocarcinoma de colon. Esta linea presenta morfologia epitelial, tiene el gen
p53 silvestre (wild type), es positiva para la expresion de los oncogenes c- myc,
K-ras, H-ras, N-ras, Myb y presenta inestabilidad de microsatélites (fenotipo RER
positivo).

Las células de CCR de la tres lineas evaluadas, fueron crecidas en medio de cultivo
completo, compuesto por: medio de cultvo DMEM (GIBCO, Invitrogen, USA) y HyQ
Ham’s/F-12 (HyClone, Thermo Scientific, USA), suplementado con 10% suero fetal bovino
(SFB) (Internegocios, Argentina), 100 [Ig/ml estreptomicina y 100 U/ml penicilina-G. Se
incubaron las células a 37°C y a 5% CO2. Las células se crecieron hasta un 70% de
confluencia y se subcultivaron de 2 a 3 veces por semana, para permitir el desprendimiento
celular de la placa se utilizé 0,25% tripsina-EDTA (GIBCO, Invitrogen, USA).
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4.3. Actividad antitumoral in vitro
4.3.1. Viabilidad celular

Se evalu6 la viabilidad celular de las tres lineas CCR tratadas con ER, AC y AR,
mediante el reactivo MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4- sulfofenil)-
2H-tetrazolium) con el acoplante de electrones, PMS (metosulfato de fenazina) (Promega,
USA). El MTS es reducido por el metabolismo celular al producto formazan el cual da un
coloreado violeta con un maximo de absorbancia a 492 nm (Figura 8).
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Figura 8. Reaccion del reactivo de MTS para determinar viabilidad celular. A Estructura
del MTS y de su producto formazan. B Espectro de absorbancia del MTS/formazan luego de
la biorreduccion por células K562. Adaptado de Promega Co. Technical Bulletin #TB169.

Para los ensayos de viabilidad celular se sembraron las células, Caco-2, HT29 y LoVo
independientemente en microplacas de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 1 x 104
células/pocillo (conteo mediante camara de Neubauer). Luego de 24 hs, las células fueron
lavaron con 20 ul de buffer fosfato (PBS) y se procedio a colocar el medio de cultivo con los
correspondientes tratamientos de ER, AR o AC (rango de concentraciones de 0-128 ug/ml)
se prepar0 paralelamente el control 0,01% de etanol, y se incubaron las células durante 24
hs a 37°C y a 5% CO2.

Luego del tratamiento, se lavaron las células dos veces con PBS y el medio de cultivo
se reemplazé por un medio preparado con MTS-PMS (333 pg/ml MTS y 25 uM PMS), se
incubaron las células durante 2hs para dar lugar a la reaccion de MTS y luego se determind
la viabilidad celular de las células tratadas, mediante la lectora de microplacas (Beckman
Coulter DTX880 Multimode Detector). La absorbancia se determiné a 595 nm en lugar de
492 nm para disminuir el nivel basal de absorbancia del medio de cultivo per se,
habiéndose verificado previamente que a esta longitud de onda se mantiene la relacion
lineal entre la absorbancia y el nimero de células viables. Cada ensayo se realizd por
triplicado y en dos experimentos independientes.
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4.3.1.1. Dosis Efectiva que inhiben el 50% de la viabilidad celular (DE50)

Se determinaron las dosis efectivas que inhiben el 50% de la viabilidad celular (DE50)
de las tres lineas CCR tratadas individualmente con ER, AC y AR mediante los resultados
obtenidos en el ensayo de viabilidad celular y se utilizé para ello el software Microcal Origin
6.0 Proffesional.

El andlisis estadistico de diferencias significativas entre tratamientos se realizé con el

programa Infostat, utilizando la funcién “Test de Student para muestras independientes”.

4.4 Apoptosis celular

4.4.1. Microscopia de fluorescencia

La células Caco-2 fueron sembradas en microplacas de 24 pocillos (3 x 104) con 500
pl de medio de cultivo completo, se incubaron a 37°C y 5% CO2 hasta un crecimiento en la
placa del 50 % de confluencia. Luego las células se trataron con AC (rango de
concentracion de 0-128 ug/ml) durante 24 hs, se lavaron con PBS dos veces y se fijaron a
con 4% formaldehido en PBS durante 1h. Luego se lavaron los pocillos dos veces con
H20bd, se colocé por pocillo 300 ul de PBS y se incubaron las placas durante 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente las células se tifieron con 300 uL de DAPI (Molecular
Probes, USA) (30 nM en PBS) durante 5 min en oscuridad. Las células fijadas y tefiidas
fueron observadas por microscopia invertida de fluorescencia (Axiovert 135M, Zeiss) y se
fotografiaron con camara de alta resolucién. Se tomaron fotografias de 3 campos por placa
y se determinaron los porcentajes de células apoptoéticas totales, se compararon con el
ndamero total de células control (100 a 300 células). Cada condicion fue ensayada por
duplicado. La tincién con el fluor6foro DAPI permite identificar células apoptéticas, entre los
cambios morfolégicos que el fluordforo permite evidenciar se puede observar por
microscopia la condensacion de la cromatina, la pérdida de la arquitectura nuclear normal y
la formacion de cuerpos apoptéticos.

La fosfatidilserina que se expone a la superficie de las células apoptoéticas, fue
detectada por la proteina de unién a fosfatidilserina AnnexinA V conjugada con Cy3.18
utilizando el kit de deteccion de apoptdsis Annexin V-Cy3 (Sigma Aldrich, USA).

Las células Caco-2 (3 x 104) se sembraron en microplacas de 24 pocillos y se
incubaron durante 24 hs, luego las células fueron tratadas con AC (DE50) durante 24 hs,
con su respectivo control. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con 50 pl
de la solucion de tincién doble (conteniendo 1 mg/ml de AnnCy3 y 100 mM 6-
carboxyfluoresceina diacetato) durante 10 min a temperatura ambiente en oscuridad. Las
células luego fueron lavadas 3 veces con 50 ul de buffer de uniéon y seguidamente se

observaron en microscopio confocal y de fluorescencia (LSM 5 Pascal, Axioplas 2 Imaging).
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La combinacién de 6-carboxyfluorescein diacetate (6- CFDA) con Cy3-conjugated annexinV

permite la diferenciacién entre células vivas (verde), necréticas (rojo), y apoptoticas (verde

y roja).
4.4.2. Citometria de flujo

Las células Caco-2 fueron sembradas en microplacas de 24 pocillos a una densidad
de 5 x 105 células/ml, se incubaron 24 hs y se trataron con AC (ED50) durante 24 hs al
igual que las células control. Las células se lavaron 2 veces con PBS, se tripsinizaron, se
centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min. Se descarté el sobrenadante y se resuspendio el
pellet celular con 2 ml de buffer de union, y nuevamente se centrifugaron las células a 5000
rpm durante 5 min descartando el sobrenadante y luego las células se resuspendieron en
250 pl de solucidon de tincion Annexina V- FITC/ loduro de propidio del kit comercial
(Biovision, USA) y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente en oscuridad, las
células nuevamente se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min, se descartd el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 2 ml de buffer de unién. Finalmente las células
se resuspendieron nuevamente en 1 ml de buffer de union y se analizaron las células por
citometria de flujo (Flow citomer, BD FACSCALIBUR), los parametros de medicion fueron
ajustados con el fin de disminuir los agregados y restos celulares que interfieren con la
lectura de los eventos celulares. Se analizaron un minimo de 5000 eventos para cada

muestra y se analizaron los resultados mediante el software

4.5. Capacidad invasiva de la célula

4.5.1. Adhesion celular

Se evalué la adhesién celular de las células Caco-2 tratadas con AC, para ello se
utilizaron diferentes componentes de la matriz extracelular como sustratos de adhesion,
preparados y disueltos en PBS de la siguiente manera: SFB:PBS (1:4), Fibronectina 40
pg/ml o 40ug/mi Colageno Tipo .

Se sembraron 50 ul de cada sustrato independientemente en microplacas de 96
pocillos y se incubaron toda la noche a temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados con
PBS, y se bloquearon los pocillo con 100 ul de PBS 1% BSA, durante 2 hs a 37°C. Luego
los pocillos se lavaron con 100 pl PBS.

Por pocillo se sembraron 2,5 x 104 células/100 pl en medio de cultivo completo con
los respectivos tratamientos de AC (en el rango de concentraciones de 4 a 128 pg/ml),
también se realizé el control con 0,01% de etanol. Como control negativo se incubaron
pocillos con SFB. Cada tratamiento se realiz6 por sextuplicado. Se incubaron las placas a
37°C durante 1 h. Transcurrido ese periodo de tiempo se lavé cada pocillo suavemente con

50 ul de H20hbd, para retirar las células no adheridas al sustrato, luego se fijaron las células
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adheridas con 50 ul de metanol por pocillo. Se agregaron 60 pl de cristal violeta 0,1% en
agua y se incubaron las placas durante 10 min a temperatura ambiente. Se lavaron las
placas tres veces por inmersion suavemente en H20bd y se dejaron secar hacia abajo
sobre papel secante.

Las células se solubilizaron con 100 ul de 10% metanol- 5% acido acético, durante
10 min y luego se midi6 la densidad Optica en el Lector de microplacas a la longitud de
onda de 595nm. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el Test de Student.

El mismo ensayo se realizé pre-tratando las células con AC (4, 8, 16,32, 64, 128
pg/ml) durante 24 hs, luego los pocillos se lavaron y se incubaron las células con medio
completo sin tratamiento 1 h.

La morfologia celular se determind por microscopia 6ptica (Axiovert 135M, Zeiss). Se
tomaron fotografias de las células control y tratadas con AC (DE50) durante 1 h y pre-
tratadas durante 24 hs. Se cuantificaron las células adheridas a los distintos sustratos,

tomando como 100% de células adheridas, al control sin tratamiento.

4.5.2. Western Blot: deteccién de proteinas de los contactos focaleS

Se trataron monocapas celulares de la linea Caco-2 sembradas en placas de 35mm,
con AC (16 y 32 pg/ml) y como control células tratadas con 0,01% de etanol durante 2 hs.

Luego se lisaron las células con 100 pl tampodn de lisis RIPA (20 mM de Tris-HCI, pH
7,5, 150 mM de NacCl, 1% de Nonidet P-40, 0,5% de desoxicolato de sodio, 1 mM de EDTA
y 0,1% de SDS). Los lisados se mezclaron con tampén de siembra con 5% de B-
mercaptoetanol, se calentaron a 70°C durante 10 min. Luego se sembraron 50 pg de cada
extracto proteico en las calles de un gel de poliacrilamida al 13%. Se corrieron los geles a
temperatura ambiente, 60 min a 150 Volts, luego se transfirieron los geles a membranas de
PVDF durante toda la noche a 4°C con agitacion a 15 Volts. Se bloquearon las membranas
2 hs en solucién de bloqueo (PBS con 3% de leche desnatada y 0,05% Tween 20) en
agitacion, luego se lavaron con PBS 0,05% Tween 20 y se incubaron durante 16 hs a
temperatura ambiente, con los anticuerpos primarios de ratén diluidos en PBS-0,05%
Tween 20 (1:1000): anti-p130Cas (total), anti-Paxillin (total), anti-phospho-FAK (Y397) (BD
Transduction Laboratories) y anticuerpos de conejo: anti phospho-Paxillin  (Y118)
(Chemicon), anti phospho-FAK (Y861) (Cell Signaling), anti phospho-p130Cas (Y410)
(Biosource). Los anticuerpos fueron cedidos gentimente por el Dr. Osvaldo Rey
(Universidad de California, USA). Luego las membranas se lavaron extensivamente con
PBS-0,05% Tween 20 y se incubaron durante 3 hs con el anticuerpo secundario
horseradish peroxidase- conjugated: GE Healthcare diluido (1:5000) en PBS-0,05% Tween
20 a temperatura ambiente. Después de los lavados con PBS-0,05% Tween 20, las sefiales

en las membranas se detectaron utilizando el sustrato GE Healthcare. Se analizaron las
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imagenes mediante escaner (LAS-4000 mini Fujifilm Life Sciences) y se cuantificaron las

sefiales (Multi Gauge (Fujifilm Life Sciences).

4.5.3. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Para la deteccion de la Paxilina, proteina que forma parte de la estructura de los
contactos focales celulares, y de los microfilamentos de actina del citoesqueleto, se utilizd
IFI. Para ello se crecieron células Caco-2 sobre vidrio (cubreobjetos) 6 en cajas de plastico
de 35 mm vy se trataron con AC (32 pg/ml) durante 3 hs. Se utiliz6 un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-Paxilina (BD Transduction Laboratories) y un segundo anticuerpo
acoplado a Fluor Alexa-568 (Invitrogen) (rojo). La visualizacion de actina polimerizada
(microfilamentos) se logré con Faloidina conjugada con Alexa-488 (Invitrogen) (verde), los
anticuerpos fueron cedidos por el Dr. Osvaldo Rey, (Universidad de California, USA). Se
tomaron fotografias de las células mediante la visualizacion por microscopia de

fluorescencia (Zeiss Axio Imager. A2).
4.5.4. Actividad degradativa de la matriz extracelular

La actividad de la metaloproteina MMP-9 y del activador de plasmindégeno uroquinasa
(uPA), moléculas secretadas a la matriz extracelular por la linea celular Caco-2, fue
evaluada utilizando medios condicionados (MC) de las células. Para ello se sembraron 4 x
104 células en placas 35mm con 2 ml de medio completo DMEN:F12 (10% SFB) y se
crecieron en estufa a 37°C y con 0,5% CO2, hasta llegar a una monocapa de 70% de
confluencia. Luego se retiraron los medios de cultivo, se lavaron las placas con PBS y se
colocé 1ml de medio DMEN:F12, sin SFB, con AC a distintas concentraciones (4, 8, 16 y 32
pg/ml), se realizé un control (0,01% de etanol). Las muestras se realizaron por triplicado.
Luego de 48 hs de tratamiento, se retiraron los MC, los cuales se centrifugan, para retirar
las células del sobrenadante, se fraccionan en “eppendorf” y se conservaron a -20°C hasta
el momento de su utilizacion.

Para la correlacion entre actividad proteolitica y concentracion proteica, se lisaron las
monocapas semiconfluentes con 100 pl de 1% de Triton-X100 en PBS, se centrifugaron, se
tomaron los sobrenadantes y luego se cuantifico la concentracion proteica mediante el

método de Bradford.
4.5.4.1. Caseindlisis radial

La actividad de uPA se determin6 mediante el método de caseindlisis radial. Se
prepararon geles de caseina-agarosa ricos en plasmindégeno (2 mg/ml) en los que se
efectuaron hoyos de 4 mm de didmetro. Se sembraron 10 pl de los MC (preparados en el

punto 5.6.4) por hoyo y los geles se incubaron 48 hs en camara himeda a 37°C. Se
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midieron los didmetros de los halos de degradacion. La actividad de uPA se refirié a una
curva standard de enzima uroquinasa (0,1 a 50 Ul/ml) y los resultados se normalizaron
segun el contenido proteico de las monocapas originales y luego el porcentaje de actividad
de uPA de las muestras se determiné tomando el control como el 100% de actividad.

El analisis estadistico de los datos se realizara mediante el “Test de Student”.

4.5.4.2. Zimografia cuantitativa

Se evalud la capacidad gelatinolitica de MMP-9 utilizando los MC (preparados en el
punto 5.6.4), mediante el método de zimografia cuantitativa. Se sembraron 10 pl de los MC,
de cada tratamiento, en gel de poliacrilamida (9%) SDS-PAGE copolimerizado con 1 mg/ml
de gelatina, en condiciones no reductoras. Luego el gel se lavo, durante 20 min, con 2,5%
Tritén X-100 para eliminar el SDS. Los geles se incubaron por 72 hs a 37°C en un tampén
con 0,25 M Tris-HCI pH 7,4, 1 M NaCl y 25 mM CaCl2. Luego de la incubacion, el gel se fijo
y se tifio con 0,5% Coomassie Brilliant Blue. Las bandas gelatinoliticas, producidas por la
degradacion enzimatica, se observaron por tincion negativa y se midieron utilizando un
densitometro digital (GS-700). Los datos se expresaron en unidades arbitrarias (UA) y se
normalizaron con el contenido proteico (ug de proteinas) del cultivo celular del cual se
obtuvo cada medio condicionado y luego el porcentaje de actividad de MMP de las
muestras se determin6 tomando al control como el 100% de actividad. El analisis

estadistico de los datos se realizara mediante el “Test de Student”.
4.5.4.3. Western Blot: deteccién de la proteina MMP-9

Se evalu6 por Western Blot la accién del AC sobre la proteina MMP-9. Para este fin
se sembraron 4 x 104 células en placas 35 mm con 2 ml de medio completo DMEN:F12
(10% SFB) durante 24 hs a 37°C y con 0,5% COZ2, luego se descartaron los medios, se
lavaron las células con PBS y estas fueron tratadas con AC (4, 8, 16 y 32 ug/ml) y el control
con el respectivo vehiculo (0,01% de etanol) en medio completo durante 24 hs.

Se lisaron las células con 100 pl tampon de lisis por placa. El procedimiento de
sembrado de 50 ug de extracto proteico en gel de poliacrilamida y transferencia, se realizé
como el punto 5.6.2. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios: MMP-9
(Abcam), y B-actin (1:1000, Santa Cruz Biotechology) como control. Luego la membrana se
lavé y se incubd con ECL anticuerpo secundario (1:5000) (GE Healthcare UK) y se reveld
con el kit (ECL Plus, GE Healthcare). Los resultados se determinaron mediante escaner
(Molecular Dynamics Storm B40).

4.5.5. Ensayo de cicatrizaciéon de la herida
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Se evalué la capacidad migratoria de las células mediante el ensayo de cicatrizacion
de heridas. Para ello se sembraron 1,5 x 105 células en placas de 35 mm, con medio
completo DMEN:F12 (10% SFB). Al llegar el crecimiento celular de 100% de confluencia,
formacion de monocapas, se realizaron las heridas de ~400 um con la punta de tips p200
estériles. Luego se retird el medio de cultivo, se lavd con PBS y se colocaron medios
completos con 2% de SFB en presencia de AC a distintas concentraciones (4, 8, 16 y 32
pg/ml) o con 0,01% de etanol para el control, todas las muestras se realizaron por
triplicado. Los cultivos se incubaron a 37°C.

Se tomaron fotografias en diferentes zonas de las heridas a tiempo 0 (momento en el
gue se colocan los medios con tratamiento) y a las 24 hs de exposicion (finalizacién del
ensayo). Las imagenes obtenidas se analizaron por densitometria cuantitativa, utilizando el
programa Image-Pro Plus version 4.5 (Media Cybernetic). Los resultados se expresaron
como porcentaje de migracion, calculados como la proporcion del area final ocupada por
las células migrantes respecto de la herida original. Se tomé como el 100% de migracion a

la muestra control. El analisis estadistico se realizé mediante el “Test de Student”.

4.5.6. Ensayo con camara “transwell”

Para evaluar la capacidad invasiva de las células Caco-2 frente al tratamiento con AC

|u

(ED50) se utilizé una camara “transwell” de 24 pocillos con membrana de 8um de tamano
de poro, se agreg6 en el centro de cada inserto 20 uyl de Matrigel 1:3 (2 mg/ml de proteina
en SFB). Se colocaron en la parte superior de la cAmara en cada pocillo 1,5x105 células
Caco-2 con 100ul de DEMEN vy el tratamiento de AC (32 pg/ml). En la parte inferior de cada
pocillo se colocaron 300 yl de DMEN y se incubd la camara “transwell” 24 hs a 37°C en
atmésfera humeda y CO2 al 5%. Luego de la incubacion se retir6 el medio de cultivo y se
colocé 0,5 ml de formaldehido durante 10 min a temperatura ambiente, luego se retira el
formaldehido y se lavan las camaras 3 veces con PBS. Cuidadosamente se retiran las
células que invadieron la membrana y se las tifie con 0,5 ml de solucion DAPI (1:2000 en
PBS) durante 5 min a temperatura ambiente, se aspira la solucion DAPI y se lavan las
células 3 veces con PBS. Se cuentan las células tefiidas a través de la membrana por

microscopia con objetivo de 40x (aproximadamente 10 campos) (Lochter et al., 1997).
4.6. Actividad antiinflamatoria

4.6.1. RT-PCR: expresion del ARNm de la COX--2

Las células Caco-2 fueron sembradas en placas de 6 pocillos (5 x 104 células/pocillo)
con medio completo durante 24 hs, luego se lavaron con PBS los pocillos y se trataron con

AC (en un rango de concentraciones de 0 a 128 pg/ml) durante 24 hs. El RNA total fue
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extraido usando el reactivo TriZol (Invitrogen) segun las instrucciones de proveedor. Para la
reaccion de RT-PCR, se utiliz6 ADNc, los “primers” descriptos en Tabla Il y el kit de M-

MLV transcriptasa reversa (Promega, Madison Wl USA).

Tabla Ill. Secuencias de “primers” utilizados para las reacciones de PCR.

Primer Secuencia5’-3’ Secuencia 3'-5’

COX-1 GAGCGTCAGTATCAACTGCG ATTGGAACTGGACACCGAAC

COX-2 TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT | AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT

GAPDH CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCAC

La mezcla de reaccion de PCR fue preparada en un volumen de 50 pl con 30 ng de
ADNCc templado, 5 pl de tampdn de reaccién (10x), 0,25 mM dNTPs (Promega, Madison WI
USA), 0,25 uyM de cada primer (Tabla Ill), y 1 U de Pfu DNA polymerasa (Instituto Leloir,
Argentina). La reaccion de PCR fue realizada en un termociclador (GeneAmp PCR System
9600, Perkin Elmer) bajo las siguientes condiciones: 94°C/1 min; 60°C/1 min, 72°C/1 min
durante 35 ciclos. Los DNAc amplificados se corrieron por electroforesis en gel de agarosa
1% tefiido con bromuro de etidio. Los resultados fueron cuantificados con el software Scion

Image.

4.6.2. Western Blot: deteccion de la proteina COX-2

Se determind por Western Blot la deteccion la proteina COX-2, de células tratadas
con AC. Para este fin se sembraron 4 x 104 células en placas 35mm con 2 ml de medio
completo DMEN:F12 (10% SFB) durante 24 hs a 37°C y con 0,5% CO2, luego se
descartaron los medios, se lavaron las células con PBS y se trataron con AC (en el rango
de concentraciones de 4 a 32 pg/ml) y el control con el respectivo vehiculo (0,01% de
etanol) en medio completo durante 24 hs.

Se lisaron las células con 100 pl buffer de lisis RIPA: 150 mM NaCl, 1% NP-40, 50
mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA, 0.5% deoxycholate, 100 ug of phenylmethylsulfonyl
fluoride durante 30 min en hielo. Se levantaron con rastrillo y se centrifugaron a 13.000 rpm
a 4°C por 15 min.

El procedimiento de sembrado de 50 ug de extracto proteico en gel de poliacrilamida
y transferencia, se realizé como el punto 5.6.2. Luego se incubd la membrana durante toda

la noche con los respectivos anticuerpos polyclonales primarios COX-2 (1:1000) y B-actina
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(1:1000, Santa Cruz Biotechology) como control. Subsecuentemente la membrana se lavo
y se incub6 con ECL anticuerpo secundario (1:5000) (GE Healthcare UK) y se reveld la
membrana con el kit (ECL Plus, GE Healthcare) y se monitoreo mediante el escaner
(Molecular Dynamics Storm B40).

Los resultados fueron analizados y cuantificados con el software Scion Image.
4.6.3. Transfeccidon plasmidica: pldsmido del promotor de la COX-2

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 24 pocillos, a una densidad de 1,25 x
105 células por pocillo, cubriendo entre el 50-70% de la superficie del pocillo. Se
prepararon soluciones de transfeccion: 0,5 ug del plasmido con el promotor humano de la
COX-2, que contiene el gen reportero de luciferasa: p2-1900, completo, (cedido
gentilmente por el Dr. Miguel A. Ifiguez del Centro de Biologia Molecular Severo Ochea,
laboratorio de Biologia Molecular e Inmunologia, Madrid, Espafia), con 0,1 ug del plasmido
pRL-TK-Renillacomo control interno, 0,5ul de Lipofectamina TM2000 (Invitrogen) y 50 ul de
DMEN (sin ATBs, ni SFB). Se incub0 la placa a temperatura ambiente 30 min. Se retiro el
medio de las células y se afadieron por pocillo 150 yl de medio DMEN y 50 ul del complejo
ADN-lipofectamina, luego se incubaron a 37°C durante 3 hs, se removi6 el medio de cultivo
y se afiadié medio de cultivo completo con el agente estimulador de expresién de la COX-2,
el éster de forbol, TPA (50ng/ml) y el AC (32ug/ml) y se incubo durante 16 hs. Se procedio
a determinar la actividad de ambas luciferasas segun el kit Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega). Posteriormente se lisaron las células con 100 yl de tampoén de lisis
comercial (Promega).

Se realizaron las lecturas correspondientes en el lector de microplacas de ELISA y se
determinaron los contenidos protéicos mediante el ensayo de Bradford. Se realizaron 2

experimentos independientes por triplicado.

4.7. Actividad del ER Y AC in vivo

4.7.1. Toxicidad del ER y el AC

Para los experimentos de toxicidad in vivo se utilizaron ratones machos BALB/c
(endocriados en el Bioterio del Instituto Angel Roffo, Argentina), los animales tenian de 8 a
10 semanas de vida, y poseian un peso variable aproximado de 30 g. Se mantuvieron a
una temperatura estable (21-23°C), con humedad relativa del 40-60%, con ciclos
luz/oscuridad de 12 hs, sugun la normativa internacional vigente (Direccion de la CEE
86/609, OJ L358.1, 12 de Diciembre de 1987 y Guia para el Cuidado y Uso de los Animales
de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud, NIH. Publ. No. 85-23, 1985).

Se evaluaron 4 grupos de ratones, con 5 ratones por grupo. 1-Control,

correspondiente al tratamientos con el vehiculo: 2% DMSO-1% TWEEN-80 en solucion
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fisiolégica, 2-Tratamiento con ER 30 mg/kg, 3- Tratamiento con AC 10 mg/kg y 4-
Tratamiento con AC 5 mg/kg. Las dosis fueron administradas de forma intraperitoneal (i.p),
1 vez por dia durante 15 dias.

Para la evaluacion del efecto de los tratamientos del ER y del AC sobre los ratones,

se determinaron los siguientes pardmetros:

e Peso de los animales, registrado cada 3 dias durante los 15 dias de

tratamiento.

e Recuento leucocitario de sangre periférica, para ello se tomaron muestras de

sangre del seno retroorbital del raton y la concentracién de leucocitos se
determiné por conteo diferencial en cAmara de Neubauer de 200 células en frotis,

tefiidos con la técnica de May Griinwald-Giemsa.

e Pardmetros bioquimicos en suero, glucosa, insulina y enzimas transaminasas

como la glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT), glutamato-piruvato
transaminasa (GPT) y la GT (glutamil transpeptidasa mediante un kit comercial

(Greiner bio-one).

Finalizado el periodo experimental de 15 dias, los animales fueron sacrificados y se
procedié a la diseccion de los 6rganos (higado, rifidén, corazén, pulmén y bazo) para su
estudio anatomopatolégico. Fracciones de cada tejido fueron fijados, incluidos en parafina y
se realizo la coloracion de Hematoxilina/Eosina, en el laboratorio de patologia del Instituto

de Oncologia Angel H. Roffo.

4.7.2. Accion antitumoral del AC in vivo

Se utilizaron ratones nu NIH (S) machos de 4 a 5 semanas de edad (endocriados en
la Facultad de Veterinaria, Universidad de La Plata). Los animales se mantuvieron durante
1 semana en el bioterio de la Fundacion Instituto Leloir para su acondicionamiento, tuvieron
libre acceso a la bebida y el alimento (ad libitum) y mantuvieron un régimen de 12 hs de luz
y oscuridad.

Los ratones fueron inoculados en el dorso izquierdo de modo subcutaneo, con una
solucion celular de células HT29 (5 x 106 células en medio DMEN:F12 con 10% de SFB).
Al cabo de 2 semanas, cuando el volumen tumoral promedio alcanz6 los 100 mm3, se
comenzaron los tratamientos correspondientes.

Se evaluaron 2 grupos, de 5 ratones cada grupo: 1- Control, vehiculo (2% DMSO 1 %

TWEEN-80 en solucion fisiolégica) y 2- Tratamiento con AC 5 mg/kg.
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Los tratamientos de Control y de AC 5 mg/ml fueron administradas, en los ratones, de
forma intratumoral 3 veces por semana durante 18 dias. También antes de cada
tratamiento se procedié a pesar a los animales y a medir el didmetro tumoral con calibre
(Venier).

La pérdida de peso corporal se calculd segun: [(peso corporal final — peso
tumoral)/peso corporal inicial] x 100 y el volumen tumoral (en mm3) se calcul6 segun: (A X
B2)/2, donde Ay B son los didmetros mayor y menor respectivamente.

Finalizado el periodo experimental (18 dias), los animales fueron sacrificados y se

procedio a la diseccion de los tumores y separacion de 6rganos para su posterior analisis.
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5. Resultados

5.1. Identificacion de los principales bioactivos del Rosmarinus Officnalis L. por HPLC

En estudios previos del laboratorio de Bioquimica Vegetal de la Fundacion Instituto Leloir
se caracterizaron extractos de hojas de Rosmarinus Officinalis L. mediante cromatografia
liguida de alta presion (HPLC), y se reportd que extractos alcohdlicos poseen un alto
contenido de compuestos fendlicos, entre ellos, el diterpeno: acido carnésico y el compuesto
fendlico derivado del &cido cafeico: acido rosmarinico (Moreno et al., 2006).

A partir de estos estudios se determind la concentracion de los compuestos fendlicos
mayoritarios de un extracto etandlico de hojas de R Officinalis cosechadas en marzo del 2008
en el Valle de Lerma (Salta, Argentina).

En la Figura 9A se observa el perfil cromatografico de elusion de los compuestos
mayoritarios del extracto de romero (ER) mediante la utilizacion de HPLC. Los maximos de
absorcién corresponden al acido rosmarinico (AR) y al acido carnésico (AC), caracterizados
por sus tiempos de retencién 36,4 y 83,9 minutos respectivamente. Para confirmar la identidad
de los compuestos, ademas de compararlos con estdndares comerciales, se determinaron sus
espectros de UV (Figura 9B). Los compuestos fenélicos absorben a distintas longitudes de
onda, el AR lo hace a 330 nm y a 280 nm, mientras que el AC absorbe a 240 nm y 280 nm.

Los contenidos porcentuales de los compuestos en estudio del ER, se determinaron
mediante el calculo de las areas obtenidas en el perfil cromatogréfico, registrandose un mayor
contenido de AC (20%) con respecto al AR (3%).
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Figura 9. Cromatografia del extracto de Rosmarinus Officinalis L. y espectros del AR y el
AC. A Cromatogramas registrados a 280 nm y 330 nm, donde se indican los picos de
absorcién del acido rosmarinico (AR) y el acido carndsico (AC), caracterizados por tiempos de
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retencion de 36,4 y 83,9 minutos, respectivamente. B Espectros de absorcién UV de los
compuestos puros: el AR (a) presentd maximos de absorbancia a 330 nm y280 nm mientras
que el AC (c) a 240 nm y 280 nm.

5.2. Efecto del AC sobre la viabilidad celular
5.2.1. Inhibicién de la viabilidad de tres lineas celulares de CCR

Se evaluo la viabilidad celular de las lineas de CCR humano: Caco-2, HT29 y LoVo. Las
células se crecieron hasta un 70% de confluencia, momento en el cual el medio de cultivo fue
suplementado con ER, o alternativamente con los compuestos puros AC o AR (0-128ug/ml).
Luego de 24hs se determind la viabilidad celular mediante el reactivo de MTS.

Para la linea Caco-2 se observd que el ER inhibi6 la viabilidad celular de
aproximadamente el 30% de las células a una concentracion 128 pg/ml (Figura 10A). Se
determiné que el ER tuvo un fuerte efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la linea celular
HT29 (DE50) de 32 + 4,5 pg/ml (Figura 10B). Mientras que para la linea LoVo se obtuvo un
DE5O0 de 128 + 9,2 pug/ml (Figura 10C).

Cuando se testearon los compuestos puros, el AC presenté una fuerte inhibicion de la
viabilidad celular de manera dosis dependiente en las tres lineas de CCR evaluadas, [DE50
(ug/ml): Caco-2, 30,38 + 2,13; HT29, 16 + 4,6 y LoVo, 8,74 + 0,91]. Por otro lado, el AR tuvo
una escasa accion inhibitoria sobre la viabilidad en las tres lineas ensayadas, inhibiendo entre
un 30-40% la viabilidad de la linea celular HT29 (Figura 10B) como méaximo y se observo una

DES50 de 128 + 5,9 pg/ml para la linea LoVo (Figura 10C).
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Figura 10. Viabilidad celular de tres lineas de CCR humanas tratadas con ER, AR y AC.
Las lineas celulares A- Caco-2, B- HT29 y C- LoVo, se trataron con ER, AR y AC en un rango
de concentraciones (0 a 128 [Ig/ml) durante 24 hs, transcurrido dicho periodo de tiempo la
viabilidad celular fue determinada mediante el reactivo MTS. Los valores corresponden a la
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media de tres experimentos independientes + ES. (* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 vs control).

De acuerdo a los resultados obtenidos el AC seria el compuesto del ER con mayor
capacidad para inhibir la viabilidad celular de las lineas de CCR humanas estudiadas, las
cuales presentan diferentes “background” genéticos: (Caco-2 (p53m), LoVo (p53wt) y HT29
(p53wt).

Se evalu6 también el efecto del AC sobre la viabilidad celular de otras lineas humana no
tumorales: HFL-I (“Human fetal lung fibroblast”) y FHS (“human fetal small intestinal”) tratadas
con AC. Se determinaron las DEsq para dichas lineas celulares. Los resultados indicaron que
el AC inhibe la viabilidad celular, a concentraciones efectivas [DEsq (ug/ml) HFL-I, 16,21 + 4,3
y FHS, 16,46 + 2,76], que resultaron comparables con las DE50 determinados para las lineas
CCR. Se sabe que la mayoria de las drogas antitumorales de uso comercial (Haglund et al.,
2012) tienen fuertes efectos no deseados sobre células tumorales y también sobre células
normales.

Dado el efecto antiproliferativo del AC fue interesante continuar con los ensayos para
determinar el tipo de muerte celular provocado por el compuesto vegetal y evaluar si este era
capaz o no de modular blancos moleculares que afecten la capacidad invasiva de las lineas de
CCR.

Resultados previos del laboratorio sugerian que un ER rico en AC era capaz de arrestar
el ciclo celular de la linea Caco-2 en la fase G2/M (Altamirano et al., 2006). Otro autor (Visanji
J.M et al., 2006) demostr6 que el carnosol, derivado del AC, arrestaba el ciclo celular de la
linea Caco-2 en la fase G2/M, y que dicho evento celular estaba asociado a cambios en los
niveles de ciclina A y ciclina B1, sin embargo el AC no mostr6 una modulacion clara de dichas
ciclinas.

De acuerdo a los resultados obtenidos de inhibicion de la viabilidad del AC sobre las
lineas CCR, resulté interesante estudiar el/los procesos por el cual el compuesto inhibié la
viabilidad y la proliferacion celular.

En particular se utilizé la linea celular Caco-2, la cual se encuentra ampliamente
estudiada como modelo in vitro (Hidalgo et al., 1989) y ademas, es ampliamente usada como
modelo de estudio de cancer de colon humano (Coskun et al., 2014). Por esta razon, se utilizo
dicha linea celular para la evaluacion del efecto del AC a nivel celular y molecular en los
siguientes estudios con el objetivo de evaluar si el AC es capaz de modular procesos y

blancos moleculares involucrados en el desarrollo de la progresion tumoral.

5.2.2. Identificacion y determinacion de células apoptoéticas

Se sabe bien que la viabilidad de las poblaciones de células tumorales esta determinada
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por el balance entre proliferacion y muerte celular, por eso se estudi6 el efecto del AC sobre la
viabilidad de la linea Caco-2 para evaluar si el mecanismo por el cual el compuesto vegetal
induce la muerte de las células seria por apoptosis. Se utilizaron técnicas de tinciéon por
fluorescencia para determinar distintos procesos celulares involucrados en la muerte celular
por apoptosis.

Luego del tratamiento de las células en ausencia (control) y en presencia de AC (DE50)
durante 24 hs, se evalu6 mediante la doble tincibn con Anexina V-Cy3 y 6-CFDA la
translocacion de la fosfatidilserina del interior al exterior de la membrana celular, fendmeno
evidenciado en células que sufren estadios tempranos de apoptosis (Figura 11A). Se tomaron
fotografias mediante la observacion por microscopia confocal de fluorescencia. Las células
vivas que fluorescen en color verde (6-CFDA) estan representadas por la fotografia en el panel
superior de la Figura 11A, correspondientes al tratamiento control. Mientras que la fotografia
del panel inferior corresponde al tratamiento con AC (DE50) y se observa la doble tincién:
verde (6-CFDA) en el interior de la célula y roja (Anexina V-Cy3) en el exterior de la membrana
celular, lo que indica que las células estarian en proceso de muerte celular por apoptosis.

Se realizaron experimentos adicionales por tincion de los nicleos con el colorante
fluorescente DAPI (Figura 11B). Las fotografias tomadas por microscopia de las células
tefiidas con DAPI tratadas en ausencia (control) o en presencia de AC (DEsg), revelaron que
las células tratadas con AC presentaron las tipicas caracteristicas de las células apoptéticas,
como son la condensacion de la cromatina, la pérdida de la estructura nuclear normal y los
cuerpos apoptéticos.

A partir de estos resultados obtenidos se determind que el porcentaje de células
apoptdticas tratadas en un rango de concentracion de AC (4 a 64 pg/ml) aumentaba conforme
aumentaba la dosis de AC (Figura 11C). Los resultados indican ademas que dicho efecto se
promueve también tratando las células con dosis a la mitad y al cuarto de su DEsq.
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Figura 11. Induccion de muerte por apoptosis celular de la linea Caco-2 tratada con AC. A
Deteccién de la translocacion de la fosfatidilserina en la membrana celular. B Tincién con DAPI
para deteccion de cuerpos apoptoticos (+) y condensacién del material nuclear (++). Las células
fueron fotografiadas con microscopio confocal y de fluorescencia. Escala 200 ym. C El
porcentaje de células apoptéticas se cuantificé luego de la tincién con DAPI (B). Los valores
corresponden a la media de tres experimentos independientes + ES. (* P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001 vs control).

Para confirmar la induccion de apoptosis por el AC, las células se trataron con AC
(DE50) durante 24 hs y se cuantifico la fluorescencia de la poblacion celular mediante la doble
tincién con loduro de propidio y Anexina-V FITV por citometria de flujo.

Las células muertas se detectaron por la tincién con ioduro de propidio en el canal FL2 y
las células en estado de apoptosis temprana correspondieron a las células que fluorescen
luego del tratamiento con Anexina V-FITC y fueron detectadas en el canal FL1.

En la Figura 12 muestra el control de las células sin tratar en donde las células se
concentran en el cuadrante inferior izquierdo correspondiente a células vivas. Mientras que en
el panel derecho de la Figura 12 muestra la representacion de la distribucion poblacional de
las células tratadas, las células vivas representaron el 75,03% (cuadrante, inferior izquierdo),
las células necrdticas el 0,92% (cuadrante, superior izquierdo), las células apoptoéticas el
12,56% (cuadrante, inferior derecho) y las células apoptéticas tardias el 11,53% (cuadrante,
superior derecho). Estos resultados indican que bajo estas condiciones el AC provoca, la
muerte celular por apoptosis sobre un 24,09 % en la poblacion de la linea Caco-2. Este
porcentaje representa la cantidad de células en apoptosis mas las células en estado de
apoptosis tardias de la poblacion celular total evaluada.
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Figura 12. Distribucién poblacional de las células Caco-2 tratadas con AC. Las células se
trataron en ausencia (control) y en presencia de AC (DEsQ) durante 24 hs. Los
porcentajes descriptos en la parte superior izquierda de los graficos indican la proporcién de
células necréticas, superior derecha: células apoptéticas tardias, inferior derecha: células
apoptoticas e inferior izquierda: células vivas. Se realizaron dos ensayos independientes.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en el ensayo de tincién con DAPI (Figura
11C). Por lo tanto, el tratamiento de las células Caco-2 con una concentracion de 32 ug/ml de

AC seria capaz de inducir la muerte celular por apoptosis en aproximadamente un 25%.

5.3. Accion del AC sobre la actividad de proteasas de la matriz extracelular

Como se ha reportado que el AC es capaz de inhibir la migracion de células de
mamiferos (Yu et al., 2008), se evalué si el AC es capaz de modular dicho proceso celular en
las células Caco-2. En primer lugar se estudié su efecto sobre la actividad de proteasas
especificas que se sabe degradan la membrana basal en un proceso activo en una zona
localizada y cercana a la superficie tumoral. En el grupo de proteinasas envueltas en la
degradacion de la matriz se identifican, entre otras, las metaloproteinasas (MMP) y las
uroquinasas activadoras de plasminégeno (UPA).

Para ello, se investigo la accion del AC sobre la actividad degradativa de las proteasas
presentes en los medios condicionados de cultivos celulares de la linea Caco-2. Se observa
en la Figura 13A la fotografia de la zimografia cuantitativa en gel de poliacrilamida,
correspondiente al efecto del AC sobre la actividad degradativa de la MMP-9. Las bandas de
degradacion fueron medidas por densitometria como se explica en materiales y métodos. El
AC presenta una inhibicién dosis dependiente de la actividad proteasa de la MMP-9 y se
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observa que a dosis de 16ug/ml de AC se inhibe aproximadamente un 60% la actividad de la
MMP-9.
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Figura 13. Inhibicién de la actividad y la expresion de proteasa secretadas por células Caco-
2 tratadas con AC. Las células se incubaron en presencia de AC (4 a 32 pg/ml) y ausencia
(control) durante 48hs y se colectaron los medios condicionados. A Por zimografia cuantitativa se
determiné la actividad proteolitica de MMP-9, que resulto dosis dependiente del tratamiento. B Por
Western blot se determind la inhibicion de la expresién proteica de la MMP-9. C Por
caseindlisis radial se determiné la inhibicion de la actividad uPA. Los valores corresponden a la
media de tres experimentos independientes * ES. (* P<0,01, ** P<0,01, *** P<0,001 vs control).
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Mediante la técnica de Western Blot se evalud la expresion de la MMP-9 en la linea
celular Caco-2 tratada con AC. En la Figura 13B se observan los niveles de expresién proteica
de la MMP-9, control y tratada con AC durante 24 hs. Los resultados indican que el tratamiento
con AC logré inhibir significativamente la expresion de la MMP-9.

Se evalud también el efecto del AC sobre la actividad del uPA. En la Figura 13C se
observa el efecto inhibitorio, dosis dependiente, del AC sobre la accidén degradativa del uPA.

Se determind que a una dosis de 8 pg/ml de AC se inhibié en un 60% la actividad de uPA.

5.4. Efecto del AC sobre la migracidn celular

Los resultados anteriormente mencionados sugirieron que el AC podria estar alterando la
capacidad migratoria de la linea Caco-2 tratada con AC. Por ello, se realizé el ensayo de
cicatrizacion de la herida. En la Figura 14A se observa un claro efecto inhibitorio del AC sobre

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes




la actividad migratoria de la linea celular Caco-2, el tratamiento con 16 ug/ml de AC es capaz

de inhibir un 50% la migracion celular.
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Figura 14. Inhibicion de la migracion de las células Caco-2 tratadas con AC. A % migratorio
de células tratadas con AC (4-32 [Ig/ml) durante 24 hs. B Fotografias comparativas de los ancho
migratorio celulares a tiempo 0 y 24hs de tratamiento. El 100% de la migracién corresponde al
grupo control. Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes + ES. (*
P<0.05, ** P<0,01, ** P<0,001 vs control).

En la Figura 14B se observan fotografias de los cultivos celulares, tomadas a tiempo 0y 24
hs. A partir de estas fotografias se calcularon los anchos migratorios, correspondientes al
cierre de la herida y se determinaron los % de migracion.

5.5. Efecto del ac sobre lainvasion celular

Estudiamos la capacidad invasiva de las células Caco-2 en respuesta al tratamiento con
AC (32 pg/ml), durante 24 hs, utilizando el sustrato “matrigel” en camaras “transwell”.
Observamos en la Figura 15, que las células tratadas con AC (DE50) muestran una
disminucién significativa de su capacidad invasiva sobre la membrana de matrigel.

Luego se cuantificd el porcentaje de células con capacidad invasiva considerando el
100% al namero de células con capacidad invasiva presentada por el control, previamente las

células fueron fijadas y tefiidas con DAPI.
En la parte superior de la Figura 15, se observan las fotografias del microscopio de

fluorescencia de los campos obtenidos para las células control y para las células tratadas con
AC (DE50), luego de la tincién de los nucleos con DAPI. Los resultados muestran que soélo el
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20,51% de las células lograron invadir la membrana, con respecto al control. Este resultado
muestra que el AC tiene la capacidad para inhibir in vitro la invasién celular de células de CCR.

160—
140-
120~

3 100-

Células que invadieron
(% control
o0
T

Control DESO0 (32pg/ml)

Figura 15. Efecto del AC sobre la invasion celular. Se evalud la capacidad invasiva de las
células Caco-2 tratadas con AC a la DE5Q (32ug/ml) en camara de “transwell” luego de 24 hs de
tratamiento. Las células que invadieron la membrana de matrigel fueron fijadas y tefiidas con
DAPI y se determiné el % de células con capacidad invasiva y se tomé como el 100 % de células
gue invadieron al tratamiento control. Los valores corresponden a la media de dos experimentos
independientes + ES. (* P<0.05 vs control).

5.6. Efecto del AC sobre la capacidad de adhesidn celular

Para que una célula tumoral pueda separarse de la masa tumoral y migrar, necesita que
las adhesiones fuertes entre matriz-célula se rompan, mientras que, por el contrario, cuando
las células se desprenden del tumor original se adhieren en primer lugar a la matriz
extracelular para continuar con el proceso de diseminacion (Cascales et al., 2008). En este
proceso estan involucradas distintas glucoproteinas como ser las integrinas que se unen con
gran afinidad a componentes de la matriz extracelular como la fibronectina, colageno tipo I,
fibrina, vitronectina y trombospondina. Estas interacciones controlan la proliferacion, la
migracion, la supervivencia y la apoptosis entre otros procesos celulares. Para determinar
como el AC es capaz de modular la adhesion de las células tumorales a distintos componentes
de la matriz extracelular (fibronectina y colageno tipo 1) se realizaron ensayos de adhesion
celular, tratando las células con AC en un rango concentracién de 0 a 128 (ig/ml durante 1 h
(Figura 16A). En otros experimentos se pre- trataron las células durante 24 hs, se lavaron y se
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expusieron a los diferentes componentes de la matriz durante 1 h para evaluar su capacidad
de adhesion (Figura 16B).

Los resultados de la Figura 16A muestran que la adhesién de las células Caco-2 a
fibronectina y colageno tipo | disminuye claramente luego del tratamiento con el AC durante 1
h, logrando valores de inhibicion del 60% utilizando AC a 32 [1g/ml, utilizando como control las
células en las mismas condiciones sin tratamiento. Dicho efecto inhibitorio se confirmé luego
del pre-tratamiento de las células durante 24 hs con el AC dado que el compuesto vegetal
logré valores de inhibicion mayores (aproximadamente 80-90%) sobre la adhesion celular
(Figura 16B).

Ademas, mediante microscopia optica (Figura 16C) se observ6 que el AC (DEsp) fue
capaz de producir un cambio en la morfologia celular, se pudo visualizar una clara inhibicién
del “spreading” celular y sobre la extensién de pseudopodios en las 2 matrices ensayadas

(fibronectina y colageno tipo I).
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Figura 16. Inhibicion de la adhesidn celular por el tratamiento con AC. A El tratamiento
con AC durante 1 h inhibié la adhesion celular de la linea Caco-2 sembradas sobre los
componentes de la matriz: colageno tipo | y fibronectina de forma dosis dependiente. B Las
células pretratadas durante 24 hs con AC presentaron inhibicion sobre la adhesién celular,
sin embargo dicho efecto se observé a concentraciones méas bajas de AC que en (A). C
Imagenes obtenidas por microscopia 6ptica que muestran la inhibicion del “spreading” celular
de las células tratadas con AC del ensayo (A). Los valores corresponden a la media de tres
experimentos independientes * ES. (* P<0.05, ** P<0,01, *** P<0,001 vs control).

5.7. Efecto del AC sobre laregulacién de proteinas del contacto focal de adhesion

Los resultados obtenidos en ensayos anteriores, mostraron que el AC es capaz de inhibir
la adhesion y el "spreading” celular de la linea Caco-2, de este modo se sugiere que el
compuesto vegetal podria estar modulando ciertas proteinas involucradas en la adhesion y

migracion celular. Las proteinas que conforman el contacto focal, son claves en procesos de
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proliferacion, adhesién, migracion e invasion celular, los cuales contribuyen a la progresion de
las células tumorales (Wang et al.,, 2012). Ademas, se sabe que FAK puede promover el
“spreading” celular formando complejos principalmente con las proteinas Src y paxilina (Larsen
et al., 2003) y esta sobreexpresada en adenocarcinomas de colon.

Entonces, se evalu6 la capacidad de AC para inhibir la fosforilacién de FAK. Se estudio
su efecto sobre el sitio Y397 (sitio de autofosforilacion que induce la activacién del dominio
quinasa, implicado en la fosforilacion de varias proteinas del contacto focal de adhesion:
paxilina, Grb2 y p130CAS). También en el sitio Y861 (que es transfosforilado por Src, y
aumenta la afinidad del dominio SH3 en FAK hacia p130CAS). El tratamiento con AC fue
capaz de inhibir la fosforilacion de los dos sitios entre un 30-40% (Figura 17A).

Ademas, se investigo el efecto del AC sobre el sitio de fosforilacion Y118 de la paxilina
(proteina adaptadora de las integrinas y las fibras de actina) y Y410 de p130CAS (que actua
como conector de la FAK a la Scr, principalmente). Para ello, se trataron las células Caco-2
con AC (16 y 32 pug/ml) durante 1 h. Los resultados indican que el AC a las dos
concentraciones ensayadas, fue capaz de inhibir el sitio de autofosforilacién (Y118) de la
proteina paxilina (Figura 17B), mientras que el sitio de fosforilacién Y410 de p130CAS, fue
inhibido entre un 50 y 55% (Figura 17C).

La disminucién de la expresion de los sitios de fosforilacién de FAK, paxilina y p130CAS
sugieren que el AC podria inhibir la capacidad adhesiva de las células Caco-2,
comprometiendo, en el interior de la célula, la interaccion de estas proteinas, con las fibras de
actina del citoesqueleto y hacia la matriz extracelular con las integrinas.

De esta forma, los procesos celulares relacionados con el progreso tumoral,
dependientes de la adhesion celular, como ser migracion e invasion celular podrian ser
inhibidos por el tratamiento con el AC. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los
ensayos de migracion (ensayo de cicatrizacion de la herida), invasion y adhesion celular.
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Figura 17. Inhibiciéon de la fosforilacion de proteinas que median los contactos focales de
células Caco-2 tratadas con AC. A El tratamiento de las células con AC (16 y 32 [Ig/ml)
durante 1 h, inhibi6 la fosforilacion de dos sitios de fosforilacion de FAK Y397 e Y861 (30-
40%). B EIl tratamiento también logré inhibir (entre 40-45%) la fosforilacion del sitio Y118 de la
proteina Paxilina. C Y se logré inhibir (50-55%) la fosforilacién del sitio Y410 de la proteina
p130CAS. Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes + ES. (**
P<0,01, *** P<0,001 vs control).

5.8. Efecto del AC sobre los contactos focales y el citoesqueleto de actina

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre el efecto inhibitorio del AC sobre ciertos
sitios de fosforilacion de proteinas que conforman los contactos focales como FAK, Paxilina y
p1l30CAS, se estudio el efecto del AC sobre las adhesiones focales y el citoesqueleto de
actina de las células Caco-2 mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Figura 18).

Para ello, se crecieron las células Caco-2 bajo dos condiciones experimentales: sobre
cubreaobjetos de vidrio (Figura 18A) y sobre cajas de plastico de 35 mm (Figura 18B). Se
trataron las células durante 3 hs con AC (DE50), se fijaron y se realizd IFI utilizando un
anticuerpo y un fluoréforo especificos para detectar la paxilina y los microfilamentos de actina,
respectivamente. Se visualizé la localizacién subcelular de los constituyentes celulares,
utilizando un microscopio de fluorescencia (Figura 18) y microscopio confocal (Figura 19).

Como era de esperar, las células control (tratadas con vehiculo) evidenciaron mayor
adhesion sobre plastico con respecto al vidrio (Figura 18). Los resultados demuestran que las
células tratadas con AC al cabo de 3 hs de tratamiento, en ambas superficies, afectan la
distribucién de contactos focales luego de la deteccién con el anticuerpo anti- paxilina (rojo),
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observandose una reorganizacion sin direccion aparente. Ademas, se observd, mediante la
utiizando de la toxina faloidina acoplada al fluoréforo Alexa 488 (verde), que luego del
tratamiento con el AC se localizan los filamentos de actina agrupados en el borde celular
(Figura 18A y 18B).

A Anti-Paxilina Faloidina Alexa4882 B Anti- Paxilina Faloidina Alexa 488

Control

0 pm

AC
[DEsa)

Figura 18. Reorganizacién de contactos focales y citoesqueleto de actina por el
tratamiento con AC. A Se crecieron las células sobre vidrio (cubreobjetos) y B en cajas de
plastico de 35 mm, se trataron con 32 pg/ml de AC durante 3 hs (AC DE5(Q) y sin el compuesto

(Contral). Se realizé IFI para detectar Paxilina (rojo) y fibras de actina (verde). Las fotografias
fueron tomadas por microscopia de fluorescencia. Las flechas amarillas sefialan los contactos
focales presentes en las células.

Para una mejor visualizacion del efecto del AC sobre el citoesqueleto de actina, se
crecieron las células en cajas de plastico de 35 mm hasta un 30 % de confluencia, se trataron
las células a dos concentraciones de AC (DE50 o DE25) durante 3 hs y se realizé IFI utilizando
la toxina faloidina acoplada al fluoréforo Alexa 488 para visualizar las fibras de actina bajo el
microscopio confocal (Figura 19). En la Figura 19 se observa que las células control (tratadas
con el vehiculo) presentan su forma irregular tipica de las células epidérmicas y con volumen
bien definido. La fluorescencia se observa definida y altamente homogénea, indicando que hay
una gran cantidad de filamentos de actina en forma bien organizada en toda la poblacién
celular y no presenta mayor intensidad en otras zonas celulares como en los bordes celulares.
Por el contrario, se observa una morfologia celular mas redondeada en las células tratadas
con AC 16 pg/ml (correspondientes a laDE25). Ademas, la fluorescencia correspondiente a la
distribucién de filamentos de actina se agrupa hacia los bordes celulares, efectos que se ven

incrementados en las células tratadas con AC 32 ug/ml (DEsp) donde las células pierden su
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morfologia normal, se redondean completamente, y el ordenamiento de los filamentos de

actina se encuentra completamente distribuido hacia los bordes celulares.

Control AC (16pg/ml) AC (32pg/ml)

Figural9. Reorganizacién del citoesqueleto de actina. En el tratamiento control se
observa una distribucion homogénea de los filamentos de actina, mientras que para los
tratamientos con AC a 16ug/ml (DEy) y 32ug/ml (DE.,) los filamentos de actina se
distribuyen hacia los bordes celulares y las células se redondean perdiendo su estructura
normal. Se realizaron tres experimentos independientes por duplicado.

En otra serie de experimentos se trataron las células bajo condiciones similares pero
omitiendo 10% de suero en el medio utilizado (DMEM) y se observaron los mismos efectos
producidos por el AC, aunque con efectos mas intensos sobre las estructuras celulares (Dato
no mostrado).

Los resultados indican que el AC a las dos concentraciones ensayadas, es capaz de
modular y reorganizar tanto las adhesiones focales como el citoesqueleto de actina, eventos

gue son claves en los procesos de migracion e invasion celular.

5.9. Accion del AC sobre la expresion de la COX-2 a nivel de ARNm y de proteina

En los seres humanos, la COX-2 juega un rol importante en el progreso tumoral y en
enfermedades inflamatorias, particularmente desarrolladas en el tracto gastrointestinal. El
aumento de la expresion de la COX-2 en CCR se asocio con una peor supervivencia con mas
de un 68% de riesgo de mortalidad, lo que indica que la expresién de COX-2 es un marcador
de mal pronéstico clinico (Rahman et al., 2012). Ademas, existen estudios que asocian la
modulacion de componentes de la MEC mediado por la COX-2 y la FAK (Aligue et al., 2011).

La COX-2 en particular se encuentra sobreexpresada en la linea Caco-2. Se ha evaluado
el efecto del AC, con tratamientos de 24 hs, sobre la expresion a nivel de ARNm y proteina de
la COX-2 mediante RT-PCR y Western Blot respectivamente.

Luego del ensayo de RT-PCR se identificaron las bandas correspondientes al ARNm de
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la COX-1, COX-2 y GAPDH de 0,3, 0,4 y 0,6 kb, respectivamente en geles de agarosa (Figura
20A). Los resultados indican que a dosis de AC 16 y 32 [Ig/ml disminuyeron los niveles de
ARNm de COX-2 en un 60 y 20%, respectivamente, con respecto al control de GAPDH.
Ademaés se observd que dichas dosis 0 menores parecen no tener efectos significativos sobre
la expresion del ARNm de la COX-1 (gen expresado constitutivamente en células normales)

En la Figura 20B se observa que el tratamiento con AC a 16[1(Jg/ml durante 24 hs
reduce en aproximadamente un 40% la expresion de la proteina COX-2, siendo mas
significativo el tratamiento con 32(1C1g/ml de AC, el cual reduce la expresion de la proteina
COX-2 en un 70%, se toma como 100% de expresion proteica de COX-2 al control

correspondiente a las células sin tratar.
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Figura 20. Inhibicion de la expresion de la COX-2. A El AC (16 y 32 pg/ml) redujo
significativamente la expresién del ARNm de la COX-2, mientras que no altera los niveles de
ARNmM de la COX-1. B La expresion de la COX-2 a nivel de proteina también fue inhibida por el

tratamiento con AC. Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes +
ES. (* P<0,05, ** P<0,01vs control).

Estos resultados indican que el tratamiento con AC logra reducir expresion de la COX-2
tanto a nivel de ARNm y como de proteina, que se encuentra en niveles detectables en la
linea tumoral Caco-2. Dado que la enzima COX-2 se encuentra involucrada en ciertos
procesos de progresion de la tumorigénesis, como ser disminucion de apoptosis y aumento de
proliferacién y angiogénesis, los resultados resultan interesantes a la hora de proponer a la
COX-2 como posible blanco de accién del AC. Ademas, al no ser afectada significativamente
la expresion de COX-1, podria cumplir con otra propiedad de relevancia en la basqueda de
nuevos compuestos AINEs selectivos contra la COX-2.
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5.10. Efecto del AC sobre la regulacion de la transcripcion de la COX-2

Por dltimo se evalué si el AC era capaz de modular a la COX-2 a nivel de su
transcripcion. Para ello, se utilizaron construcciones plasmidicas conteniendo el promotor
humano de la COX-2 ligado al gen reportero de luciferasa (cedidas por el Dr. Miguel Angel
Ifiguez, Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, Universidad de Madrid, Espafia). La
construccion plasmidica denominada p2-1900 contiene el promotor completo de la COX-2
humana que incluye los sitios de unién de los factores de transcripcion: NF- kB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”, NFAT (“nuclear factor of activated T cells”) y
CRE (“cyclic AMP response element”). En la Figura 21 se muestran los resultados, se trataron
las células transfectadas con el TPA (acetato de tetradecanoilforbol), conocido inductor
guimico de inflamacion, que fue capaz de aumentar la activacion de la expresion del gen de la
COX-2. Dicho efecto se evidencid por la expresién del gen de la luciferasa medido en
unidades relativas de luciferasa (URL) y se observé que el TPA aument6 la expresion de COX-
2 en un 80% en las células transfectadas con el plasmido p2-1900. Para determinar si el AC
era 0 no capaz de modular la activacion de COX-2 inducida por el TPA, las células Caco-2
transfectadas con el pldsmido p2-1900 se trataron con AC (16 [1g/ml). Los resultados indicaron
gue en presencia del compuesto vegetal se inhibié en un 70% la induccién de la expresion del
gen de COX-2 (Figura 21).

TPA +
P2-1900(-1796, +104) | mﬁfﬁ 16ug/ml
FAT AC
MIIT TATA
Nﬁ

B |
CRE TPA

DMSO

L L] T L] T L T T Li

0 100 200 300 400 500 600 700 BOO

Actividad de Luciferasa
(URL)

Figura 21. Efecto del AC sobre la regulacién de la transcripciéon del gen de la COX-2.
La linea celular Caco-2 se transfectd con el plasmido P2-1900, se traté con TPA en
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presencia o ausencia de 16 ug/ml de AC. Los ensayos se realizaron por triplicado y se
normalizaron con la co-transfeccion del plasmido Renilla. Los ensayos se realizaron por
triplicado en 3 ensayos independientes.

5.11. Toxicidad del AC in vivo

La introduccion de un nuevo fitofarmaco lleva implicito la realizacién de un conjunto de
investigaciones que incluyen, no solo la comprobacién de un efecto bioldgico relevante, sino
también la ejecucion de estudios toxicolégicos, cuya finalidad es establecer el uso seguro del
farmaco (Zbinden et al., 1991).

En el presente Trabajo de tesis se llevaron a cabo estudios toxicoldgicos en ratones
Balb/c. Se utilizaron 4 grupos de ratones: Control (vehiculo), Tratados con ER (30 mg/Kg de
peso) o Tratados con AC (5 a 10 mg/Kg de peso). Los tratamientos se realizaron via
intraperitoneal (i.p) cada 3 dias, durante 15 dias.

Se evaluaron parametros fisioldgicos como el peso de los animales, el estado general,
estado del pelaje, comportamiento de los animales y también pardmetros bioquimicos como
ser: recuento de leucocitarios totales y férmula de sangre periférica (polimorfonucleares, PMN,
neutrofilos, eosindfilos y baséfilos) y los mononucleares (linfocitos y monocitos). En casos
particulares se realizaron analisis patol6gicos de diferentes 6rganos del animal.

Se observo que los animales del grupo tratado con ER (30 mg/kg) no presentaron
pérdidas significativas en el peso de los animales (Figura 22B), ni cambios en el aspecto fisico
ya sea perdida del pelaje o agresion aparente de los animales. Tampoco hubo cambios en los
recuentos leucocitarios comparados con los del grupo control (Figura 23A 'y B).

El tratamiento con AC 10 mg/kg, provoco en los animales un leve descenso de peso
(Figura 22 Ay C), pero no se observaron diferencias en el recuento leucocitario a los 15 dias
de tratamiento comparado con el grupo control (Figura 23 A), sin embargo se observé la
inversion en la formula leucocitaria al cabo de 15 dias de tratamiento, entre PMN Yy linfocitos
(Figura 23B). También, en los estudios anatomopatoldgicos realizados, se determinaron
algunos focos aislados necro-inflamatorios en higado, pero el compuesto parece no afectar
significativamente el rifidbn de los animales porque no se observan signos de deformacion del

tejido renal (Datos no mostrado).
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Figura 22. Pérdida de peso. A Los animales del grupo control no presentaron pérdida de peso.
B Los animales del grupo ER no presentaron pérdida de peso aparente. C Los animales del
grupo AC 10mg/kg de peso presentaron una leve pérdida de peso. Las administraciones i.p de
los tratamientos en los ratones se realizaron cada tres dias durante 15 dias. Se utilizaron 4-6
animales por grupo.
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Figura 23. Recuento Leucocitario. A Los recuentos leucocitarios fueron similares en los 3
grupos. B La féormula de sangre periférica de los animales tratados con AC 10 mg/kg de peso,
mostro inversién de férmula leucocitaria. Se utilizaron 4-6 ratones para cada grupo ensayado.

Los resultados obtenidos para el grupo de animales tratados con AC 10 mg/kg,
demostraron tener una leve toxicidad en los animales, por dicha razon se procedio a realizar
ensayos de toxicidad con el compuesto AC a una dosis menor correspondiente a 5 mg/kg de
peso. El ensayo se realizé en las mismas condiciones que el ensayo anterior, pero
disminuyendo la concentracién de AC a dosis de 5 mg/kg de peso. En este caso en general
los animales no sufrieron pérdida de peso durante los 15 dias de tratamiento, comparando con

el contral, salvo un animal que inicialmente presentaba un peso menor al resto de los animales
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(Figura 24A). Ademas, los ratones no presentaron cambios en su pelaje ni estado de agresion

aparente durante los dias del tratamiento. Mas aun, la férmula leucocitaria obtenida de sangre

periférica de los animales fue normal y no se detectaron cambios en otros parametros

bioguimicos en suero como: glucosa y enzimas (GOT, GPT y TG) en los ratones tratados con

AC respecto a los controles (Figura 24B).
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Figura 24. Citotoxicidad in vivo. A El tratamiento con dosis de AC 5 mg/kg de peso no altero el
de peso de los animales comparado con el grupo control. B No se observo inversion de la férmula
leucocitaria. Se utilizaron 5-7 ratones por cada grupo ensayado.

Se realizaron analisis anatomopatolégicos del bazo, corazoén, higado, pulmén y rifién de

los animales tratados con dosis de AC 5 mg/kg y de animales control. Ambos grupos de

animales fueron comparables y no se observaron dafios hepaticos en los ratones del grupo

tratado (Figura 25).
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Los pardmetros bioquimicos en suero de glucosa y enzimas (GOT, GPT y TG) de los
ratones tratados AC, fueron similares a los del control (Datos no mostrados).

Bazo Corazon

Control

Tratamiento
AC Smgile

Figura 25. Andlisis anatomopatolégicos. Se observaron por microscopia cortes de los
organos: bazo, corazén, higado, pulmén vy rifién de los ratones control y tratados con AC 5
mg/kg. No se observaron cambios significativos en la estructura de los 6rganos estudiados. Los
andlisis se realizaron por cuadruplicado utilizando 3 animales de cada grupo.

Los resultados indican que de los ratones tratados con dosis de AC 5 mg/kg de peso no
mostraron signos de toxicidad, al menos en las condiciones del ensayo realizado.
Por lo tanto se elige la dosis de AC 5 mg/Kg de peso para realizar el ensayo de actividad

antitumoral in vivo.
5.12. Actividad antitumoral del AC in vivo

Se evalud la actividad antitumoral del AC in vivo utilizando un modelo de raton atimicos
en el cual se indujo la produccion de tumor inoculando células de CCR humanas (Cafferata et
al., 2009).

Se procedi6 a inyectar de modo subcutaneo en la dorso derecho de los ratones atimicos
2,5 x 106 células de CCR de la linea celular HT29 que se sabe inducen la aparicién de
tumores que alcanzaron un volumen de aproximadamente 1200mm? (entre el dia 5 a 7 posterior
a la inoculacién). A partir de dicho periodo se comenzaron los tratamientos (Figura 26A). Se
dividieron los animales en dos grupos: Control (vehiculo) y Tratado con AC 5 mg/kg. Se
procedid a aplicar de modo intratumoral dosis de vehiculo (Figura 26B) o de AC 5 mg/kg
(Figura 26C) cada 3 dias durante 18 dias.
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Figura 26. Induccion de tumor in vivo y tratamiento con el AC. A Crecimiento tumoral de
raton inoculado con células HT29 al dia 7. B Crecimiento tumoral de ratones tratados con
vehiculo al dia 18. C Crecimiento tumoral de ratén tratado con AC 5 mg/kg al dia 18. Se realiz6
el ensayo con al menos 5 animales por grupo.
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Se determind el peso y el estado general de los animales, cada 3 dias durante 18 dias y
no se observo pérdida de peso los ratones tratados tanto en el grupo control como en el

tratado con AC 5 mg/ml (Figura 27).
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Figura 27. Evaluacion del peso corporal de los animales. Los pesos de los animales control y
tratados con AC 5 mg/Kg son comparables. El ensayo se evalué con 6-8 animales por grupo.

Se evalud el crecimiento tumoral de los animales grupo Control y Tratado con AC 5
mg/kg (Figura 28A). Los resultados obtenidos muestran que los animales tratados con AC,
presentaron tumores con volumenes mas reducidos comparados con los tumores de los
animales controles, como se observa en la Figura 22B y C, efecto que se observé mas notorio
entre los dias 6 a 13 de tratamiento. En la figura 28B se observan las velocidades de
crecimiento tumoral individuales de cada animal al dia 18 de tratamiento, para los grupos de
ratones Control y tratados con AC 5mg/kg. Se determiné que el AC podria causar la reduccion
de la velocidad de crecimiento tumoral, ejerciendo una accién antiproliferativa sobre las células

HT29 que conforman el tumor.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



m_
A #— Tratamicres AC Smakp B
120 < k— Conirol E—
T 10004 5
E B a0
'§ LELIE / E.:.
=
3 6004 L’ ggm-
E S B
5 400q [ S E 2004
2 "L, i
2001 4 4% £
= ] 3 1) 4
0= T . T : . =
] i b 02 15 I8 = 0
[¥as de ratamienio Raiones Control Ratones tratades AC Smg'ky

B

Figura 28. Accién antitumor al in vivo. A Los promedio de los volumenes tumorales de los
ratones tratados con AC fueron menores que los determinados para los del grupo control durante
los 18 dias de tratamiento. B Las velocidades de crecimiento individuales de los tumores de los
ratones tratados con AC fueron determinadas en el periodo de tiempo entre los dias 13 a 18. El
ensayo se evalud con 5 ratones por grupo.

Los resultados de la evaluacion de toxicidad in vivo del AC, asi como de la eficacia como
compuesto vegetal antitumoral in vivo contra una linea tumoral HT29 en ratones, sugieren que
el AC administrado a dosis de 5 mg/kg no ejerceria efectos toxicos en los principales érganos

de ratones y podria ejercer una accién antitumoral contra CCR de origen humano.
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6. Discusion y conclusiones

6.1. Discusion

Las principales causas de riego de CCR estéan asociadas tanto a factores ambientales
como dietarios. La guia de la Sociedad Americana Contra El Céncer (“American Cancer
Society” o ACS, por sus siglas en inglés) recomienda una alimentacion a base de un alto
contenido de frutas, verduras y granos integrales y un bajo consumo de carnes rojas y
alimentos procesados para lograr una disminucion del riesgo del cancer colorrectal. La
identificacion de factores del microambiente que contribuyen a un aumento de la
supervivencia de las células precursoras tempranas de cancer llevaria al entendimiento
molecular de la quimioprevencion. Ademas, diferentes vias de sefalizacion regulados por
nutrientes, actualmente surgen como importantes blancos para la prevencion del cancer
colorrectal y como potenciales blancos de drogas antitumorales. Por esta razén, en los
ultimos afios, se le ha dado particular importancia al estudio de nuevos agentes
farmacoldgicamente activos que son capaces de inhibir la progresion de células tumorales
con potencial accion sobre blancos moleculares especificos asociados con la proliferacién
e invasion celular. Entre ellos, se ha enfocado la busqueda de compuestos obtenidos de
fuentes naturales, especialmente de las plantas.

Rosmarinus officinalis L. es una planta considerada medicinal, utilizada como
antioxidante desde la antigiiedad, fundamentalmente por su elevado contenido de
polifenoles como son el &cido rosmarinico y el &cido carndsico. Dichos bioactivos vegetales
poseen ademas diversas acciones farmacol6gicas en células eucariotas y procariotas
(Mengoni et al., 2011; Moreno et al., 2006; Gaya et al., 2013).

Previamente a la realizacién de este trabajo de Tesis Doctoral se sabia que el AC
ejercia acciones antiproliferativas sobre células leucémicas humanas (Steiner et al., 2001).
Se reporté que el compuesto presentaba efectos antileucémicos por la inhibicion del ciclo
celular en la fase G1 a concentraciones de 2,5-10 uM, mientras que otros estudios
reportaron que las células leucémicas tratadas con 100 yM de AC induciria la apoptosis
asociada a la activacion de caspasas -9 y -3 (Pesakhov et al., 2010).

Los resultados de la Tesis Doctoral demuestran que el AC es el compuesto bioactivo
del ER, responsable de la inhibicion de la viabilidad celular, de manera dosis dependiente,
de las tres lineas celulares humanas de CCR estudiadas: LoVo, HT29 y Caco-2 (Figural0),
las cuales poseen diferentes “backgrounds” genéticos.

En la literatura hay pocos estudios que evaltuan el efecto del AC en células de CCR y
son contradictorios en los efectos observados. Se reporté que el AC a una concentracion

de 8 pg/ml (23 pM) inhibe la duplicacién del ADN, mediante ensayos realizados con
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Timidina tritiada (3H), mientras que a una concentracién de 50 uM arresta el ciclo celular en
forma transciente en la fase G2/M, aunque inhibe parcialmente la ciclinas A en las células
Caco-2 (Visanji et al., 2010).

Nuestros resultados indican que el tratamiento del AC durante 24 hs, sobre la linea
celular Caco-2 fue capaz de inhibir la viabilidad celular a una DEsy de 32 pg/ml. El uso de
monocapas de células Caco-2 es un modelo de células intestinales aceptado por muchos
laboratorios de todo el mundo, establecido a partir de un adenocarcinoma de colon bien
diferenciado obtenido de un paciente de 72 afios (Fogh et al., 1977). Estas células llegan a
confluencia dentro de los 3-6 dias de cultivo (Braun et al., 2000). Por esta razén se evallo
el proceso por el cual el AC inhibi6 la viabilidad celular de la linea Caco-2.

Se evidencio, mediante ensayos con anticuerpos y microscopia de fluorescencia, que
el AC provoca la translocacion de la fosfatidilserina del interior al exterior de la membrana
plasmatica de las células Caco-2 (Figura 11A), también se observé mediante tincion con
DAPI, condensacién de la cromatina y pérdida de la arquitectura nuclear celular normal,
procesos fisioldgicos caracteristicos de la muerte celular por apoptosis (FigurallB). Méas
aun se determind, mediante ensayos de citometria de flujo, que el 25% de las células
tratadas con AC (32ug/ml) mueren por procesos tempranos de apoptosis respecto al
control sin tratar (Figura 12). Datos que concuerdan con los obtenidos en (Figura 11C),
donde se observa el porcentaje de células apoptoéticas tratadas con AC.

De acuerdo a los estudios anteriores y resultados de este trabajo, es posible que el
AC, dependiendo de la concentracion, tiempo de exposicion al tratamiento y tipos celulares
estudiados, ejerza acciones antiproliferativas de manera multifactorial.

La invasién tumoral requiere la degradacion de la MEC, que esta compuesta por
diferentes macromoléculas entre ellas coldgeno, laminina y heparan sulfatos. Existe un
gran numero de enzimas proteoliticas, involucradas en los procesos de invasion vy
metéstasis celular, entre ellas se incluye a las MMPs y serinas proteasas que estan
involucradas en la degradacion de la MEC. En particular la actividad de las MMP-2 y MMP-
9 juegan un papel fundamental en la motilidad celular puesto que son capaces de clivar el
colageno y las uroquinasas del tipo activadores de plasmindgeno (uPA), las cuales
aceleran la conversién del plasminégeno en plasmina en la cascada proteolitica. La
plasmina puede degradar fibrina, fibronectina, proteoglicanos, laminina y coladgenos (Blasi
etal., 1997).

Nuestros resultados indican que el AC inhibe aproximadamente el 60% de la actividad
degradativa de las proteasas que degradan la MEC: uPA, MMP-9 en concentraciones de
entre 8 y 16 pg/ml (Figura 13A-C). También se demostré mediante Western Blot que el AC
inhibié la expresion de la proteinasa MMP-9 (Figura 13B). Este resultado es de interés
porgue se sabe que en CCR dichas enzimas proteoliticas contribuyen en gran medida a los

procesos invasivos (Overall et al., 2002)
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La migracion de las células tumorales es uno de los principales procesos que
desencadenan la cascada de la metéstasis celular, evento en el que las células tumorales
del tumor primario acceden a la circulacion sanguinea. En este trabajo se observg,
mediante el ensayo de cicatrizacion de la herida, que el AC es capaz de inhibir fuertemente
la migracion de las células Caco-2 de modo dosis dependiente. Los resultados
evidenciaron que el 50% de la migraciéon celular se inhibe por el tratamiento de AC
aproximadamente a la mitad de su DE50, (16 pug/ml) (Figura 14). Mediante el ensayo de
invasion utilizando una matriz de matrigel en camara “transwell” se confirmé que el AC a su
DES5O0 (32 pg/ml) inhibe en aproximadamente un 80% la capacidad invasiva de las células
respecto de las células control sin tratamiento tratando la linea celular Caco-2 (Figura 15).

En el trabajo determinamos también que el AC inhibe fuertemente la adhesion de las
células Caco-2 a los sustratos colageno tipo | y fibronectina (Figura 16A y B). Ademas,
documentamos por microscopia la inhibicién de los movimientos de “spreading” y extension
pseudopodial de las células pre-tratadas con AC (DE50) sobre los sustratos que se
analizaron (Figura 16C). Recientemente se ha reportado que otros compuestos del
metabolismo secundario de las plantas como el licopeno, principal carotenoide del tomate,
inhibe la invasién de células de CCR mediante la inhibicibn de la expresion de la
metaloproteasa-7 (MMP-7) (Lin et al., 2011).

Los claros efectos del AC obtenidos mediante técnicas bioquimicas y celulares fueron
claves para empezar a comprender a nivel molecular posibles mecanismos de accion
antitumoral del AC en CCR sobre un tema central que sustenta la transicién de carcinoma
in situ a cancer invasivo, en donde las células metastésicas anulan las sefiales inhibitorias
de sus ambientes circundantes e invaden su MEC subyacente.

En tal contexto, se sabe que la proteina FAK media los contactos focales y esta
involucrada en procesos de invasion, migracion, adhesion y “spreading” celular (Cary et al.,
1999). Ademas, es un potencial blanco molecular de accion de moléculas antineoplasicas
en CCR dado que el complejo bipartito FAK / c-Src se encuentra desregulado en células
tumorales de CCR (Wang et al., 2012). Otras evidencias sugieren fuertemente que la FAK
es una proteina clave durante los procesos de sefializacion de las células en su conversién
a un cancer invasivo:

La sobreexpresion de FAK en células transformadas con v-Src aumenta su capacidad
para invadir Matrigel (Hsia et al., 2003). Numerosos estudios han demostrado altos niveles
de FAK (tanto ARNm vy proteinas) en los tumores humanos altamente invasivos con
metéstasis como el de colon, mama, préstata, tiroides, cabeza y cuello, higado, eséfago
(Agochiya et al., 1999; I-Rue et al., 2010) y la elevada expresion de FAK se correlaciona
con pobres tasas de sobrevivencia (Itoh et al., 2004). Ademas, en un modelo in vitro de
cancer de colon humano, durante la conversion de adenoma a carcinoma se encontré que

aumenta el nimero de copias del gen FAK (Yu et al., 2006; Cance et al., 2000). También
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se evalué que la FAK (constitutivamente activa) impide la apoptosis en células epiteliales
no adheridas (Frisch et al., 1996). Por ultimo, cuando la actividad de FAK se examiné en
tumores humanos preneoplésicos y metastasicos en pacientes individuales, se encontré en
el tejido metastasico una actividad constitutiva de FAK en comparacion con los tumores
pre-neoplasicas (Kahana et al., 2002).

Los resultados obtenidos en la tesis Doctoral indicaron que el AC inhibe
aproximadamente entre un 30-60% los sitios de fosforilacion Y397 y del Y861 de la
proteina FAK, que aumentan la afinidad con otra proteina del contacto focal, p130Cas.
También el AC fue capaz de inhibir el sitio de fosforilacion Y410 de la proteina p130Cas y
del sitio Y118 de la Paxilina (Figura 17A y B).

Dichos resultados sugieren que el AC seria capaz de modular la actividad de ciertas
proteinas que conforman el contacto focal y principalmente del camino de transduccion de
sefiales de la FAK. Para poner a prueba dicha hipétesis, se realizaron ensayos de IFI para
visualizar contactos focales mediante anticuerpo anti-Paxilina y filamentos de actina usando
Faloidina acoplada a fluoréforos luego del tratamiento de células Caco-2 tratadas con AC.
Los resultados mostraron que el tratamiento con AC a DE50, reorganizaron las adhesiones
focales (Figura 18), de manera no direccionada. Este fendbmeno parece ser mas complejo
al que inicialmente se proponia (Broussard et al., 2008) puesto que la maquinaria celular de
formacion de filopodios, protrusiones celulares y adhesion celular estaria mediada por
interacciones cruzadas entre participantes del mismo caminos de sefializaciéon de quinadas
como ser Src, FAK y pl30CAS. Src-pl130Cas genera filopodios, y Src-FAK causa el
alargamiento de adhesion. Recientemente se reportd que tanto Src-130Cas y Src-FAK
producen protuberancia, pero Src-FAK produce ciclos de protrusién-retraccion incesantes,
mientras Src-p130Cas genera “spreading” celular (Karginov et al., 2014). Ademas, las
células tumorales poseen mecanismos que activan su supervivencia ante la exposiciéon a
ciertos farmacos, y estas formas de supervivencia son complejas y particulares del tipo
celular y también del tiempo de exposicidn célula farmaco.

También se observé en la Figura 18 y 19 un cambio notorio de la forma y tamafio
celular, asi como una clara reorganizacion del citoesqueleto de actina de la linea Caco-2.
La desestabilizacién de los microfilamentos de actina y reorganizacion del citoesqueleto
hacia los bordes celulares demuestran que el AC tiene un efecto comparable a ciertas
drogas antitumorales, desestabilizadoras del citoesqueleto celular, que actian mediante la
interrupcion dinamica de los microtdbulos frente a la simple reduccién de la polimerizacion.
Esta circunstancia bloquea las células en mitosis, llevando eventualmente a la apoptosis
celular (Jordan et al., 2004).

Se ha descripto que la actividad COX-2 se encuentra intimamente relacionada a
procesos inflamatorios (DuBois et al., 1998; Coussens et al., 2002; Raymond et al., 2003;

Grivennikov et al.,, 2010). Aunque se ha recomendado el uso de aspirina y otros
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medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), tales como ibuprofeno y
naproxeno, estos pueden causar sangrado a irritacion del estdbmago por sus efectos
secundarios y no selectivos. La FDA “Food and Drug Administration” aprobé el uso de
Celecoxib para reducir la formacién de pdlipos en personas que padecen poliposis
adenomatosa familiar, aunque entre sus efectos secundarios se encontraron aumenté del
riesgo de ataques cardiacos y ataques cerebrovasculares.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el AC podria también ser
capaz de modular la expresion del gen COX-2, al menos en la linea Caco-2, en la cual se
encuentra sobre-expresado. EI AC (DES0) es capaz de inhibir la expresion de la COX-2 a
nivel de ARNm y proteina mientras que la COX-1, importante para ciertos procesos
fisiolégicos celulares normales, parece no ser afectada significativamente por el tratamiento
(Figura 20). Otros resultados obtenidos muestran que el AC podria estar modulado a nivel
de la transcripcion el gen de acuerdo a los resultados obtenidos por transfecciéon de las
células Caco-2 con un plasmido portador del promotor del gen de COX-2 (Figura 21).
Dicha proteina es otro blanco molecular clave en CCR e implicado en una via de
sefializacion inflamatoria que se sabe promueve la progresion y desarrollo tumoral. La
importancia clinica del efecto del AC sobre la COX-2 ofrece un beneficio terapéutico
interesante en la busqueda de drogas no esteroideas anti- inflamatorias (AINES) (Pinheiro
et al., 2002).

Se han realizado estudios in vivo para determinar la toxicidad del ER con alto
contenido en AC y también del AC puro (Figura 22, 23, 24 y 25), estos estudios se
utilizaron como un precedente inicial para evaluar las dosis potencialmente no toxicas en
animales.

Los resultados in vivo realizados en este trabajo, demuestran que el AC administrado
a una concentracion de 5 mg/kg no evidencié toxicidad significativa y no produjo estado de
caquexia en los animales al cabo de 15 dias de tratamiento.

Recientemente en un trabajo del laboratorio se evalud el efecto del AC sobre la
viabilidad de fibroblastos murinos 3T3-L1 (Gaya et al., 2013). Los resultados encontrados
mediante el ensayo de viabilidad por el método de MTS o el azul Tripdn muestran que el
AC a la mayor concentracion ensayada 20 ug/ml no presentd ningun efecto nocivo sobre la
viabilidad de dichas células normales.

Finalmente, se realizaron ensayos preliminares in vivo en donde se evalué el efecto
antitumoral del AC sobre células HT29 en ratones. Luego del tratamiento con una
concentracién que no mostro toxicidad alguna en los animales, 5 mg/Kg durante 18 dias, se
observé una tendencia significativa del compuesto a ejercer una disminucién de las
velocidades de crecimiento de las células tumorales con respecto al grupo de ratones
control (Figura 26, 27 y 28). Su eficacia antitumoral fue mas evidente a los primeros dias

del tratamiento y se observé que disminuyo la velocidad de crecimiento tumoral cuando se
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administr6 el AC cada tres dias. Posiblemente, dosis diarias del compuesto ejercerian un
mayor efecto antitumoral.

En resimen: Los resultados de la evaluacion de toxicidad in vivo del AC, asi como de
su eficacia como compuesto antitumoral in vivo contra una linea tumoral de CCR en
ratones, sugieren que el AC administrado a dosis de 5 mg/kg no ejerceria efectos toxicos
en los principales 6rganos de ratones y podria ejercer una accion antitumoral contra CCR
humano. Hemos encontrado en estudios realizados in vitro que el AC seria capaz de: -
modular blancos moleculares claves en procesos de progresién tumoral como la
fosforilacion de la proteina FAK, - reorganizar filamentos de actina, - inhibir la actividad de
proteasas involucradas en la degradacién de la MEC y de la enzima COX-2.

Se propone finalmente un modelo de accion posible del AC en CCR (Figura 29).
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Figura 29. Modelo de accion propuesto para la accién del AC sobre CCR. El AC seria
capaz de modular diversos blancos moléculares involucrados en la proliferacion y progresion
tumoral de CCR. El AC induciria la muerte celular por apoptosis. Ademas, el compuesto
vegetal podria inhibir procesos de adhesion, migracién e invasion celular probablemente por
la modulacién de moléculas que componen la estructura del contacto focal, entre ellas FAK,
Paxilinay p130CAS, alterando el citoesqueleto de los filamentos de actina e inhibiendo la
actividad proteolitica de moléculas secretadas a la matriz extracelular por las células, como
ser: MMP-9 y uPA. El AC podria inhibir la expresion de otros intermediarios como la enzima
COX-2, involucrada en procesos inflamatorios y relacionada con un aumento de la progresion
tumoral en CCR.
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6.2. Conclusiones

En este trabajo de Tesis Doctoral se identificé que el AC es el compuesto bioactivo

del extracto de hojas de R. officinalis, que ejerce una accién antitumoral sobre tres lineas

diferentes de CCR humano, por lo tanto se concluyd lo siguiente:

El AC ejerce efectos de manera multifactorial sobre las células de CCR humano,

como ser: accion antiproliferativa y accion inhibitoria de procesos involucrados en
la progresion tumoral: invasién, migracion y adhesion celular. El efecto inhibitorio
del compuesto vegetal es capaz de inhibir la proliferacion mediante apoptosis y

reducir la adhesion, la migracion, la invasion y la actividad proteolitica celular.
El AC modularia proteinas del contacto focal, inhibiendo la fosforilacion de

ciertos sitios de la proteina FAK, la Paxilina y la p130Cas y razén por la cual se
disminuiria la migracion celular. También el AC seria capaz de modular el

citoesqueleto de microfilamentos de actina en la linea celular Caco-2.
El AC podria inhibir la expresion de la COX-2, implicada en procesos inflamatorios

en general, y participe clave de procesos del desarrollo tumoral en CCR como

ser invasion, migracién y proliferaciéon celular (Kohene et al., 2004).
En ensayos in vivo se demostr6 que AC no presentd toxicidad aguda en los

animales de experimentacion en las dosis ensayadas. Ademas, se observo

actividad antitumoral del compuesto vegetal.
De acuerdo a estos resultados parece interesante proponer al AC como un

posible agente preventivo o terapéutico contra el progreso del cancer colorrectal.
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7. Perspectivas

» El AC induce la muerte celular programada en células Caco-2, restaria evaluar

posibles intermediarios de dicho proceso.

» Mediante microscopia se observé que el AC altera la estructura de los filamentos
de actina, se podria investigar la accion del compuesto con actina acoplada a la

GFP y ver su efecto sobre fibras de estrés

» Mediante técnicas bioquimicas in vitro evaluar si los microfilamentos de actina en

presencia del AC son capaces 0 no de polimerizarse.

» El AC inhibe la fosforilacion de FAK, evaluar mediante la sobreexpresion de

FAK, si se afecta o no la invasion celular.

» Utilizar anticuerpos fluorescentes contra Src para evaluar si el AC impide la

asociacion del complejo FAK-Src.

> Analizar el efecto del AC sobre otras vias de sefializacion celular asociadas a la

proliferacién como: PKC, MAPK, ERK.

» Investigar posibles proteinas blanco moleculares del AC localizados en la
membrana plasmatica en células CCR. Se podria analizar el perfil de proteinas
biotiniladas antes y después del tratamiento con el compuesto vegetal
(Radhakrishnan et al., 2014).
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8. Publicaciones

8.1. Publicaciones completas en revistas/libros internacionales con referato

“Carnosic acid inhibits the proliferation and migration capacity of human colorectal cancer
cells.” Barni MV, Carlini MJ, Cafferata EG, Puricelli L, Moreno S. Oncology Reports 27: 1041-
1048 (2012).

“Rosemary compounds as nutraceutical health products.” Moreno S, Ojeda Sana AM, Gaya
M, Barni MV, Castro OA, van Baren C. Chapter 9. Food aditives. Ed: EIl- Samragy, Y. Intech-
open Science. ISBN 978-953-51-0067-6. 157-174 (2012).

“Study of the antibiotic efficacy of an ethanolic extract from Rosmarinus officinalis against
Staphylococcus aureus in two skin infection models in mice”. Barni, MV, Fontanals A y
Moreno S. BLACPMA 8(3), 219-223 (2009)

8.2. Presentaciones en congreso

“Antioxidant and antimicrobial activities of volatile and non-volatile fractions of Rosmary”.
Gaya M, Van Baren C, Elechosa M, Barni MV, Juarez M, Ojeda A, Moreno S. SAIB,
Argentina, 2009.

“Regulation of inflammatory mediators by polyphenols of Rosmarinus Officinalis I. in human
colon carcinoma cell lines”. Barni MV, Iiiguez MA, S Moreno. XI Jornadas Anuales de la
Sociedad Argentina de Biologia, SAB, Toxicologia y Farmacologia, 64. Resumen vy
exposicion oral. Xl Jornadas Anuales de la Sociedad Argentina de Biologia, SAB. 2 al 4 de

Diciembre del 2009. Instituto de Biologia y Medicina Experimental, IBIME.

“Capacidad antitumoral de bioactivos de Rosmarinus officinalis L. sobre lineas celulares de
adenocarcinoma de colon humano”. Barni MV, Carlini MJ, Cafferata EG,

Puricelli L, Moreno S. XXVI Jornadas Nacionales de Oncologia del instituto Angel H. Roffo,
PO-070, pag. 40. XXVI Jornadas Nacionales de Oncologia del instituto Angel H. Roffo. 31 de
Agosto, 1 al 3 de Septiembre del 2010. Instituto de Oncologia Angel H. Roffo - Buenos Aires,

Argentina.
“Advances on the biological functionality of non-volatile polyphenols isolated from Rosmarinus

officinalis”. Barni MV, Repetto MV, Moreno S. International Federation of Societies of

Cosmetic Chemists, 361, pag. 191, resumen. PO-CO05, Developments in Actives Research,
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poster. 26th Congress of the International Federation of Societies of Cosmetic Chemists,
IFSCC 2010. 20 al 23 de Septiembre del 2010. San Martin 1225/1275, Hotel Sheraton,

Buenos Aires, Argentina.

“Estudio de la capacidad antitumoral de compuestos activos de un extracto de Rosmarinus
officinalis L. sobre lineas de adenocarcinoma de colon humano”. Barni MV, Carlini MJ,
Cafferata EG, Puricelli L, Moreno S. Medicina, Buenos Airesvol. 70

Sup. Il - 2010 ISSN 0025.7680. Resumen y péster. Sociedad Argentina de Investigacion
Clinica, SAIC 2010. 17 al 20 de Noviembre del 2010. Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina.

“Efecto citostatico in vitro contra la linea LPO7 de adenocarcinoma murino de pulmén y
citotoxicidad in vivo de bioactivos aislados de Rosmarinus Officinalis L". Barni MV, Carlini MJ,
Diament M, Fina BL, Porte S, Rigalli A, Puricelli L, Moreno S. XXVII Jornadas Nacionales de
Oncologia del instituto Angel H. Roffo. 13 al 16 de Septiembre del 2011. Instituto de
Oncologia Angel H. Roffo - Buenos Aires, Argentina. “Identificacion de blancos moleculares
de accion del acido carndsico, principal diterpenos del Rosmarinus Officinalis L., en
adenocarcinoma de colon humano”. Barni MV, Carlini MJ, Rey O, Cafferata EG, Puricelli L,
Moreno S. XXVIII Jornadas Multidisciplinarias en Oncologia. 14 de Septiembre del 2012.

Instituto de Oncologia Angel H. Roffo - Buenos Aires, Argentina.

“El acido carndsico, un compuesto presente en Rosmarinus Officinalis L., regula la formacion
de adhesiones focales y la organizacion del citoesqueleto e inhibe la capacidad invasiva de
células humanas derivadas del Cancer Colorrectal”. Puricelli L, Rey O,Cafferata EG, Barni
MV, Carlini MJ, Moreno S. XXIX Jornadas Multidisciplinarias en Oncologia, “Nuevas
tecnologias: Mitos y verdades”. 10 al 13 de Septiembre del 2013. Instituto de Oncologia

Angel H. Roffo - Buenos Aires, Argentina.
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