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RESUMEN

Contreras Lépez, Eric Francisco. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica.
Tecnoldgico Nacional de México/Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Noviembre 2019.
Evaluacion del efecto citotoxico y antiproliferativo del aceite esterculico. Asesores:
Dra. Rosa Maria Oliart Ros, Dr. Mauricio Rodriguez Dorantes, Dra. Abril Ramirez
Higuera.

El cancer se deriva de un crecimiento descontrolado de células debido a mutaciones
acumuladas (OMS, 2017). La actividad de la enzima Estearoil CoA Desaturasa
(SCD) se ha sugerido como blanco terapéutico en cancer. El aceite de las semillas
de las plantas del género Sterculia es rico en acido esterculico, un acido graso
ciclopropenoide con capacidad de inhibir a la SCD. Los objetivos de este trabajo
fueron evaluar el efecto citotoxico y antiproliferativo del aceite esterculico (AE) in
vitro, determinar su concentracion inhibitoria media (ICs0) en células cancerosas y
sanas, evaluar el efecto del aceite esterculico sobre la viabilidad, ciclo celular,
apoptosis, expresion, niveles de enzima y actividad de la SCD. Se utiliz6 aceite de
semillas de Sterculia apétala de la zona de Los Tuxtlas, Veracruz, en el que, por
medio de cromatografia de gases-espectrometria de masas, se encontré un 34% de
acido esterculico. Se determind la viabilidad en lineas celulares cancerosas de
préstata, higado, pulmén, mama, colon, cervicouterino, y osteosarcoma. Las lineas
mas afectadas por el AE fueron las de cancer metastasico de préstata PC-3 (49%
viabilidad), las de cancer de mama MCF-7 (60%) y las de cancer de prostata
dependiente de andrégenos LnCaP (68%), con una ICso de 3.6 mM para PC-3,
mientras que en células sanas de préstata RWPE1 la viabilidad fue de 89%. Por
citometria de flujo se encontré que el AE detiene el ciclo celular en G2 y lleva a las
células cancerosas a apoptosis, sin afectar a las sanas. Mediante Q-PCR y Western-
Blot se encontr6 que el AE no modifica significativamente la expresién del gen y
sintesis de la SCD. Los indices de desaturaciéon C16:1/C16:0 y C18:1/C18:0
mostraron una disminucion de la actividad de SCD entre el 48 y 86% con respecto al
testigo para PC-3, entre el 43 y 69% para LnCaP y entre un 28 y 50% para RWPE1.
En conclusion, el aceite esterculico tiene potencial en el tratamiento del cancer de
préstata debido a que su efecto apoptético y antiproliferativo es comparable con el de
farmacos y métodos de inhibicién de SCD.



ABSTRACT

Contreras Lépez, Eric Francisco. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica.
Tecnologico Nacional de México/Instituto Tecnologico de Veracruz. Noviembre 2019.
Evaluacion del efecto citotoxico y antiproliferativo del aceite esterculico. Asesores:
Dra. Rosa Maria Oliart Ros, Dr. Mauricio Rodriguez Dorantes, Dra. Abril Ramirez
Higuera.

Cancer derives from uncontrolled cell growth due to accumulated mutations (WHO,
2017). The activity of the enzyme staroyl CoA Desaturase (SCD) has been suggested
as a therapeutic target in cancer. The oil from the seeds of the plants of the genus
sterculia is rich in esteric acid, a cyclopropenoid fatty acid with the ability to inhibit
SCD. The objectives of this work were to evaluate the cytotoxic and antiproliferative
effect of ester oil (EA) in vitro, determine its mean inhibitory concentration (IC50) in
cancer and healthy cells, evaluate the effect of ester oil in the viability, cell cycle,
apoptosis, expression, enzyme levels and SCD activity. sterculia apetala seed oil
from the area of Los Tuxtlas, Veracruz, was used in which, by means of gas
chromatography-mass spectrometry, it was found that it possesses 34% of esterculic
acid. Cell viability was determined in cancer cell lines of prostate, liver, lung, breast,
colon, cervical, and osteosarcoma. The lines most affected by As were those of PC-3
metastatic prostate cancer (49% viability), those of MCF-7 breast cancer (60%) and
those of LnCaP androgen-dependent prostate cancer (68%), with an IC50 of 3.6 mM
for PC-3, while in healthy RWPE1 prostate cells the viability was 89%. Flow cytometry
found that AE stops the cell cycle in G2 and leads cancer cells to apoptosis, without
affecting healthy ones. Through Q-PCR and Western-Blot it was found that AE does
not significantly modify gene expression and SCD synthesis. Desaturation indices
C16: 1/ C16: 0 and C18: 1/ C18: 0 showed a decrease in SCD activity between 48
and 86% compared to the control for PC-3, between 43 and 69% for LnCaP and
between 28 and 50% for RWPE1. In conclusion, steroculic oil has potential in the
treatment of prostate cancer because its apoptotic and antiproliferative effect is
comparable with that of drugs and methods of SCD inhibition.
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1. INTRODUCCION

El papel de los lipidos en la fisiologia celular es amplio. En la membrana celular,
ademas de su funcion estructural, el microambiente lipidico tiene gran influencia en la
actividad de las proteinas de la membrana y sus respectivas consecuencias en la
sefalizacion celular (Smart et al, 1999; Simmons et al., 2000). Varios tipos de
lipidos, como los lisofosfolipidos, esfingolipidos y acidos grasos o sus derivados, por
mencionar algunos, intervienen en procesos celulares tan diversos como la
regulacion del metabolismo, la diferenciacion, la proliferaciéon, la senescencia y
muerte celular, la angiogénesis y la vasoconstriccién, entre otros (Duplus et al.,
2000).

Los lipidos tienen un rol importante como almacén de energia. Si la célula requiere
energia puede hidrolizar triglicéridos y sus &cidos grasos constituyentes se
distribuyen hacia distintos tejidos para ser degradados. De acuerdo a la hipotesis del
“gen ahorrativo”, la capacidad de almacenar energia en forma de grasa pudo ser una
ventaja adaptativa para organismos que no tenian una constante disponibilidad de

alimentos (Friedman, 2003).

Otra importante funcion de los lipidos es la de mensajeros quimicos. Las hormonas
esteroideas, por ejemplo, sirven como mensajeras entre diferentes tejidos. Algunos
lipidos, como las feromonas, participan en la comunicacidon quimica entre
organismos; otros lipidos funcionan como mensajeros intracelulares o como factores

de transcripcion regulando la expresion génica (Weinhold et al., 1991).
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Algunas enfermedades como la aterosclerosis, diabetes, obesidad, y cancer, se han
relacionado con el metabolismo de lipidos (Berliner et al., 1995). Lo anterior indica
que una regulacion eficiente del metabolismo lipidico es necesaria para mantener la

homeostasis celular.

Se ha reportado que las células cancerosas tienen una conversion alterada de acidos
grasos saturados a monoinsaturados en comparacion con células sanas. Como
ejemplo se puede mencionar que la proporcidon de acido estearico a oleico es menor
en el carcinoma hepatocelular que en un higado sano (Gleeson et al., 1990).
Experimentos como el de Gleeson indican que el crecimiento de células tumorales
podria modularse mediante la regulacion de la conversion de acidos grasos
saturados a monoinsaturados, es decir, regulando a la enzima Estearoil Co-A
Desaturasa (SCD). Dicha enzima cataliza la reaccién en la que un doble enlace es
colocado entre los carbonos 9 y 10 del acido palmitico y del acido estearico para

formar el acido palmitoleico y oleico, respectivamente (Urrutia, 2010).

La SCD es un punto de control clave en la lipogénesis debido a que cataliza una
etapa limitante en la ruta de sintesis de acidos grasos monoinsaturados y su efecto
ha sido implicado en la regulacién del crecimiento y la diferenciacion celular a través
de los efectos sobre la fluidez de la membrana celular y la transduccién de sefales.
En células de carcinoma de pulmén humano A549, la disminucion de la actividad de
la SCD sensibiliza a las células a la apoptosis inducida por acidos grasos saturados,
en comparacion con ceélulas testigo, incrementa el periodo de latencia y disminuye el
crecimiento de tumores en ratones nude (Scaglia, 2005). Resultados como estos
dejan ver que al regular globalmente el metabolismo lipidico, la SCD modula la
proliferacion y supervivencia celular, lo que hace énfasis en la importante
participacion de la sintesis de acidos grasos monoinsaturados para mantener el

fenotipo celular neoplasico.

El acido esterculico se encuentra en proporciones elevadas en el aceite obtenido de
semillas de plantas del género Sterculia (Herrera-Meza et al., 2014); este acido graso

ciclopropenoide de 19 carbonos puede reducir la actividad de la SCD de forma
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reversible hasta el 20% de su actividad normal, y tener efecto sobre la fluidez de la
membrana celular, asi como una disminucién de la proliferacién celular (Diniz et al.,
2008). El acido esterculico se ha estudiado en relacion al sindrome metabdlico y los
resultados indican una modificacion del perfil lipidico en el que, en presencia de
dicho acido, incrementa la acumulacion de acido palmitico y estearico, asi como una

disminucion de la cantidad de acido palmitoleico y oleico (Herrera-Meza et al., 2014).

El control del metabolismo de los lipidos mediada por la regulacién de SCD, cobra un
especial valor debido a que cada vez hay mas evidencia de que las células
cancerosas muestran alteraciones en su perfil lipidico afectando la disponibilidad de
lipidos estructurales para la sintesis de membranas, la sintesis y degradacion de
lipidos que contribuyen a la homeostasis energética y la abundancia de lipidos con
funciones de sefalizacion. Los cambios en el metabolismo de los lipidos pueden
afectar numerosos procesos celulares, incluidos el crecimiento celular, la

proliferacion, la diferenciaciéon y la motilidad (Santos et al., 2012).

Por otra parte, algunas investigaciones sefialan un efecto toxico del acido esterculico
sobre células sanas por las mismas razones que se exponen en parrafos anteriores,
lo cual lleva a la necesidad de evaluar la viabilidad de células sanas a diferentes
concentraciones del acido esterculico para obtener una concentracion inhibitoria
media (ICsg) que se pueda evaluar en células cancerosas y medir su efecto en la
viabilidad celular, ciclo celular y apoptosis. Este estudio se acompana de la medicion
del efecto de acido esterculico sobre la expresion del gen de SCD vy la valoracion de

la actividad enzimatica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Fuente natural del aceite esterculico

Existen aproximadamente 300 especies de arboles que componen la familia de las
Malvaceas y se encuentran preferentemente en las regiones tropicales en todo el
mundo. En algunos paises de Africa, donde se puede encontrar Sterculia foétida, sus
hojas y raices son usadas como medicina alternativa por su efecto diurético,
antiinflamatorio y depresor del sistema nervioso central (Chopra et al., 1992). La
especie Sterculia apétala, conocida como “Tepetaca” en las regiones del sureste
mexicano, en los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca y Chiapas, es el arbol

utilizado para la obtencion del aceite en el presente proyecto.

El arbol de Sterculia apétala mide entre 30 y 40 m de altura con ramas distribuidas
sobre el tronco. Las hojas son palmadas y lobuladas, de 15 a 50 cm de largo
agrupadas al final de las ramas. Las flores son amarillas con rayas rojas o moradas y
sus frutos son foliculos de 8 a 10 cm de largo, agrupados de 3 a 5 conteniendo cada
uno 10 a 15 semillas negras (Herrera-Meza et al., 2014). El aceite contiene acidos
grasos ciclopropenoicos (AGC) en mayor porcentaje que el resto de los acidos
grasos que lo componen. En la Figura 2.1 se muestran el arbol y las semillas de

Sterculia apétala.
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FIGURA 2.1: Arbol de Sterculia apétala. El arbol puede alcanzar 40 m de altura (a),
los frutos son foliculos en grupos de 3 a 5 que miden hasta 10 cm (b), cada foliculo
puede tener entre 10 y 15 semillas (c y d).
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2.2 Caracteristicas y composicion del aceite esterculico

El aceite esterculico es inodoro y de color amarillo claro, tiene un indice de refraccion
de 1.46, su gravedad especifica es de 0.9, indice de yodo de 45.7, indice de acidez
de 79.4 e indice de saponificacion de 140.4. La composicion aproximada de acidos

grasos se muestra en la Tabla 2.1.

TABLA 2.1: Composicion del aceite obtenido de Sterculia apétala.

Acido graso %
16:0 22.9
18:0 2.8
18:1 5.0

18:1 ciclo® 6.3
18:2 5.0
19:1 ciclo® 55.8
Otros 2.8

®Presencia del anillo ciclopropeno. C18:1, acido malvalico; C19:1, acido esterculico. Los valores son

expresados como porcentaje del total de 4cidos grasos (Herrera-Meza et al., 2014).

El acido esterculico (acido 9,10-metilen-octadec-9-enoico) es el &acido graso
encontrado en mayor proporcion en el aceite obtenido de Sterculia apétala, tiene una
gran tension provocada por el doble enlace y anillo ciclopropénico entre los carbonos
9y 10, razon por la cual es altamente reactivo y su punto de fusion es muy similar al
de los acidos grasos monoinsaturados, su peso molecular es de 294.462 g/mol, a
temperatura ambiente se encuentra en estado liquido y el anillo ciclopropénico se
puede romper a temperaturas mayores a 50°C y por una exposicion prolongada a la
luz solar (Corl et al., 2001).



ANTECEDENTES

2.3 Efectos del aceite esterculico como inhibidor de Estearoil CoA Desaturasa

El acido esterculico, ademas de su papel como almacenamiento de energia y
carbono en las semillas, es potencialmente un protector contra hongos e insectos
(Schmid & Patterson, 1988). Hay evidencia cientifica que demuestra que la
administracion de este acido en hamsters provoca reducciones en el peso corporal y
adiposidad, mejoras en la tolerancia a la glucosa y disminucion de la inflamacion
hepatica (Major et al, 2008), también se ha reportado una disminucion de la
resistencia a la insulina y reduccion de esteatosis hepatica inducidas por fructosa en
ratas Wistar al suministrar aceite esterculico como fuente de lipidos en la dieta
(Ramirez-Higuera et al, 2019). Se sabe que la ingesta de acidos grasos
poliinsaturados, en combinacién con la inhibicién de SCD utilizando aceite esterculico
como fuente de lipidos en la dieta en ratas Wistar con sindrome metabdlico inducido
por sacarosa, ayudd a disminuir los niveles circulantes de triglicéridos y en la
disminuciéon de la hipertrofia de adipocitos (Morales, 2018). Por otro lado, algunos
resultados advierten efectos adversos sobre la proliferacion del musculo liso, funcién
y crecimiento reproductivos, induccion de hipercolesterolemia, dafo hepatico y
efectos carcinogénicos cuando se administran en dosis altas a ratas (> 1%)
(Mujumdar et al., 2000). También hay reportes de que, al suministrar 200 ppm de
ésteres metilicos de acido esterculico en la dieta de la trucha arcoiris, se observaron
cambios en la morfologia del higado, disminucion de la tasa de crecimiento y
alteracién de los perfiles lipidicos (Rohem et al., 1970). Estos efectos se han
relacionado con la capacidad del acido esterculico para inhibir la actividad Estearoil-

CoA Desaturasa (SCD), una enzima central lipogénica (Gomez et al., 2003).
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2.4 Caracteristicas de la Estearoil Co-A Desaturasa

La estearoil-CoA desaturasa (SCD) es una enzima encargada de catalizar la
incorporacion del primer doble enlace, en posicion 9-cis, en varios acidos grasos
saturados para formar sus derivados monoinsaturados; dicha reaccion requiere de
oxigeno, NADPH y una cadena de transporte de electrones microsomal, compuesta
por la enzima citocromo b5-reductasa y el citocromo b5 (Strittmatter et al., 1974). Los
sustratos principales son los acidos grasos saturados palmitico (16:0) y estearico
(18:0) en su forma activada, es decir, unidos a la Coenzima A (CoA). Los productos
de la SCD son principalmente acido palmitoleico (16:1 n-7) y oleico (18:1 n-9) (Enoch
et al., 1976).

Hay cuatro isoformas de la SCD en ratones (SCD, SCD2, SCD3 y SCD4) y son
codificadas por genes distintos. En 1999, Zhang y colaboradores clonaron el gen de
la SCD humana (hSCD) ubicado en el cromosoma 10, y un pseudogen,
transcripcionalmente inactivo, en el cromosoma 17. El analisis de la secuencia del
marco abierto de lectura del cADN reveld una alta similitud con los de las SCD y
SCD2 de ratdon y rata. La secuencia de aminoacidos en distintos organismos hace
pensar que la SCD posee dos dominios transmembrana y tres motivos ricos en
histidinas, hacia la cara citosélica de la membrana microsomal, que podrian intervenir

en la unién al hierro, necesario para la funcion de esta enzima (Stokes et al., 1990).

Se puede encontrar a la SCD humana en tejido adiposo, higado, cerebro, corazén y
pulmén. Esta enzima es regulada a nivel transcripcional y post-transcripcional por
numerosos factores dietarios, hormonales y de desarrollo, asi como por distintas
drogas en diversos organismos. La SCD tiene una corta vida media debido a la
actividad de proteasas microsomales que la degradan, esto permite que la regulacion
ajuste rapidamente la cantidad de SCD en relacién a las necesidades de la célula.
Llama la atencion que la SCD tenga un alto grado de regulacion mientras se sabe
que el producto de su actividad es el acido oleico, uno de los mas abundantes en la
dieta (Zhang et al., 2013).
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2.5 Funcion de la Estearoil CoA Desaturasa en el metabolismo de lipidos

La estearoil-CoA desaturasa (SCD), como ya se ha mencionado anteriormente, es la
enzima limitante de la velocidad en la sintesis de acidos grasos monoinsaturados.
Esta demostrado que es un punto de control critico que regula la lipogénesis
hepatica y la oxidacion de los lipidos. La deficiencia de SCD activa las vias
metabdlicas que promueven la oxidacion de lipidos y la disminucion de la lipogénesis
hepatica y en musculo esquelético. Un posible mecanismo es mediante la activacion
de la proteina quinasa por AMPc. La SCD, al regular la produccion de acidos grasos
monoinsaturados (AGM), regula también la sintesis de fosfolipidos, triglicéridos,
ésteres de colesterol, ceras y alquildiacilgliceroles. Los AGM también actuan como
mediadores de la transduccion de sefiales y la diferenciacion celular, influyen en la
apoptosis y pueden llegar a tener una importante participacion en la mutagénesis
(Dobrzyn et al., 2010).

Varias manifestaciones del sindrome metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2 se
asocian con alteraciones en la composicion de lipidos intracelulares, lo que coloca a
la SCD como un objetivo terapéutico potencial para su tratamiento. Se ha
demostrado que los ratones deficientes en SCD tienen un mayor gasto de energia,
una adiposidad corporal reducida, una mayor sensibilidad a la insulina y son
resistentes a la obesidad inducida por la dieta y a la esteatosis hepatica (Dobrzyn et
al., 2010). La desaturacion altera las propiedades fisicas de los acidos grasos de
cadena larga, incluidos los utilizados para la sintesis de fosfoglicéridos de membrana

y es determinante en la fluidez de la misma.

Por otra parte, se sabe que la SCD controla la sintesis de acidos grasos modulando
la actividad de la acetil Co-A carboxilasa (ACC), lo que representa un mecanismo por
el que SCD tiene efecto sobre la fluidez de la membrana celular. Al acumularse el
acido palmitico y estearico libre en las células cancerosas, se puede inactivar la ACC
por acumulacion de producto, por lo que SCD, al ayudar a mantener la relacion de
acidos grasos saturados y monoinsaturados, es un modulador de la actividad de

ACC en células cancerosas (Igal, 2016).



ANTECEDENTES

2.6 Funcion de la Estearoil CoA Desaturasa en el ciclo celular

Las células, antes de dividirse, deben duplicar sus membranas. La sintesis de
fosfatidilcolina, el fosfolipido mayoritario en las membranas celulares, esta
coordinada con la progresion del ciclo celular y su masa se incrementa durante la
fase de sintesis o fase S (Jackowski, 1994). La reduccion de la sintesis de
fosfatidilcolina también disminuye la viabilidad de células tumorales. La adicion de
fosfatidilcolina exdgena, o precursores de su sintesis, asi como la sobrexpresion de
la enzima CTP:fosfocolina citidiliitransferasa, previene parcial o totalmente la
apoptosis inducida por inhibidores de la sintesis de este fosfolipido. El tratamiento de
células normales con factores de crecimiento induce un aumento en la expresién de
distintas enzimas lipogénicas como acido graso sintetasa y la SCD, vy también
aumentan las enzimas relacionadas con la sintesis de lipidos de membrana. La
relacion entre los acidos grasos insaturados y saturados sintetizados de novo se
incrementa notablemente, 1o que sugiere que podrian producirse cambios en la
composicion de las membranas durante la proliferacion celular y que la SCD podria
estar involucrada en la modulacién de los mismos (Demoulin et al., 2004). De forma
paralela, el acido oleico y otros acidos grasos insaturados estimulan la actividad de la
CTP:fosfocolina citidiliitransferasa y como resultado, aumenta la sintesis de

fosfatidilcolina, en mayor medida que los acidos grasos saturados (Scaglia, 2005).

2.8 Cancer, situaciéon mundial y nacional

El cancer es un crecimiento descontrolado de células en el organismo que pueden
llegar a constituir una masa tumoral. Los tumores benignos son aquellos donde
existe un crecimiento de células sin la capacidad de migrar a otros sitios; por el
contrario, los tumores malignos estan formados por células anormales que se
diseminan e invaden otros tejidos a través del flujo sanguineo y del sistema linfatico,
proceso conocido como metastasis. Los tumores malignos son denominados cancer,
este término agrupa a mas de 100 enfermedades que se identifican de acuerdo al
sitio de origen del tumor (WHO, 2018).

10
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El cancer se desarrolla gracias a alteraciones de los genes responsables del control
del ciclo celular, dichas alteraciones son el resultado de interacciones entre factores
genéticos y agentes externos, ya sean de caracter ambiental, quimico o biolégico

como algunos virus, bacterias y parasitos (WHO, 2018).

El cancer ocupa un papel principal entre las causas de mortalidad en el mundo. En el
afo 2012, se registraron 14 millones de nuevos casos y se prevé que el numero de
casos aumente en un 70% en los siguientes 20 anos. En el afio 2018, el cancer
ocasiond 9.6 millones de defunciones y se registraron 18.1 millones de nuevos
casos. Para las mujeres, los cinco principales tipos de cancer en 2018, fueron el de
mama (24.2%), colorectal (9.4%), de pulmon (8.4%), cervicouterino (6.6%) y de
tiroides (5.1%). Para los hombres, los cinco principales tipos de cancer en el mismo
afo, fueron el de pulmén (14.5%), de préstata (13.5%), colorectal (10.9%), de
estdmago (7.2%) y de higado (6.3%) (WHO, 2018).

En México, en 2017, el cancer tuvo un impacto econémico de 1.5 millones de pesos
anuales por cada paciente y se registraron 80,000 decesos por cancer, siendo la
tercera causa de muerte, después de enfermedades cardiovasculares y diabetes.
Los cinco tipos de cancer de mayor incidencia fueron el de pulmén ( 8,600 muertes),
préstata (6,000 muertes), mama (5,000 muertes), cervicouterino (4,000 muertes) y
estdmago (3,000 muertes), de acuerdo a los datos publicados por la secretaria de
salud en 2018.

2.9 Importancia de la regulacion del ciclo celular en el cancer

Una adecuada regulacién del ciclo celular permite la fidelidad e integridad de la
replicacion y reparacion del genoma. Existen puntos de control que actuan en la
transcripcion de los genes de las ciclinas y de las cinasas dependientes de ciclinas
(CDK), en las modificaciones postranscripcionales de estas proteinas, o en la

degradacion de las mismas. La regulacion por retroalimentacion positiva y negativa

11
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actuan en la progresion del ciclo celular. Los controles negativos en la progresion
estan presentes durante el desarrollo, diferenciacion, senescencia y muerte celular, y
pueden tener una funcion importante en la prevencion de la tumorigénesis (Hengst et
al., 1994).

Hay dos etapas donde operan los puntos de control en el ciclo celular: el primero
ocurre durante la transicion de la fase G1 a la fase S; el segundo se lleva a cabo en
la transicidon entre las etapas G2 y M. En la mayoria de los casos, la interrupciéon de
la proliferacion celular ocurre cuando la fidelidad de la replicacion del genoma ha sido
comprometida. Si no se interrumpe el ciclo celular cuando hay alteraciones en la
replicacion, la célula recién formada puede evolucionar a una célula cancerosa. Las
células pueden detener la progresién del ciclo celular en una fase especifica, cuando
el dafo es inducido por agentes extrinsecos que inhiben la replicaciéon del ADN. Los
genes que codifican para proteinas que participan en esta detencidn y que
establecen la dependencia del ciclo celular son los que constituyen los puntos de
control del ciclo, regulando los procesos de replicacion, activacion transcripcional,

progresion del ciclo celular y apoptosis (Murray, 1992).

Es importante tomar en cuenta algunas propiedades de los puntos de control del

ciclo celular:

e Los puntos de control son sistemas en cascada de transduccion de sefiales y
cada etapa puede ser un blanco terapéutico para los tratamientos

antiproliferativos.

e La mayoria de los genes que codifican para enzimas que participan en los
puntos de control son esenciales en células normales y ayudan a asegurar la

fidelidad e integridad de la replicacién del ADN.

e La reparacion del ADN durante la replicacion necesita el correcto
funcionamiento de los puntos de control y este proceso contribuye a la

fidelidad en el proceso.

12
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e La restauracion de los puntos de control que estan alterados pueden retardar
la evolucion de la célula sana a cancerosa. Del mismo modo actuan las

fuentes exdgenas que intervienen en el mantenimiento del ADN.

e Si se danan algunos puntos de control, el ciclo celular puede continuar aun
cuando varias alteraciones no se hayan reparado, y si la célula se adapta a
este modo de reproducciéon, puede aumentar la habilidad de las células para

adaptarse y acelerar la evolucion a cancer.

e Al activar los puntos de control se inducen varias respuestas; por ejemplo, la
expresion anormal de p53 en células que entran a la fase S con el ADN
dafado es mas nociva, por el hecho de que estas células no sufren muerte
por apoptosis. La funcion de los puntos de control en la apoptosis depende del

tipo celular y de la naturaleza de las sefiales de proliferacion.

2.10 Importancia del metabolismo de lipidos en el cancer

Los lipidos son un grupo amplio y diverso de moléculas con una caracteristica
comun: son insolubles en agua. Aqui se incluyen triacilglicéridos, fosfoglicéridos,
esteroles y esfingolipidos. Tienen importantes implicaciones a nivel celular y del
organismo. Los acidos grasos son los principales componentes para la sintesis de
triacilglicéridos, que se utilizan para el almacenar energia. Los fosfoglicéridos, junto
con los esteroles y esfingolipidos, son componentes estructurales de las membranas

bioldgicas (Falvella et al., 2002).

Los lipidos también son importantes en la sefalizacion, donde pueden actuar como
segundos mensajeros y como hormonas. Ultimas investigaciones aportan evidencia
de que en las células cancerosas se modifican la disponibilidad de lipidos
estructurales para la sintesis de membranas, la sintesis y degradacion de lipidos que

contribuyen a la homeostasis energética y la abundancia de lipidos con funciones de
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sefalizacion. Lo anterior afecta numerosos procesos celulares, incluidos el
crecimiento celular, la proliferacion, la diferenciacion y la motilidad (Minville et al.,
2010).

Se ha reportado que en algunos tipos de cancer, como los de mama y préstata, hay
una mayor expresion del complejo acido graso sintasa (FASN), lo que indica que la
sintesis de acidos grasos desempefia un papel importante en la patogénesis del
cancer (Menéndez et al., 2007). Se sabe también que la inhibicidn quimica de la
enzima acetil CoA carboxilasa (ACC) contribuye a detener el crecimiento y a
promover la apoptosis en células de cancer de prostata (Fritz et al, 2010). La
elongasa de acido graso de cadena larga se encuentra sobre expresada en el cancer
de prostata y es necesaria para su proliferacion, posiblemente debido a su papel en
la sintesis de esteroides, como los andrégenos (Fernandez et al., 2010). El colesterol
es un componente importante de las membranas biolégicas ya que modula la fluidez
de la bicapa lipidica y también forma micro dominios resistentes a los detergentes
llamados balsas lipidicas que coordinan la activacidn de algunas vias de sefalizacion

de la transmision (Lingwood et al.,2010).

2.11 Implicaciones de la Estearoil CoA Desaturasa en el cancer

El cancer se ha asociado con SCD por su implicacién en el metabolismo de lipidos
celulares. La expresion de la SCD humana aparece aumentada en carcinomas de
colon y esofago, en adenomas hepatocelulares y en lineas celulares de cancer de
mama (Li et al., 2002). También se puede ver un incremento en la expresion de
distintas isoformas de SCD en modelos de carcinogénesis mamaria y hepatica
inducida quimicamente en roedores (Thai et al.,, 2001). A su vez, el tratamiento de
ratas con acido estearico (sustrato de la SCD) o con acido esterculico (un inhibidor
de la SCD) disminuye el crecimiento de tumores mamarios inducidos quimicamente

en ratas (Khoo et al., 1991). Algunas ratas y ratones que presentan predisposicion a
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la hepatocarcinogénesis tienen una mayor expresion del gen de la SCD que cepas
menos susceptibles a esta patologia (Falvella et al.,, 2002). La cantidad de acidos
grasos monoinsaturados, asi como el nivel y la actividad de la SCD también se ven

aumentados en células murinas y humanas transformadas (Scaglia, 2005).

La conexion entre SCD y el cancer, aunque no es tan sencilla, se hace evidente
debido a que su actividad se ve incrementada en células neoplasicas (Minville et al.,
2010), lo que contribuye a la desregulacion del crecimiento celular debido a un
desequilibrio de acidos grasos saturados/monoinsaturados (Scaglia, 2005). La SCD
controla la progresion del ciclo celular y la apoptosis y, en consecuencia, la tasa
global de proliferacion en células cancerosas a través de la regulacion de la sintesis
de lipidos (Hess et al., 2010). La evidencia acumulada indica que SCD controla la
tasa de replicacion en las células cancerosas mediante la modulacion de eventos
especificos durante la progresion del ciclo celular. Los estudios realizados en células
de cancer de pulmodn revelan que las células cancerosas fueron arrestadas en la fase
G1 cuando se bloqued la actividad de SCD con el inhibidor quimico CVT 11127
(Hess et al., 2010). Una observacion similar se informé en el cancer de mama y
vejiga que fueron sometidas a inhibiciéon de SCD con un siRNA (Mauvoisin et al.,
2013). La alteracion del ciclo celular, y la progresién del ciclo en células sin SCD se
revirti6 mediante la adicion de MUFA de 16 o 18 carbonos, lo que indica que la
disponibilidad de MUFA es un requisito previo para las células cancerosas en las
primeras fases del ciclo celular (Hess et al., 2010). El grado de coordinacién de SCD
con las otras enzimas de la ruta de sintesis de acidos grasos durante la replicacién
celular es apoyado por los hallazgos de que un arresto similar en el limite G1/S del
ciclo celular se observé en células con acetil coenzima A Carboxilasa (ACC) y el
complejo acido graso sintasa (FASN) bloqueados con el farmaco Soraphen A
(Beckers et al, 2007). La activacion concertada de la sintesis y posterior
desaturacién de acidos grasos saturados (AGS) ocurre durante la fase de sintesis del
ciclo celular, un momento en la vida de la célula cuando la maquinaria biosintética de
fosfolipidos exige abundantes AGS y sustratos de MUFA para la biogénesis de

membrana antes de la replicacion celular (lgal, 2016). Con respecto a los

15



ANTECEDENTES

mecanismos moleculares por los cuales la actividad SCD esta involucrada en la
regulacion del ciclo celular, Hess y colaboradores determinaron que la actividad de
los reguladores moleculares relevantes del ciclo celular depende de la sintesis de
MUFA. Posteriormente, Igal y colaboradores encontraron que los controles SCD en
la progresién del ciclo celular, al menos en parte, se ejercen mediante la regulacion
de los niveles de ciclina D1 y CDKG6, dos proteinas cuya expresidn e interaccion
determinan el paso de las células a través de la transicion G1 /S (Malumbres et al.,
2009; lgal et al., 2016). También se sabe que los niveles de B-catenina nuclear, que
activa la expresion de ciclina D1, disminuye en células cancerosas con supresion del
gen SCD mediante silenciamiento génico (Mauvoisin et al., 2013), sin embargo, los
complejos mecanismos que relacionan los componentes moleculares de la sintesis
de MUFA vy la activacion y la progresion del ciclo celular no han sido totalmente

dilucidados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto citotoxico y antiproliferativo del aceite esterculico in vitro.

3.1.1 Objetivos particulares

e Determinar la concentracion inhibitoria media (ICso0) del aceite esterculico en

lineas celulares cancerosas y sanas.

e Evaluar el efecto del aceite esterculico sobre la proliferacion, el ciclo celular y

la apoptosis en lineas celulares cancerosas y sanas.

e Evaluar el efecto del aceite esterculico sobre la expresion y actividad de

Estearoil CoA Desaturasa.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

4.1.1 Semillas de Steculia apétala

Las semillas de Sterculia apétala fueron recolectadas en San Andrés Tuxtla, los
meses de marzo y abril del afio 2018, y se almacenaron a 4 °C hasta la extraccion
del aceite. El proceso comenzo con la fase de limpieza, en la que se retird la pulpa y
la pared del hueso para separar la almendra que porta el aceite de interés. La Figura
4.1 muestra las capas que se retiraron hasta llegar a la almendra donde se encuentra

el aceite.

FIGURA 4.1 Semillas de Sterculia apétala
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4.1.2 Lineas celulares cancerosas y sanas

Las lineas celulares fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (IMEGEN), adquiridas previamente en la American Type Culture
Collection (ATCC). Se cultivaron células de cancer de prostata (PC3 y LnCaP),
cancer de mama (MCF7 y BT20), cancer de colon (CACO2 y HCT116), cancer
cérvicouterino (HELA), cancer de pulmén (A549 y H460), cancer de higado (HepG2)
y cancer en los huesos (U20s). Ademas se cultivaron dos lineas celulares sanas:
estroma de préstata (PrSC) y epitelio de prostata (RWPE1). Las caracteristicas de

las lineas celulares se muestran en la Tabla 4.1.

Para el mantenimiento y proliferacion de las lineas celulares de cancer de prostata se
utilizé el medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10%, L-glutamina al 1% y piruvato al 0.1%. Para las lineas de cancer de higado,
cervicouterino, pulmdén, mama, huesos y colon, se utiliz6 medio DMEM suplementado
con SFB al 10%. Para las células RWPE1 se utilizé un medio PrEBM con 10% de
SFB y para las células PrSC se trabajé con medio SCBM con 10% de SFB.

Las células se propagaron en cajas Petri y frascos de cultivo celular (T-75, area de
cultivo de 75 cm?), bajo una atmoésfera del 5% de CO,, 95% de O, a 37°C en
incubadora. Las células se subcultivaron cada vez que alcanzaban una confluencia
del 70 al 80%. Al subcultivar, se afadié 1 ml de tripsina al 1% por cada placa y se
incub6 durante 2 min a 37°C, se colectaron las células y se colocaron en tubos
Falcon de 15 ml, se centrifugdé a 1000 g durante 2 min en una centrifuga LMC 4200R
de BioSan. Se retird el residuo de medio con tripsina, se contabilizé el numero de
células con azul de tripan y en camara de Neubauer, y se resembraron 30,000
células por placa en 7 ml del medio correspondiente al 10% de SFB.
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TABLA 4.1: Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas para el estudio de

viabilidad celular.

Linea Caracteristicas Medio

PC-3 Es un adenocarcinoma de prostata grado IV tomado de células | RPMI 1640 al 10% de
epiteliales adherentes de una metastasis en hueso, es | SFB, 1% de
independiente de andrégenos, no expresa PSA ni RA y crece | Glutamina y 0.1% de
en 25 h aproximadamente. Piruvato.

MCF-7 son células epiteliales adherentes de adenocarcinoma de | DMEM al 10% de
mama que expresan al receptor de estrégenos y tienen un | SFB.
tiempo de crecimiento aproximado de 35 h.

BT-20 Son células tumorigénicas epiteliales de glandula mamaria que | DMEM suplementado
expresan los oncogenes WNT3 y WNT7B, su crecimiento se | con un 10% de SFB.
inhibe por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), no
dependen del receptor de estrogenos. su tiempo de
crecimiento es entre 48 y 72 h.

CACO2 son ceélulas epiteliales adherentes de adenocarcinoma | DMEM suplementado
colorrectal que expresan enterotoxinas estables al calor y | con un 10% de SFB.
factor de crecimiento epidérmico (EGF), su tiempo de
crecimiento es entre 48 y 72 h.

LnCap Células de cancer de prostata que modela una etapa inicial de | RPMI 1640 al 10% de
la patologia en la que aun hay respuesta a andrégenos. SFB.

HELA Son células epiteliales adherentes de cancer cervicouterino | DMEM suplementado
que expresan p53 y pRb, tienen un tiempo de crecimiento | con un 10% de SFB.
entre 48y 72 h.

H460 Son células epiteliales adherentes de cancer de pulmoén | DMEM suplementado
obtenidas de un derrame pleural de una persona de sexo | con un 10% de SFB.
masculino, su crecimiento es lento, entre 42 y 60 h.

HepG2 Son células epiteliales adherentes de hapatocarcinoma de un | DMEM suplementado
varén y no presenta evidencia de virus de hepatitis B en el | con un 10% de SFB.
genoma de dichas células. su crecimiento ocurre entre 48 y 72
h.

U20s Son células epiteliales adherentes de osteosarcoma altamente | DMEM suplementado
alterada cromosémicamente, su tiempo de crecimiento es de | con un 10% de SFB.
72 h aproximadamente.

RWPE1 Las células epiteliales derivadas de la zona periférica de una | PrEBM suplementado
prostata humana adulta histologicamente normal se | con un 10% de SFB.
transfectaron con una copia Unica del virus del papiloma
humano 18 (HPV-18) para establecer la linea celular RWPE-1

PrSC Las células estromales de préstata se derivan de un prostata | SCBM suplementado

humana adulta sana.

con un 10% de SFB.

PSA: antigeno prostatico especifico, RA: Receptor de andrégenos, p53: proteina supresora de

tumores,

pRb: Proteina del retinoblastoma.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Extraccion del aceite esterculico y preparacion de los ésteres metilicos de
acidos grasos

Para la extraccion del aceite se triturd la almendra en un mortero hasta conseguir
una harina que se puso en contacto con n-Hexano al 95% grado HPLC marca Vela-
Quim en proporcion 1:3 m/v, con agitacion a 100 rpm a temperatura ambiente (sin
exceder 45°C) durante 24 h. Se separ¢ la fase sélida por decantacion vy filtracion, la
mezcla de aceite y hexano contenida en la fase liquida se rota evaporé a 35°C. El

aceite se almacend a 4°C evitando la exposicion a la luz (Diniz et al., 2008).

Primero se colocaron 0.1 g de la muestra de aceite y se le afiadieron 2 mL de n-
Hexano al 95% grado HPLC marca Vela-Quim para luego someterse a agitacion 30
seg. Se anadié 0.2 mL de una solucién que contenia 20 mL de metanol absoluto
(99.8%) de Probiotek y 2.4 g de KOH de Merck Millipore (99% de pureza), se sometio
la mezcla a agitacion vigorosa por 30 s, se dejo reposar hasta que la disolucion de la
parte superior estuviera completamente nitida. Se separd la capa superior que
contenia los ésteres metilicos de acidos grasos. La disolucion se inyecto al
cromatografo (cuyas caracteristicas se mencionan en la Tabla 4.2) antes de 12 h
después de este procedimiento, durante este tiempo se mantuvo en refrigeracion a 4
°C (Nitao et al., 2008).

4.2.2 Caracterizacion del aceite esterculico por cromatografia de gases y

espectrometria de masas

Tomando en cuenta que se analizaron ésteres metilicos de acidos grasos, se utilizo
un equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas marca
Agilent modelo 7890B con un detector TCD y espectrometro de masas 5977A,

inyector splitless, columna Tracsil TR-WAX (Teknokroma de 30 m x 0.25 mm x 0.25
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pm), la fase estacionaria fue polietilenglicol, el gas portador fue nitrégeno, la presion
de la columna de 16 psi, la temperatura del inyector de 260°C y del detector de
280°C, la temperatura inicial fue de 150°C y se incrementd 5°C/min durante 10 min,

el volumen de la muestra fue de 1 pL. Las muestras se inyectaron por triplicado.

4.2.3 Efecto del aceite esterculico sobre la viabilidad de lineas celulares

cancerosas

Se evalud la viabilidad de distintas lineas celulares en presencia de diferentes
concentraciones de aceite esterculico con el objeto de elegir las lineas mas
sensibles. Se realizaron pruebas preliminares de viabilidad en modelos celulares que
representaban los tipos de cancer de mayor incidencia en Meéxico: cancer de
prostata (PC-3 y LnCaP), cancer de mama (MCF-7 y BT-20), cancer cervical (HelLa),
cancer de colon (CaCo2), cancer de higado (HepG2), cancer de pulmén (H460) y
osteosarcoma (U20s) (SSA, 2018). Se sembraron 30, 000 células por cada pozo en
placas de 24 pozos, cuya viabilidad fue verificada después de la adicion de azul de
tripan, en una camara de Neubauer (como se describe en el apartado 4.1.2). Los
tratamientos se aplicaron cuando las células alcanzaron una confluencia del 80% (a
las 48 h de haber sembrado las células, aproximadamente). Para ello, se aspird el
medio de cultivo celular de cada pozo y se aplicaron concentraciones de acuerdo a lo
requerido para cada ensayo (0.1, 1, 2, 3, 4 y 5 mmol/L de aceite esterculico diluido
en etanol absoluto grado analitico al 1%), en cada pozo se depositaron 500 uL de
medio. Como referencia negativa se utiliz6 medio de cultivo con 1% de etanol y se
agregaron dos controles mas conteniendo aceite de soya y de maiz (0.1, 1, 2, 3,4y
5 mmol/L de aceite diluido en etanol al 1%). Los tratamientos se dejaron incubar por
48 h bajo una atmdsfera del 5% de CO,, 95% de O, a 37°C. Después del tiempo de
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incubacion se aspiraron todos los tratamientos y se adicioné a cada pozo 40uL del
reactivo MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) a una concentracion de
5mg/mL. Posteriormente se incubaron las células en 5% de CO,, 95% de Oz a 37°C
durante 2 h (Apéndice A)

Finalmente, se anadieron 200 yL de DMSO (Dimetil sulféxido) a cada pozo. La
lectura de placas se realiz6 a 595 nm utilizando un lector Beckman Coulter (DTX 880,
Multimode Detector). La viabilidad se calculé en un procesador de hojas de calculo y
para cada viabilidad se dividi6é la densidad optica de la muestra entre la densidad

optica de su testigo correspondiente, los resultados se expresaron en porcentajes.

De los resultados obtenidos en esta etapa de la investigacion, se procedio a elegir
las dos lineas que presentaron mayor sensibilidad a la presencia del aceite

esterculico.

4.2.4 Ensayos de viabilidad en células PC-3, LnCaP, RWPE1 y obtencién de la
concentracion inhibitoria media en células PC-3.

Después de los estudios preliminares, se eligié trabajar con las lineas de cancer de
préostata PC-3 y LnCap, ademas de dos lineas sanas: RWPE1 que modela epitelio de
prostata sano y PrSC que es un modelo de estroma de préstata sano. La viabilidad
se midid mediante ensayos de MTT como se describié anteriormente, utilizando
aceite esterculico a 1, 2, 3 y 4 mM diluido en medio con etanol al 1% (marca Sigma-
Aldrich grado analitico). Para el calculo de la concentracion molar de acido
esterculico en el aceite esterculico, se determind el numero de moles que se tenia
por litro de aceite esterculico y se realizaron las diluciones para tener la
concentracion molar deseada. Para los ensayos realizados con aceite de soya y de

maiz, se agregaron los mismos pL que de aceite esterculico diluidos en 1% de
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etanol. El apéndice G muestra el volumen utilizado para preparar cada dilucion de
aceite de soya, maiz y esterculico. En el apéndice H se explican las formas en que

se calcularon los resultados de viabilidad y la ICso.

4.2.5 Efecto del aceite esterculico en el ciclo celular de PC-3, LnCaP y RWPE1
por citometria de flujo.

Para profundizar en el efecto del aceite esterculico sobre la viabilidad celular, se
determiné la fase del ciclo celular donde se detiene el crecimiento de las células, asi

como el efecto pro-apoptotico del aceite esterculico.

Se cultivaron las células en frascos de cultivo de 25 mL, con 30,000 células por
frasco con tal medio de cultivo correspondiente (indicado en la Tabla 5.1). Una vez
que alcanzaron un 80% de confluencia, se afadieron los tratamientos: aceite
esterculico 4 mM, aceite de soya 4 mM, etanol al 1 % como testigo negativo, y medio
de cultivo sin ningun compuesto, como testigo. Los tratamientos se dejaron
incubando 48 h, al cabo de los cuales se aspiraron los medios de cultivo usando
pipetas Pasteur acopladas a un sistema de vacio, y se adicionaron 1.5 mL de medio
de cultivo con tripsina al 0.05% a cada frasco para desprender las células adheridas
de la superficie de crecimiento. Los frascos de cultivo se colocaron 3 min en la
incubadora a 37° para activar la tripsina y facilitar la disgregacion celular,
posteriormente, las células se colocaron en tubos de 2 mL con 50 yL de SFB (suero
Fetal Bovino) y 450 yL de medio. Se separaron las células por centrifugacion (en un
equipo Mini spin Plus; 1500 rpm, 2 min, 25°C), el sobrenadante se retiré con cuidado
y el paquete celular se suspendié en 2 mL del medio correspondiente para cada linea

celular.

Las células suspendidas se utilizaron para el analisis de ciclo celular, utilizando un kit
BD cycletest ™ Plus DNA Kit, que contiene los reactivos necesarios para aislar y tefiir
el nucleo celular de tejido congelado o células en suspension, permitiendo

caracterizar la distribucidén de las fases del ciclo celular. La metodologia de marcaje
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de ciclo celular se describe con detalle en el apéndice B. Los resultados obtenidos de
las lecturas en el citometro de flujo BD FACS Aria ™ Cell sorter de BD Biosciense

fueron analizados con el software Flow Jo 2.0 y expresados como porcentajes.

4.2.6 Efecto apoptotico del aceite esterculico en células PC-3, LhnCaP y RWPE1
por citometria de flujo.

Las células suspendidas (como se indica en el apartado anterior) se utilizaron
también para determinar el porcentaje de células en apoptosis, utilizando el kit FITC
Annexin V/Dead Cell Apoptosis FITC annexin V/PI para citometria de flujo de Thermo
Fisher scientific. La descripcidn de la metodologia aplicada en esta etapa de la
investigacion se describe en el apéndice C. Los resultados obtenidos de las lecturas
en el citémetro de flujo BD FACS Aria ™ Cell sorter de BD Biosciense y analizados

con el software Flow Jo 2, expresandolos como porcentajes.

4.2.7 Efecto del aceite esterculico sobre la expresion de Estearoil CoA
Desaturasa en células PC-3, LnCaP y RWPE1 por ensayos de Q-PCR

Para realizar la Q-PCR, primero se extrajo el RNA con el método de Trizol y se
verificd su integridad mediante una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%
(Apéndice D). Con el RNA se sintetizé un cDNA con el kit de un solo paso de Thermo
scientific RevertAid First strand cDNA synthesis (Apéndice D), y se utilizdé para
finalmente hacer el ensayo de PCR cuantitativo con el kit TagMan Gene Expression
Master Mix de Applied Biosystems. Para ello, primero se realiz6 la mezcla en un tubo
de 2 mL por cada muestra, con 5uL de Master Mix, 4.5 yL de Agua DEPC y 0.5 uL
de sonda a 20 X. Se utilizd la sonda H01682761_m1 de Applied Biosystems de México
para SCD y la sonda ab85378 de Abcam para GAPDH (gliceraldehido 3 fosfato

deshidrogenasa) que fue utilizado como el gen constitutivo en los ensayos). Se
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colocaron 10 yL de la mezcla anterior a cada pozo de la placa para PCR y se agregdé
por cada pozo 1 uL de cDNA correspondiente, se sell6 la placa y se centrifugd a
3500 rpm durante 2 min. Se incubd la placa 3 min a 94°C suido de 35 ciclos:
desnaturalizacion (94°C por 45 s), alineamiento (60°C por 1 min), y polimerizacion
(72°C por 1 min). Finalmente se incubé a 72 °C por 10 min y se dejé a 4°C. El
ensayo se realizd con un equipo Quant Studio Real Time PCR y su software

correspondiente.

4.2.8 Efecto del aceite esterculico sobre los niveles de Estearoil CoA
Desaturasa en células PC-3, LnCaP y RWPE1 mediante ensayos de Western
Blot

Para la extraccion de proteinas de las células cultivadas, éstas fueron cosechadas
retirando el medio de cultivo y afadiendo 1 mL de RIPA (sc-24948), se agitd
suavemente durante 60 min a 4°C. Se retiraron las células con un raspador de
células y se transfirié el lisado a un tubo de microcentrifuga de 2 mL. Se centrifugo el
lisado a 9, 500 xg durante 30 min a 4 °C. Se recolecto el sobrenadante, se afiadio 1

ML de inhibidor de proteasas por cada 100 uL del lisado y se almacené a -20°C.

Las proteinas se cuantificaron utilizando un método basado en fluorescencia de
acuerdo al protocolo del Kit EZQ Protein Quantitation de Invitrogen; se utilizé una
curva estandar con ovoalbumina (Apéndice E). Posteriormente, se realizd una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % y se transfirid a membrana PVDF de
5cm por 7cm (Apéndice E). Se realizé la transferencia en un sisteman semi-Dry
Transfer de Bio Rad y se verificé tifiendo la membrana con rojo Ponceau. La lectura
se realiz6 en un equipo ChemiDoc XRS+ con software Image Lab 6.0, los tiempos de
exposicion fueron de 30 s capturando imagenes cada 3 s. El analisis de las bandas

se realiz6 con el software Image J 5.2.
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4.2.9 Efecto del aceite esterculico sobre el indice de desaturacion como
indicador de la actividad de Estearoil CoA Desaturasa en células PC-3, LnCaP y
RWPE1

En esta etapa de la investigacion se sembraron 100,000 células en frascos de 25
cm? y se trataron con aceite esterculico 4 mM, aceite de soya 4mM, aceite de maiz
4mM y un testigo negativo que tenia medio de cultivo al 1% de etanol. Las células
fueron cosechadas y la extraccion de los lipidos celulares se realizé por el método de
Bligh and Dyer modificado para la extraccion de lipidos celulares (Pelicano et al.,
2015) (Apéndice F).

Posteriormente se obtuvieron los ésteres metilicos de los acidos grasos para ser
inyectados en un equipo CG-EM y obtener el perfil lipidico, con los métodos descritos
en las secciones 4.2.1 y 4.2.2. Los indices de desaturacion se calcularon por la

relacion de los porcentajes de 16:1/16:0 y 18:1/18:0 de cada una de las muestras.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Composicion del aceite esterculico, aceite de soya y aceite de maiz.

Se analiz6 la composicion de acidos grasos de cada aceite utilizado para hacer los

calculos del aceite necesario para obtener las concentraciones molares a utilizar en

cada ensayo. Ademas del aceite esterculico, se trabajo con aceite de soya y de maiz

para comparar los efectos de un aceite rico en acido esterculico y dos aceites que

carecen del acido graso ciclopropenoide. Los resultados se muestran en la Tabla 5.1

TABLA 5.1: Composicion de acidos grasos del aceite esterculico, de soya y de maiz.

Aceite Aceite de Aceite de
Acido graso esterculico soya maiz
% % %
Palmitico (16:0) 18 11.5 10
Palmitoleico (16:1) 3 0.1 0.7
Estearico (18:0) 4 4.2 3
Oleico (Cis) (18:1) 26 231 31.5
Linoleico (18:2) 10 53.4 48
Esterculico 34 0 0
Otros 6 7.65 6.8

28



RESULTADOS Y DISCUSION

Se observo que el acido esterculico fue el componente principal del aceite que lleva
su nombre con un 34%, suido del oleico con un 26% y del palmitico con 18%. En lo
referente a la inhibicion de SCD, el acido esterculico y el oleico tienen efectos
opuestos (Gomez et al., 2003), esto es de importancia para entender el efecto del
aceite en la proliferacion celular y en la determinacién de la ICso. Para los aceites de
soya y de maiz, el acido mas abundante fue el linoleico con 53.4% y 48%,

respectivamente.

5.2 Resultados de los ensayos de viabilidad en células cancerosas y sanas
tratadas con aceite esterculico

Para medir el efecto citotdxico y antiproliferativo de un farmaco o producto natural,
los ensayos de viabilidad son un protocolo necesario y el método de MTT es usado
frecuentemente. Este paso se hizo necesario para definir las lineas celulares con

mayor sensibilidad a la presencia del acido esterculico.

Se realizaron pruebas preliminares de viabilidad en modelos celulares que
representaban los tipos de cancer de mayor incidencia en México: cancer de
prostata (PC-3 y LnCap), cancer de mama (MCF-7 y BT-20), cancer cervical (HeLa),
cancer de colon (CaCo2), cancer de higado (HepG2), cancer de pulmén (H460) y
osteosarcoma (U20S) (SSA, 2018). Después de probar distintas concentraciones y
tiempos para estandarizar los ensayos, las pruebas de viabilidad se realizaron
utilizando aceite esterculico disuelto en el medio de cultivo a concentracion de 4 mM
y se utilizd etanol al 1% como vehiculo. Como testigo en cada ensayo se trabaj6é con
medio de cultivo y 1% de etanol. La Figura 5.1 muestra el porcentaje de viabilidad de
cada linea celular obtenido en cada ensayo independiente, después de la incubacién

con aceite esterculico por 48 h.
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FIGURA 5.1 Efecto del acido esterculico 4mM sobre distintas lineas celulares
de cancer tratadas durante 48 h. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).

En la Figura 5.1 se observa que la linea de cancer de préstata PC-3 fue la mas
afectada en la viabilidad celular (46% + 0.86), suida de la linea de cancer de mama
MCF-7, con una viabilidad del 60% + 0.62, y la de cancer de préstata dependiente de
androgenos LnCaP, con una viabilidad de 68% % 1.2. Menor afectacion tuvieron las
lineas de cancer cervical HeLa (86% * 0.46), la de hapatocarcinoma Hep-G2 (95% +
1.26), la linea de cancer de pulmén H-460 (96% £ 1.8), y las células de
osteosarcoma U2-Os (96% £ 1.24). Finalmente, el aceite esterculico 4 mM no tuvo
efecto sobre la viabilidad de las células de cancer de mama independiente de
estrégenos BT-20 (100 % % 1.86), y la linea de cancer de colon CaCo-2 (100% %
1.65). Estos resultados permitieron ver que no todas las lineas celulares pueden ser

afectadas por la presencia del aceite esterculico.

Para profundizar en el analisis, se eligid la linea PC-3, ya que fue en la que se
observo un mayor efecto y se eligio también la linea de células LnCaP debido a que,

mientras PC-3 representa una etapa tardia del cancer de préstata donde no hay
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respuesta a androgenos y hay metastasis, LnCaP representa una etapa inicial donde
el cancer de prostata prolifera con menor rapidez, aun responde a andrégenos y no

hay metastasis.

5.2.1 Efecto del aceite esterculico sobre la viabilidad en la linea celular PC-3

PC-3 es una linea celular de cancer de prostata independiente de andrégenos que
sirve para modelar un cancer metastasico en columna vertebral; para continuar con
el estudio, se utilizaron concentraciones de 2, 3, 4 y 5 mM de aceite esterculico,

utilizando un testigo tratado unicamente con medio de cultivo y etanol al 1%.

150 1

% de Viabilidad celular

omM 2mMm 3mM 4mmM 5mM

Concentracion de acido esterculico (mM)

FIGURA 5.2 Efecto del aceite esterculico a distintas concentraciones sobre la
viabilidad de células PC-3 a 48 h de tratamiento. Letras diferentes indican que hay
diferencias significativas (p<0.05).

En la Figura 5.2 se puede observar que la viabilidad celular disminuye conforme se
aumenta la concentracion de aceite esterculico, hasta llegar a 46.1% + 1.27 con 5SmM
de aceite. Aunque todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes al
testigo, entre las concentraciones de 2 y 3 mM no hubo diferencias significativas y

tampoco entre los tratamientos a 4 y 5 mM, por lo que se decidid utilizar
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concentraciones de 3.4, 3.6, 3.8 y 4 mM para encontrar una concentracion inhibitoria
media (ICsp). Estos ensayos se realizaron unicamente en la linea celular PC-3 debido
a que fue la que presento viabilidad por debajo del 50%. La IC50 es un parametro
frecuentemente utilizado para determinar el potencial de una sustancia como
inhibidor de la funcidn bioldgica o bioquimica especifica (Melo et al., 2015) y fue
necesario tener este parametro para comparar el efecto del aceite esterculico con el

de otros farmacos. Los resultados se muestran en la Figura 5.3.
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FIGURA 5.3 Concentracion inhibitoria media (ICs0) del aceite esterculico en
células PC-3.

Se utilizé un modelo lineal para la determinacion de la ICsp del aceite esterculico por
ser el que mas se ajustd con una R? de 0.98. El valor de la ICsq se ubicé en 3.6 mM
(£ 0.89). El resultado obtenido no se pudo comparar con la literatura debido a que no
se ha reportado un ICs0 para aceite esterculico ni para acido esterculico. Lo que si se
ha reportado son estudios en otros acidos grasos como el eicosapentaenoico (EPA)
que fue probado en 15 diferentes lineas celulares de cancer y se encontro la 1C50
entre 23 y 96 uM (Palakurthi et al., 2000). También hay reporte de la actividad
citotoxica de acidos grasos omega 3 y 6 en células de cancer de prostata PC-3 que
muestran que, a concentraciones de 150 puM de EPA, de DHA (acido

docosahexaenoico) o de AA (acido araquiddnico), se reduce la viabilidad celular por
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debajo del 50% (Villa-Vasquez et al., 2018). Por otra parte, el farmaco Nocodazole
tiene una ICso de 1nM en células PC-3, siendo uno de los mas utilizados para alterar
la inestabilidad dinamica de los micro tubulos in vitro e in vivo (Vazquez et al., 1997).
En base a los estudios previamente citados, se puede afirmar que la concentracién
necesaria de acido esterculico para inhibir la viabilidad del 50% de las células el alta
en comparaciéon con las concentraciones utilizadas de otros farmacos, dicho de otro
modo, su efecto antiproliferativo es bajo en comparacion con los farmacos
inhibidores de SCD. Se debe tomar en cuenta que acido esterculico suministrado se

encuentra de forma natural en el aceite esterculico.

Para tener certeza de que el efecto observado era especificamente por la presencia
del acido esterculico, se realizaron ensayos utilizando aceite de soya y de maiz en la
misma cantidad de cada aceite y de etanol que las utilizadas en los tratamientos con

esterculico. La Figura 5.4 muestra los resultados de este ensayo.
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FIGURA 5.4 Efecto de acido esterculico 4mM, aceite de soya y aceite de maiz
sobre la viabilidad celular en PC-3 a 48 h de tratamiento. As: Aceite de soya. AE:
Aceite esterculico. AM: aceite de maiz. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).
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Como puede observarse, la viabilidad de las células PC-3 tratadas con aceite
esterculico fue del 49.1% (x 0.82), mientras que las que fueron tratadas con aceite de
soya tuvieron una viabilidad de 94.43% (+ 3.19), y con aceite de maiz tuvieron
viabilidad del 95.15% (+ 2.87). Este resultado sugiere que la disminucion de la
viabilidad en las células PC-3 se debe a la presencia de acido esterculico en un 34%
en el aceite esterculico, ya que los aceites de soya y de maiz no pudieron bajar la

viabilidad mas alla de un 5.6%.

5.2.2 Efecto del aceite esterculico sobre la viabilidad en la linea celular LnCaP

Para tener un panorama mejor del efecto del aceite esterculico sobre el cancer de
prostata, después de estudiar el efecto sobre células de cancer de préstata en etapa
final, se trabajo con el modelo de cancer de prostata en etapa inicial usando como

modelo a la linea celular LnCap, utilizando concentraciones de 2, 3,4y 5 mM.
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FIGURA 5.5 Efecto del aceite esterculico a distintas concentraciones sobre la
viabilidad de células LnCaP a 48 h de tratamiento. Letras diferentes indican que
hay diferencias significativas (p<0.05).
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La Figura 5.5 muestra que la viabilidad disminuy6 al aumentar la concentracién de
aceite, hasta el 69.39% (+ 4.4) con 5mM. Este resultado es importante considerando
que es una linea celular que modela una etapa inicial del cancer de préstata y su
proliferacion es menos rapida que las células PC-3. En esta etapa del cancer de
prostata, se aplican terapias hormonales para disminuir la proliferacion y se podria
aprovechar el efecto del aceite esterculico como coadyuvante en el tratamiento

hormonal.

Al igual que en PC-3, se realizaron ensayos utilizando aceite de soya y aceite de

maiz a 4mM y los resultados se muestran en la Figura 5.6.
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FIGURA 5.6 Efecto del acido esterculico 4mM, aceite de soya y aceite de maiz
sobre la viabilidad celular en LnCaP a 48 h de tratamiento. As: Aceite de soya.
AE: Aceite esterculico. AM: aceite de maiz. Letras diferentes indican que hay
diferencias significativas (p<0.05).

En la Figura 5.6 se observa que el aceite esterculico disminuyé en mayor proporcion
la viabilidad celular (hasta el 68.6% * 1.4), en comparacion con el aceite de soya y
maiz (88.9% 1.2 y 89.4% + 1.7, respectivamente), sin diferencia significativa entre
ellos, lo que nuevamente sugiere la participacion del acido esterculico como

responsable del efecto inhibidor de la viabilidad celular.
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5.2.3 Efecto del aceite esterculico sobre la viabilidad en las lineas celulares
sanas de prostata PrsC y RWPE1.

Al observar el efecto antiproliferativo del aceite esterculico sobre las lineas celulares
cancerosas PC-3 y LnCaP, sobre todo en PC-3 que es de rapida proliferacion, se

decidio evaluar el efecto en dos lineas celulares sanas: RWPE1 y PrsC.

RWPE1 es un modelo celular de epitelio de prostata sano del que se han derivado
diversas lineas para investigacién de hiperplasia prostatica benigna (HPB) (Bello et
al., 1997). PrsC representa un modelo de células prostaticas estromales sanas y se
ha utilizado para estudiar la regulacion estromal del cancer de prostata por las
enzimas de diferentes rutas metabdlicas (Ashida et al., 2017). Se evaluaron ambas
lineas utilizando nuevamente medio de cultivo y aceite esterculico con etanol al 1%
como vehiculo. Se incluyé un testigo tratado unicamente con medio de cultivo y
vehiculo al 1%. Se aplicaron concentraciones de 2, 3, 4 y 5 mM de aceite esterculico
para comparar su efecto sobre la viabilidad celular. Los resultados se muestran en

las Figuras 5.7 y 5.8.
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FIGURA 5.7 Efecto del aceite esterculico a distintas concentraciones sobre la
viabilidad de células RWPE1 a 48 h de tratamiento. Letras diferentes indican que
hay diferencias significativas (p<0.05).
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En la Figura 5.7 se observa que la viabilidad de células epiteliales de prostata sana
RWPE1 disminuyé ligeramente respecto al testigo al utilizar 2 mM (97.66% + 1.88) y
3 mM (94.19% = 1.96). Con 4 y 5 mM la viabilidad baja un 10%, quedando en
89.65% + 1.08 con 4mM y 90.19% + 1.16 con 5 mM. Aunque todos los tratamientos
tienen diferencia estadisticamente significativa con el testigo, entre los tratamientos a
2 y 3 mM no hay diferencia y tampoco la hay entre los tratamientos a 4 y 5 mM.
Aunque la disminucién de la viabilidad es aproximadamente del 10% en células
sanas, se debe tener en cuenta que la misma dosis tiene un efecto antiproliferativo
cercano al 50% en un modelo de cancer de préstata bastante agresivo como el de la
linea PC-3.
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FIGURA 5.8 Efecto del aceite esterculico a distintas concentraciones sobre
sobre la viabilidad de células PrSC a las 48 h de tratamiento. Letras diferentes
indican que hay diferencias significativas (p<0.05).

Con respecto a las células sanas PrSC, la Figura 5.8 muestra que todos los
tratamientos fueron significativamente diferentes al testigo, y la viabilidad celular
disminuyé hasta un 87.7 % con aceite esterculico a 3, 4 y 5 mM, sin diferencias

significativas entre ellos.

Se evalué también el efecto del aceite de soya y de maiz sobre la viabilidad en las

lineas celulares sanas. Los resultados se muestran en las Figuras 5.9 y 5.10.
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FIGURA 5.9 Efecto del acido esterculico 4mM, aceite de soya y aceite de maiz
sobre la viabilidad celular en RWPE1. As: Aceite de soya. AE: Aceite esterculico.
AM: aceite de maiz. Letras diferentes indican que hay diferencias significativas
(p=0.05).

Con respecto a la linea RWPEN1, la viabilidad celular se encontrd entre el 92.08% (£
1.49) con aceite de soya y el 89.52% (+£1.23) con aceite esterculico, pero sin
diferencias significativas entre los tratamientos con los tres aceites. Los resultados
anteriores indican que una disminucion del 10% en la viabilidad celular es
caracteristico en esta linea celular cuando se aplica alguna combinacién de acidos

grasos y no es un efecto exclusivo del aceite esterculico
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FIGURA 5.10 Efecto del aceite esterculico, de soya y de maiz a 4 mM sobre la
viabilidad celular en PrSC a 48 h de tratamiento. As: Aceite de soya. AE: Aceite
esterculico. AM: aceite de maiz. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).

En la Figura 5.10 se muestra que la viabilidad de PrSC disminuy6 con el aceite
esterculico, llegando al 87.52% (£ 2.81), mientras que con el aceite de soya y de
maiz fue de al 94.16% (£ 0.76) y 92.88% (£ 1.37), respectivamente. En los tres casos
se presenta diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo.
Nuevamente vale la pena mencionar que la viabilidad se ve afectada en un 12.48%
en la linea sana PrSC mientras que el efecto sobre una linea metastasica es cercano
al 50%.

En la Figura 5.11 se muestran reunidos los resultados de los ensayos de viabilidad

de cada linea celular.
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FIGURA 5.11 Efecto del aceite esterculico a 4mM en células PC-3, RWPE1, PrSC
y LnCaP a 48 h de tratamiento. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).

Se observa que el aceite esterculico a 4 mM disminuye la proliferacion de células
metastasicas PC-3 hasta el 46.55% (£ 0.85), y de las células cancerosas LnCaP al
68.67% (£ 1.19), mientras que las células sanas RWPE1 y PrSC proliferan al 89.65%
(x 1.12) y 86.72% (+ 4.91), respectivamente. Como se mencioné en parrafos
anteriores, una disminucion aproximada del 10 % parece ser normal al utilizar
cualquier tipo de aceite y el efecto del aceite esterculico observado en las lineas
sanas estda muy cercano a lo normal, mientras que el impacto sobre células
cancerosas es significativo para disminuir la proliferacion. El efecto del aceite
esterculico sobre la viabilidad celular se explica por la inhibicion de la SCD, que
juega un papel importante en la sintesis de membranas durante la proliferacién
celular, y cuya expresion se encuentra incrementada en células tratadas con factores
de crecimiento, al igual que la enzima acido graso sintasa, y en algunas células

cancerosas (Demoulin et al.,2004).
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5.3 Anadlisis de ciclo celular por citometria de flujo

5.3.1 Efecto del aceite esterculico sobre el ciclo celular en la linea PC-3

Después de comprobar que el aceite esterculico tenia potencial para inhibir la
proliferacion en células cancerosas de prostata hasta en un 50%, mientras que en las
células sanas el efecto no alcanzaba mas de un 10%, se realizaron ensayos de
citometria para observar si el ciclo celular se estacionaba en alguna etapa en
particular y poder comparar con el efecto de farmacos utilizados en tratamientos de
cancer. Estas observaciones eran necesarias porque los farmacos utilizados para el
tratamiento del cancer son disefnados para interferir con el crecimiento y/o
proliferacion de células cancerosas (Vasquez et al.,, 1997). Algunos farmacos son
pro-apoptéticos actuando sobre una cascada de reacciones de cistein-proteasas
(Garcia-Alvarez et al., 2010), otros actian sobre la anhidrasa carbdnica (AC), una
enzima importante en la regulacion del pH celular, otros inducen dafos al ADN
promoviendo apoptosis (Gupta et al., 2013), otros inhiben las vias de sefalizacion de
Whnt-B-catenina cuya participacién es importante en la proliferacion, migracion y
division celular (Lee et al., 2010), algunos farmacos regulan proteinas oncogénicas
(Wang et al., 2012), y otros inhiben la polimerizacion de microtubulos o modifican la
disponibilidad de biomoléculas criticas para la proliferaciéon de la célula cancerosa
(Ramirez-Sanchez et al., 2014). Fue necesario conocer si el aceite esterculico tenia

potencial para arrestar el ciclo celular en alguna fase.

El efecto del aceite esterculico 4 mM sobre la morfologia y el ciclo celular de las
células PC-3 fue comparado con el del nocodazol 1uM (N), que es un farmaco
antineoplasico que caracteristicamente arresta el ciclo celular en G2, y con la

combinacion de nocodazol 1uM y acido esterculico 4mM (N+AE).

En la Figura 5.12 se muestran los cambios morfolégicos en las células PC-3 con los
distintos tratamientos aplicados para el analisis de ciclo celular por citometria de flujo.
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Figura 5.12: Cambios en la morfologia de las células PC-3 a las 48 h de
tratamiento. Fotos 20X en microscopio invertido DMi1 de Leica Microsystem. A)
Células sin tratamiento (Testigo). B) Acido esterctilico 4mM (AE). C) Nocodazol 1uM
(N). D) Nocodazol 1uM y acido esterculico 4mM (N+AE).

En la Figura 5.12 A se observa la morfologia caracteristica de las células PC-3 del
tratamiento testigo; estas células se encontraban en su mayoria en G1 y su
confluencia es mayor que en los demas tratamientos. En la Figura 5.12 B se
muestran las células tratadas con aceite esterculico 4 mM; es notable la disminucion
de la confluencia y la pérdida adherencia a la placa de cultivo. En la Figura 5.12 C se
muestran las células tratadas con nocodazol 1uM; se observa una morfologia similar
a las células tratadas con aceite esterculico, con una confluencia ligeramente menor.
En la Figura 5.12 D se observan las células tratadas con aceite esterculico y

nocodazol; la confluencia es menor que en el resto de los tratamientos, pero las
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caracteristicas morfolégicas son similares a las de los tratamientos por separado. El
nocodazol (metil N-(5-tenoil-2-benzimidazolil) carbamato) se utilizO como una
referencia positiva ya que es un compuesto antineoplasico que arresta el ciclo celular
en G2; interfiere con la mitosis ya que se une a la tubulina e interfiriere con la
polimerizacion de los microtubulos del citoesqueleto. Con esto, ademas de arrestar
en G2, tiene la capacidad de inducir apoptosis (Blajeski et al., 2002). Las células
tratadas con aceite esterculico presentaron una confluencia y morfologia muy similar
a las que se trataron con nocodazol. Los perfiles de distribucion celular obtenidos en
el ensayo de citometria de flujo aportan mayor detalle para reforzar esta afirmacion
(Figura 5.13).
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Figura 5.13: Perfiles de distribucion de las fases del ciclo celular en PC-3 a las
48 h de tratamiento. A) Células sin tratamiento (Control). B) Acido esterculico 4mM
(AE). C) Nocodazol 1uM (N). D) Nocodazol 1uM y acido esterculico 4mM (N+AE). Se
utilizaron 30, 000 células por muestra.
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La Figura 5.13 A permite ver que, en condiciones normales de cultivo, la mayoria de
las células PC-3 permanecen en fase G1 mientras que, en el resto de los
tratamientos, el mayor numero de células se encuentra en G2. Nuevamente, es
importante sefialar que el tratamiento con acido esterculico 4mM (Figura 5.13 B)
genera un histograma muy similar al que se obtiene con nocodazol 1uM (Figura 5.13
C) y con la combinacion de ambos (Figura 5.13 D). Esto es congruente con lo que se
aprecia en las fotografias tomadas al microscopio (Figura 5.12). En la Figura 5.14 se
muestran los resultados cuantitativos de los histogramas, calculados con el software
ModFit LT 4.1.7 (Wn).

100 1001
b b c
—— -
80 80 1
P a -
o 60
o\\o‘ 60 o
- N
o 40 S 40
20 201
b c d °
B o - ,
0 T T Testigo AE N N+AE

Testigo AE N N+AE

FIGURA 5.14: Porcentaje de células PC-3 en fase G1 y G2 a las 48 h de
tratamiento. Testigo: células sin tratamiento. AE: Células tratadas con acido
esterculico 4mM. N: Células con medio de cultivo y nocodazol 1uM. N+AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM y nocodazol 1uM. Letras diferentes indican que
hay diferencias significativas (p<0.05).

En la Figura 5.14 se aprecia que todos los tratamientos tuvieron diferencias
significativas en relacién a las células testigo, que presentaron un 53.68% (+ 0.79) de
células en G1 y un 7.64% (£ 0.91) en G2. En cambio, las células tratadas con acido
esterculico 4mM tuvieron un 5.19% (+ 5.34) de células en G1 y 82.96% (+ 3.47) en
G2, similar a las células tratadas con nocodazol 1uM, con un 7.72% (+ 0.32) de
células en G1 y un 86.68% (+ 0.45) en G2. La combinacion de nocodazol 1uM vy

esterculico 4mM provoco que el 9.4% (x 0.41) de las células quedara en G1 vy el
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82.17% (x 0.44) permaneciera en G2. Es claro que el aceite esterculico provoca un
arresto del ciclo celular en la fase G2 en la misma proporcion que lo hace el
nocodazol, al no haber diferencias significativas entre los tratamientos AE y N, sin
embargo, mientras el nocodazol actua inhibiendo la polimerizacion de microtubulos
para detener la formacion del huso mitético (Dalvai et al., 2010), el efecto del aceite
esterculico se relaciona con la modificacion del perfil lipidico que altera la
composiciéon de la membrana celular afectando su permeabilidad y reduciendo la

disponibilidad de lipidos para la formacion de nuevas membranas celulares.

5.3.2 Efecto del aceite esterculico sobre el ciclo celular en la linea LnCaP

En la Figura 5.15 se pueden ver los cambios morfologicos en las células LnCaP con
los distintos tratamientos aplicados para el analisis de ciclo celular por citometria de

flujo, de igual forma que con las células PC-3.
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C D

Figura 5.15: Cambios en la morfologia de las células LnCaP a las 48 h de
tratamiento. Fotos 20X en microscopio invertido DMi1 de Leica Microsystem. A)
Células sin tratamiento (Control). B) Acido esterculico 4mM (AE). C) Nocodazol 1uM
(N). D) Nocodazol 1uM y acido esterculico 4mM (N+AE).

En la Figura 5.15 A, las células LnCaP testigo muestran su morfologia caracteristica
con una confluencia mayor que en los demas tratamientos; la mayoria de las células
se encontraban en la fase G1 del ciclo celular. En la Figura 5.15 B se aprecia que el
tratamiento con aceite esterculico provocd una disminucion de la confluencia y que
las células perdieran adherencia a la placa de cultivo; la morfologia de las células
adheridas es caracteristica de esta linea celular cuando se tiene una confluencia
menor al 30%. En la Figura 5.15 C se observan las células tratadas con nocodazol,
con una confluencia ligeramente mayor a la de la Figura anterior, pero con las

caracteristicas similares de morfologia de las células adheridas. En la Figura 5.15 D,
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se muestra que la combinacion de aceite esterculico y nocodazol provocd una
confluencia menor que en el resto de los tratamientos pero con caracteristicas
morfologicas similares a las células tratadas con los dos compuestos por separado.
Nuevamente, es importante sefialar que el efecto del aceite esterculico 4 mM vy el del
antineoplasico nocodazol 1uM fueron similares. Los perfiles de distribucion celular en
las fases del ciclo obtenidos en el ensayo de citometria de flujo aportan mayor detalle

para reforzar esta afirmacion (Figura 5.16).
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Figura 5.16: Perfiles de distribucion en las fases del ciclo celular en LnCaP a
las 48 h de tratamiento. A) Células sin tratamiento (Control). B) Acido esterculico
4mM (AE). C) Nocodazol 1uM (N). D) Nocodazol 1uyM y acido esterculico 4mM
(N+AE). Se utilizaron 30, 000 células por muestra.

La Figura 5.16 A muestra que la mayoria de las células LnCaP estan en fase G1 en

condiciones normales, mientras que en el resto de los tratamientos, el mayor numero

47



RESULTADOS Y DISCUSION

de células se encuentra en G2. Llama la atencién que el tratamiento con acido
esterculico 4mM (Figura 5.16B) genera un histograma muy similar al que se obtiene
con nocodazol 1uM (Figura 5.16C) y con la combinacién de ambos (Figura 5.16D).
Esto es congruente con lo que se aprecia en las fotografias tomadas al microscopio
(Figura 5.15). Mediante el software ModFit LT 4.1.7 (Wn) se cuantificaron los

histogramas y se obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura 5.17.
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FIGURA 5.17: Porcentaje de células LnCaP en fase G1 (A) y G2 (B) a las 48 h de
tratamiento. Testigo: células sin tratamiento. AE: Células tratadas con acido
esterculico 4mM. N: Células con medio de cultivo y nocodazol 1uM. N+AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM y nocodazol 1uM. Letras diferentes indican que
hay diferencias significativas (p<0.05).

De acuerdo a la Figura 6.17, cuando las células LnCaP crecieron en medio de cultivo
en condiciones normales, el 60.58% (+ 0.2) se encontraron en G1y el 11.8% (x 0.7)
en G2. Cuando fueron tratadas con acido esterculico 4mM se agruparon el 38.4% (+
0.51) en G1 y el 50.4% (x 0.63) en G2; las que se expusieron al nocodazol 1uM
mantuvieron el 42.4% (+ 0.21) de su poblacion en G1 y el 48.03% (+ 0.38) en G2, y
la combinacion de acido esterculico 4mM y nocodazol 1uM mantuvo al 42.25% (+
0.42) de las células en G1y al 42.09% (£ 1.76) en G2. Todos los tratamientos fueron

diferentes estadisticamente al testigo. El aceite esterculico arresté el ciclo celular en
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G2 de la misma manera que lo hizo el antineoplasico nocodazol, sin embargo,
cuando se aplicaron conjuntamente no se sumaron los efectos. Con esta ultima
observacion se confirma que, aunque el aceite esterculico arresta el ciclo en G2

como lo hace el nocodazol, los mecanismos son distintos.

6.3.3 Efecto del aceite esterculico sobre el ciclo celular en la linea RWPE1

El efecto del aceite esterculico 4 mM sobre el ciclo celular fue analizado también en
lineas celulares sanas. Los tratamientos fueron los mismos que con las células

cancerosas, Yy sus efectos sobre la morfologia celular se muestran en la Figura 5.18.

C D

Figura 5.18: Cambios en la morfologia de las células RWPE1 a las 48 h de
tratamiento. Fotos 20X en microscopio invertido DMi1 de Leica Microsystem. A)
Testigo tratado con medio de cultivo (Control). B) Acido estercilico 4mM (AE). C)
Nocodazol 1uM (N). D) Nocodazol 1uM y acido esterculico 4mM (N+AE).
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En la Figura 5.18 A, las células epiteliales de prostata sana RWPE1 muestran su
morfologia caracteristica con una confluencia mayor que en los demas tratamientos;
estas células se encontraban en su mayoria en la fase G1. En la Figura 5.18 B, en
las células tratadas con aceite esterculico se aprecia una disminucion de la
confluencia pero las células, en su mayoria, permanecen adheridas a la placa y se
conserva su morfologia. En la Figura 5.18 C hay una disminucion drastica de la
poblacion celular al ser tratadas con nocodazol, y las células que se observan aun
adheridas a la placa de cultivo mantienen su morfologia caracteristica. En la Figura
5.18 D se puede observar que el tratamiento con aceite esterculico y nocodazol
provoca una ligera pérdida de adherencia celular, pero en menor medida que con el
tratamiento de nocodazol solo. Por lo tanto, se puede afirmar que el aceite
esterculico no afecta la proliferacion celular ni las caracteristicas morfolégicas de las
células sanas RWPE1, a diferencia del nocodazol, y que, ademas, la presencia del
aceite esterculico protege a las células del efecto antiproliferativo del nocodazol.
Debido a que se trata de una linea celular sana, este es un efecto favorable para la
célula. Los perfiles de distribucion celular obtenidos en el ensayo de citometria de

flujo aportan mayor detalle para reforzar esta afirmacion (Figura 5.19).
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Figura 5.19: Perfiles de distribucion del ciclo celular en RWPE1 a las 48 h de
tratamiento. A) Células sin tratamiento (Control). B) Acido esterculico 4mM (AE). C)
Nocodazol 1uM (N). D) Nocodazol 1uM y &cido esterculico 4mM (N+AE). Se
utilizaron 30, 000 células por muestra.

Nuevamente se observo consistencia entre los histogramas vy las fotografias tomadas
al microscopio. En la Figura 5.19 A se puede observar que la mayoria de las células
RWPE1 se encontraron en fase G1 y un minimo porcentaje en G2 mientras que en
5.19 B en la células tratadas con aceite esterculico hay una distribucion mas
equitativa en el numero de células en G1 y G2. En las imagenes 5.19 C y D se
observa un perfil similar en las células tratadas con nocodazol1uM, sin y con aceite
esterculico. Mediante el software ModFit LT 4.1.7 (Wn) se cuantificaron los

histogramas y se obtuvieron los resultados de la figuras 5.20.
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FIGURA 5.20: Porcentaje de células RWPE1 en las fases G1 (A) y G2 (B) a las 48
h de tratamiento. Testigo: células sin tratamiento. AE: Células tratadas con acido
esterculico 4mM. N: Células con medio de cultivo y nocodazol 1uM. N+AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM y nocodazol 1uM. Letras diferentes indican que
hay diferencias significativas (p<0.05).

Al hacer crecer las células RWPE1 en medio de cultivo unicamente, el 53.42% (z
1.35) se encontraron en G1 y el 15.78% (+ 0.24) en G2; el tratamiento con acido
esterculico 4mM provocd que 31.95% (x 3.97) de las células estuviera en G1 y
49.71% (x 5.96) en G2. Las que se cultivaron con nocodazol 1uM tuvieron el 3.6% (+
0.29) de su poblacién en G1 y el 87.26% (£ 1.08) en G2, y la combinacién entre
acido esterculico 4mM y nocodazol 1uM ubico al 4.02% (+ 0.28) de las células en G1
y al 87.03% (£ 218) en G2. Todos las tratamientos fueron diferentes
estadisticamente al testigo, sin embargo, entre los tratamientos que utilizaron
nocodazol 1uM y nocodazol 1uyM con acido esterculico 4mM no hubo diferencias
significativas. Lo normal es que las células se encuentren mayoritariamente en G1
bajo las condiciones de este ensayo y que el nocodazol las arreste en G2, los
tratamientos con esterculico se encuentran en un punto intermedio entre estas dos
situaciones al distribuir menos de células en G1 y mas en G2 que el testigo. Es
importante aclarar que el ciclo celular puede estacionarse en una fase y no
necesariamente entrar en apoptosis. Para una célula cancerosa, no representa una

ventaja el hecho de que el ciclo se arreste en G1 o en G2, finalmente, esto depende
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de los puntos de testigo sobre los que pueda influir un farmaco o tratamiento, lo
importante es que se pueda detener la proliferacion celular (Lee et al., 1980). Los
ensayos de ciclo celular deben complementarse con los de apoptosis porque el
encontrar a las células estacionadas en una fase del ciclo celular no es
necesariamente un efecto negativo debido a que se debe interpretar como una
respuesta de la célula a un tratamiento y para evaluar su efecto real, se hace
necesario medir la expresién de los puntos de testigo en cada fase del ciclo

(Rodriguez-Fragoso et al., 2004) y su efecto en cascada (Pearce AK, 2001).

5.4 Analisis de apoptosis por citometria de flujo

5.4.1 Efecto apoptético del aceite esterculico sobre la linea celular
PC-3

Para complementar los ensayos realizados sobre el efecto del aceite esterculico en
el ciclo celular, se evalud si, ademas de arrestar el ciclo en G2, habia un efecto
apoptético en las células. En este ensayo se utilizé QBS 1uM (2-amino-N-quinoline-
8-yl-benzenesulfonamide) como testigo positivo, debido a que induce apoptosis
generando una deformacion de las membranas celulares conocida como “blebbing” o
vesiculacién, que es un proceso previo a la formacion de cuerpos apoptoticos (Fadok
et al., 1992). El efecto de los tratamientos sobre la morfologia celular se muestra en
la Figura 5.21.
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FIGURA 5.21: Cambios en la morfologia de las células PC-3 a las 48 h de
tratamiento. Fotos 40X en microscopio invertido DMi1 de Leica Microsystem. A)
Células con medio de cultivo (Testigo). B) Células tratadas con acido esterculico
4mM (AE). C) Células tratadas con QBS 1uM (Q). D) Células tratadas con QBS 1uM
y acido esterculico 4mM (Q+AE).

En la Figura 5.21 A se puede observar un crecimiento normal de las células PC-3 y
su morfologia caracteristica, mientras que en la 5.21 B se observan que el aceite
esterculico provocd que un gran numero de células que perdieran adherencia y que
algunas células adheridas mostraran vesiculaciones en la membrana. El tratamiento
con QBS (Figura 5.21C) provoco el desprendimiento de la mayoria de las células a
la placa de cultivo y en la Figura se aprecia una morfologia completamente distinta
al de las células testigo. El efecto combinado de QBS y aceite esterculico dejo a las

células despendidas de la placa de cultivo casi en su totalidad (5.21D).
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La proporcion de células en apoptosis fue analizada por citometria de flujo, y los

resultados se muestran en la Figura 5.22.
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Figura 5.22: Efecto apoptético del aceite esterculico sobre las células PC-3 a
las 48 h de tratamiento. La region P3 indica apoptosis. A) Células con medio de
cultivo (Testigo). B) Células tratadas con acido esterculico 4mM (AE). C) Células
tratadas con QBS 1uM (Q). D) Células tratadas con QBS 1uM y acido esterculico
4mM (Q+AE).

En la Figura 5.22 A se puede observar el nivel de apoptosis de las células PC-3
cultivadas en condiciones normales. Cuando las células se trataron con aceite
esterculico 4 mM, se observo un efecto apoptético, ya sea actuando solo (Figura 5.22
B) o en combinacion con QBS (Figura 5.22 D). El tratamiento positivo con QBS
mostréo un efecto apoptdtico como se esperaba (Figura 5.22 C). Es interesante
mencionar que, tanto en los histogramas como en las fotografias al microscopio, se

puede observar que el efecto pro-apoptético fue similar con QBS y con aceite
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esterculico. Esta reportado que la inhibicion de la actividad de SCD induce apoptosis
por sus diversos efectos en la acumulacién de &cidos grasos saturados, la
desregulacion de ACC y su rol en las vias AMPK (Scaglia et al., 2009), por otro lado
se sabe que el aceite esterculico ha funcionado como inhibidor de SCD en modelos
in vivo (Ortinau et al., 2013; Herrera-Meza et al., 2014) e in vitro (Gobmez et al., 2003).
En conjunto, esta informacion permite afirmar que el efecto apoptético observado en
los tratamientos con aceite esterculico esta relacionado con la inhibicién de SCD vy la
alteracion consecuente del perfil lipidico. La cuantificacion de los histogramas vy el
analisis estadistico representado en la Figura 5.23 son congruentes con esta ultima
afirmacion.
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FIGURA 5.23: Efecto apoptoético del aceite esterculico en células PC-3 con
distintos tratamientos a 48 de tratamiento. Testigo: Células con medio de cultivo.
AE: Células tratadas con acido esterculico 4mM. QBS: Células con medio de cultivo y
QBS 1uM. N+AE: Células tratadas con acido esterculico 4mM y QBS 1uM. Letras
diferentes indican que hay diferencias significativas (p<0.05).

Durante la apoptosis, la fosfatidilserina se transloca a la cara externa de la
membrana celular, esta caracteristica es aprovechada en este ensayo para que se
una a anexina y se pueda tefir la célula, sin embargo, a largo plazo, la membrana

pierde su integridad y entra el IP para tefiir a las células (Fadok et al., 1992; Cascales
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et al., 2003; Simon, 2013). En el primer caso hablamos de una apoptosis temprana y
en el segundo de una apoptosis tardia, en este ensayo se considero indistintamente

cualquiera de las dos.

En la Figura 5.23 se puede ver el nivel de apoptosis normal en el tratamiento testigo
(8.23% * 0.9), y que el aceite esterculico provocd un incremento en este nivel
(29.43% £ 3.96), de forma similar al QBS (27.33% + 2.54). Es interesante sefialar
que, al actuar en combinacién, se logré un nivel significativamente mayor de células
en apoptosis (49.93% £ 7.31). Aunque todos los tratamientos tuvieron diferencias
estadisticamente significativas con el testigo, no hubo diferencias entre el aceite
esterculico y el QBS, lo que se refuerza al observar la similitud de sus histogramas y
fotografias al microscopio. Se debe tomar en cuenta que un metabolismo alterado de
acidos grasos en la célula puede tener efecto en las vias de sefializacién de los
procesos apoptoticos aumentando la liberacion del citocromo c, la expresion de
caspasas pro-apoptoticas e inhibidoras de cdk’s, inactivacion de Bcl-2, incremento
de Fas y de caspasa 8 (las dos ultimas relacionadas con las vias extrinsecas
mientras que las primeras se relacionan con las vias intrinsecas de la apoptosis)
(Zamora et al., 2005). Se ha reportado precisamente que la presencia de SCD
modifica los perfiles lipidicos in vivo e in vitro (Falvella et al., 2002; Gémez et al.,
2003; Ortinau et al., 2013; Herrera-Meza et al., 2014), por lo anterior, no queda duda
de que la apoptosis fue el resultado de haber modificado el perfil lipidico de las

células al suministrar el aceite esterculico.

5.4.2 Efecto apoptético del aceite esterculico sobre la linea celular
LnCaP

LnCap modela una etapa temprana del cancer de préstata mientras que PC-3
representa un periodo metastasico, por esta razon se hizo necesario evaluar también

el efecto apoptético en LnCaP, utilizando los mismos tratamientos. El analisis de la

morfologia celular se muestra en la Figura 5.24.
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Figura 5.24: Cambios en la morfologia de las células LnCaP a las 48 h de
tratamiento. Fotos 40X en microscopio invertido DMi1 de Leica Microsystem. A)
Células con medio de cultivo (Testigo). B) Células tratadas con acido esterculico
4mM (AE). C) Células tratadas con QBS 1uM (Q). D) Células tratadas con QBS 1uM
y acido esterculico 4mM (Q+AE).

En la Figura 5.24 A se puede observar el crecimiento normal de las células LnCaP,
con la morfologia caracteristica y el espacio intercelular normal. Al tratarlas con
aceite esterculico (5.24 B), se observa un gran numero de células que perdieron
adherencia y sin la forma caracteristica. El tratamiento con QBS (Figura 5.24 C)
provocé el desprendimiento de la mayoria de las células a la placa de cultivo y, de
las células aun adheridas, se observa una morfologia completamente distinta al de
las células testigo, lo que indica el inicio de un proceso apoptético. El efecto
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combinado de QBS y aceite esterculico (5.24 D) dej6 a las células desprendidas de

la superficie de cultivo casi en su totalidad. El efecto apoptético fue analizado por

citometria de flujo, y se muestra en la Figura 5.25.
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Figura 5.25: Efecto apoptotico del aceite esterculico sobre las células LnCaP a
las 48 h de tratamiento. La region P3 indica apoptosis. A) Células con medio de
cultivo (Control). B) Células tratadas con acido esterculico 4mM (AE). C) Células
tratadas con QBS 1uM (Q). D) Células tratadas con QBS 1uM y acido esterculico
4mM (Q+AE).

Como puede observarse, en las células testigo (Figura 5.25 A) hubo un nivel de
apoptosis bajo; en cambio, en las ceélulas tratadas con el aceite esterculico se
observé una mayor proporcion de células apoptéticas, tanto al actuar solo (Figura
5.25 B) como en combinacion con QBS (Figura 5.25 D). El tratamiento positivo con
QBS demostrdé un efecto apoptético, como se esperaba (Figura 5.25C). Se debe

sefalar que, tanto en los histogramas como en las fotografias al microscopio, la
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apoptosis inducida fue similar con QBS y con aceite esterculico. La cuantificacion de
los histogramas y el analisis estadistico representado en la Figura 5.26 confirman lo

anterior.
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FIGURA 5.26: Efecto apoptético del aceite esterculico en células LnCaP a las 48
h de tratamiento. Testigo: Células con medio de cultivo. AE: Células tratadas con
acido esterculico 4mM. QBS: Células tratadas con QBS 1uM. N+AE: Células tratadas
con acido esterculico 4mM y QBS 1uM. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).

Como puede observarse en la Figura 5.26, el nivel de apoptosis en las células de un
cultivo sin tratamiento, que se considera normal, es del 0.73% % 0.2. En cambio, el
tratamiento con el aceite esterculico provocé un incremento en la proporcidn de
células en apoptosis, llegando al 34.5% £ 1.03, de forma similar al QBS, con el que el
nivel de apoptosis llegd al 35.03% £ 0.76. En el tratamiento combinado de aceite
esterculico y QBS se observo el mismo nivel de apoptosis 36.4% * 0.55 que cuando
actuaron por separado. Aunque todos los tratamientos tuvieron diferencias
estadisticamente significativas con el testigo, no hubo diferencias entre los niveles
alcanzados con aceite esterculico, QBS y la combinacién de ambos. Los porcentajes
de apoptosis que se obtuvieron con los tres tratamientos son consistentes con las
poblaciones celulares arrestadas en G2 en los ensayos de ciclo celular y los
porcentajes de viabilidad para esta linea celular, esto apunta a la idea del uso
potencial del aceite esterculico en el tratamiento del cancer de préstata como

coadyuvante.
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5.4.3 Efecto apoptoético del aceite esterculico sobre la linea celular
RWPE1

Se evalu6 también el efecto apoptético del aceite esterculico sobre una linea celular
de proéstata sana y se eligio el modelo RWPE1 de epitelio. En la Figura 5.27 se
muestra la morfologia de las células de RWPE1 después de los tratamientos con

aceite esterculico y QBS.

Figura 5.27: Cambios en la morfologia de las células RWPE1 a las 48 h de
tratamiento. Fotos 40X en microscopio invertido DMi1 de Leica Microsystem. A)
Células con medio de cultivo (Control). B) Células tratadas con acido esterculico
4mM (AE). C) Células tratadas con QBS 1uM (Q). D) Células tratadas con QBS 1uM
y acido esterculico 4mM (Q+AE).
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En la Figura 5.27 A se observa el crecimiento normal de las células RWPE-1, con la
morfologia caracteristica y un espacio intercelular normal; en la Figura 5.27 B se
observa que el aceite esterculico provocd una ligera disminucion del crecimiento,
pero conservando la morfologia de las células sanas. El tratamiento con QBS
(Figura 5.27 C) provoco el desprendimiento de una gran cantidad de células de la
placa de cultivo y, de las células aun adheridas, se observa una morfologia distinta
al de las células testigo, lo que indica el inicio de un proceso apoptético, tal como se
esperaba con este testigo positivo. El efecto combinado de QBS y aceite esterculico
(5.27D) provoco el desprendimiento de un pequefio porcentaje de células, sin
embargo, la mayoria se encontraron adheridas a la placa y con la morfologia
caracteristica de las células sanas. El efecto apoptotico fue analizado por citometria

de flujo, y se muestra en la Figura 5.28.
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Figura 5.28 Efecto apoptotico del aceite esterculico sobre las células RWPE1 a
las 48 h de tratamiento. La region P3 indica apoptosis. A) Células con medio de
cultivo (Testigo). B) Células tratadas con acido esterculico 4mM (AE). C) Células
tratadas con QBS 1uM (Q). D) Células tratadas con QBS 1uM y acido esterculico
4mM (Q+AE).
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Como se muestra en la Figura 5.28, hubo un nivel de apoptosis bajo en las células
RWPE1 testigo (Figura 5.28A), que no se vio modificado por el tratamiento con el
aceite esterculico (Figura 5.28 B). Como lo esperado, el QBS provocé que un mayor
numero de células estuvieran en apoptosis (Figura 5.28 C). Sin embargo, cuando se
combind el QBS con el aceite esterculico (Figura 5.28 D), se revirtid el efecto
apoptotico del QBS. La cuantificacion de los histogramas y el analisis estadistico

representado en la Figura 5.29 confirman lo anterior.
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FIGURA 5.29: Efecto apoptotico del aceite esterculico en células RWPE-1 con
distintos tratamientos durante 48 h. Testigo: células sin tratamiento. AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM. QBS: Células con medio de cultivo y QBS 1uM.
N+AE: Células tratadas con acido esterculico 4mM y QBS 1uM. Letras diferentes
indican que hay diferencias significativas (p<0.05).

En la Figura 5.29 se observa que hubo un porcentaje de células en apoptosis del
4.3% (£1.35) en las células testigo, y que este porcentaje no fue significativamente
diferente al tratarlas con el acido esterculico 4mM, donde el 2.76% (+0.85) de
células fueron apoptoticas. Cuando fueron tratadas con QBS, el 25.03% (+£1.33) de
las células entraron en apoptosis; sin embargo, cuando se combin6 con el aceite
esterculico, unicamente un 9.86% (+2.26) fueron apoptéticas, o que sugiere un
efecto protector del aceite esterculico sobre el efecto pro-apoptotico del QBS. Se ha
reportado que el bloqueo de SCD con CVT-11127 disminuye la proliferacién e induce
apoptosis de células cancerosas H460 pero no de fibroblastos humanos sanos (Hess

et al., 2010). En esta investigacion, al aplicar aceite esterculico, la viabilidad celular
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de PC-3 y Ln-CaP se disminuyé6 pero no se afectd la viabilidad de RWPE1,
posteriormente se comprob6 observando un incremento en los niveles de apoptosis
en células cancerosas (PC-3 y LnCaP) y ningun efecto apoptético sobre células
sanas (RWPE1).

5.5 Efecto del aceite esterculico sobre la expresion del gen de
Estearoil CoA Desaturasa en las células PC-3, LnCaP y RWPE1

Después de comprobar que habia un efecto en la proliferacion de células PC-3 y
LnCaP, se midio la expresién del gen de SCD en estas lineas celulares y en la de
epitelio de prostata sano (RWPE1), debido a la importante participacién de esta
enzima en el metabolismo lipidico y en la proliferacion celular. Se midié la expresion

mediante la cuantificacion por PCR en tiempo real (Q-PCR).
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FIGURA 5.30: Efecto del aceite esterculico sobre la expresiéon de SCD en
células PC-3 a 48 h de tratamiento. Testigo: células sin tratamiento. AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).

Se aprecia en la Figura 5.30 que la expresion del gen de SCD no se modificé al
aplicar el acido esterculico 4mM a células PC-3, ya que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre el testigo y el tratamiento con aceite esterculico.
La expresion relativa de SCD respecto al gen enddégeno (GAPDH) fue de 1.03 £0.29,

considerando la expresion en el testigo como 1. Por otro lado, en la Figura 5.31 se
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puede ver que tampoco hubo diferencias significativas en la expresion del mismo gen

en células LnCap en relacion al testigo; la expresion relativa de SCD fue 0.95 +0.18.

- o N
1) ) o

Expresion relativa de SCD1/GAPDH
o
2]

o
o

Testigo AE

FIGURA 5.31: Efecto del aceite esterculico sobre la expresiéon de SCD en
células LnCaP a 48 h de tratamiento. Testigo: células sin tratamiento. AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).

En el caso de células sanas RWPE1, si hubo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al testigo. La expresion de SCD fue de 0.60 (x0.17) en

relacion al testigo (Figura 5.32).
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FIGURA 5.32: Efecto del aceite esterculico sobre la expresiéon de SCD en
células RWPE1 a 48 h de tratamiento. Testigo: células sin tratamiento. AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).
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La expresion de SCD no cambid al aplicar el tratamiento con aceite esterculico, esto
coincide con el hecho de que, al inhibir la actividad de SCD con acido esterculico en
adipocitos no diferenciados, se observo que la expresiéon del mMRNA de SCD no se
modificd y tampoco se modificaron los niveles de proteina ademas de que se registro
una disminucion de la actividad enzimatica a través de las alteraciones en el perfil
lipidico de las células (Gomez et al., 2003). Por otro lado, si se observaron cambios
en la expresion de SCD al trabajar con células sanas, esto coincide con el hecho de
que la viabilidad celular no se ve alterada tan drasticamente en RWPE1 como en las
lineas cancerosas. Nuevamente, el comportamiento de las células sanas con el
aceite esterculico es distinto al que presentan las células cancerosas. Cabe
mencionar que, el esterculico no modifica la expresion de SCD pero si lo puede
hacer la acumulacion de acidos grasos saturados al generar estrés en el reticulo

endoplasmico y reducir simultaneamente la expresion de ACC.

5.6 Efecto del aceite esterculico sobre los niveles de enzima
Estearoil CoA Desaturasa en PC-3, LnCaP y RWPEH1.

Después de observar que no habia efecto sobre la expresion de SCD en PC-3 y en
LnCaP, se midieron los niveles de enzima para ver si el efecto estaba a nivel de post-
transcripcional. Los niveles de enzima SCD se mostraron sin cambios en las tres
lineas celulares al ser tratadas con acido esterculico 4mM. En células PC-3 (Figura
5.33A), se tuvo un nivel de proteina de 0.81 (£0.15) en las células tratadas con el
aceite esterculico, mientras en el testigo fue de 0.87 (£0.15). En las células LnCap
(Figura 5.33B) el nivel de proteina fue de 1.04 (£0.13) al ser tratadas con esterculico
al tiempo que las células testigo se ubicaron en 0.96 (+0.15). En las células RWPE1
(Figura 5.33C), las células testigo estuvieron en 0.83 (£0.12), los tratamientos se
ubicaron en 0.81 (£0.15). En ninguna de las tres lineas celulares hubo diferencias
significativas entre el testigo y el tratamiento con aceite esterculico.
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FIGURA 5.33: Cuantificacion de enzima SCD en relaciéon a GAPDH en células
PC3 (A), LnCap (B) y RWPE1 (C). Testigo: células sin tratamiento. AE: Células
tratadas con acido esterculico 4mM. Letras diferentes indican que hay diferencias
significativas (p<0.05).

Estos resultados son congruentes con lo esperado, ya que se ha reportado que el
esterculico inhibe la actividad de la enzima SCD, pero no la expresion de su gen
(Gémez et al., 2003).
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5.7 Efecto del aceite esterculico sobre la actividad de Estearoil CoA
Desaturasa en PC-3, LnCaP y RWPEH1.

Se evaluo6 también el efecto del aceite esterculico sobre la actividad enzimatica de la
SCD. Un parametro utilizado para medir la actividad de SCD es el indice de
desaturacion  calculado como el cociente C16:1/C16:0 y C18:1/C18:0 (Loza-
Medrano, Baiza-Gutman, & Ibafiez-Hernandez, 2018). Los resultados se muestran en
la Tabla 5.2.

TABLA 5.2: indices de desaturacion en células PC3, LnCaP y RWPE1 después del

tratamiento con aceite esterculico (AE), aceite de soya (As) y aceite de maiz (AM).

Linea indice de Testigo AE As AM

desaturacion

C16:1/C16:0 0.07 4/85‘%% 0.01 0.06 0.05
0
o .
a C18:1/C18:0 10.12 ¢48/§ 5.29 13.72 16.28
C16:1/C16:0 0.064 169%  0.02 0.064 0.065
N / 5
o
5 C18:1/C18:0 11.55 ¢42%_f 6.64 10.97 16.73
C16:1/C16:0 0.06 U50%_  0.03 0.057 0.05
2 —>
> C18:1/C18:0 11.66 ¢28‘y§ 8.40 10.78 15.85

En la Tabla 5.2 se puede ver que, para todas las lineas celulares, los indices de
desaturacién fueron menores en las células tratadas con aceite esterculico, en
comparacion con las células testigo y las tratadas con aceite de soya o de maiz. El
indice de desaturacién para células PC3 tratadas con aceite esterculico (AE) fue 85%
(16:1/16:0) y 48% (18:1/18:0) menor que el de las células testigo. Para las células
LnCap, los indices fueron 69% (16:1/16:0) y 42% (18:1/18:0) menores que las
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testigo. Similar comportamiento se observo en las células sanas RWPE1, donde los
indices de desaturacién fueron 50% (16:1/16:0) y 28% (18:1/18:0) menores en
comparacion con las testigo. Esto confirmé que el efecto del aceite esterculico sobre
a SCD en células PC3, LnCaP y RWPE1 se da a nivel de la inhibicion de su
actividad, sin alterar los niveles de expresion y de enzima SCD. Al disminuir la
actividad de SCD, se altera la composicion lipidica y se disminuye la disponibilidad
de lipidos de membrana modificando su fluidez y alterando el ciclo celular (lgal,
2016).

No se han reportado estudios in vitro que utilicen aceite o acido esterculico sobre
células cancerosas como inhibidor de SCD, solo se han realizado este tipo de
estudios con inhibidores quimicos. Los resultados obtenidos en esta investigacion se
pueden comparar con los de algunos investigadores (Tabla 5.3), como los de Ortinau
et al. (2013) que trabajaron con hepatocitos de ratas OLEFT inhibiendo SCD con
aceite esterculico y bajaron la actividad desaturasa entre un 23% y 50%, o los de
Fritz et al. (2010) que inhibieron SCD en prostatocitos de raton con el compuesto
BZ36 para ver su efecto en la senalizacion oncogénica y encontraron una
disminucién de la actividad desaturasa entre el 27% y 33%. Herrera-Meza et al.
(2013) pudieron observar una disminucion de la actividad desaturasa de entre el 50%
y 80 % en hepatocitos de ratas Wistar suministrando aceite esterculico como fuente
de lipidos en la dieta, mientras que Rodriguez-Cuenca (2006) reporta una

disminucion entre el 50% y 72% utilizando RNAi en un modelo in vitro con adipocitos.
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TABLA 5.3: Reporte de inhibicidn de actividad de SCD con distintos métodos.

16:1/16:0 Aceite 4 50%
Ortinau et al., (2013) estercilico Higado In vivo
18:1/18:0 4 23%
Herrera-Meza et al., 16:1/16:0 Aceite \80%
. Higado In vivo
(2013) 18:1/18:0 esterculico 3.50%
Rodriguez-Cuenca et al., 16:1/16:0 V72%
RNAI Adipocitos In vitro
(2006) 18:1/18:0 450%
16:1/16:0 4 33%
Fritz et al., (2010) BZ36 Prostata In vivo
18:1/18:0 4 27%

Se sabe que al modificar la actividad desaturasa cambia el perfil lipidico y se ve
disminuida la proliferacién celular (lgal, 2016), en esta investigacion se pudo apreciar
este efecto con la particularidad de que fue hasta cinco veces mayor en células
cancerosas que en las sanas. El aceite esterculico pudo reducir la viabilidad celular a
los mismo niveles que algunos farmacos utilizados en terapias de cancer, tales como
QBS y Nocodazol (Gilmores et al., 2018), arresto el ciclo celular en G2 del mismo
modo que el nocodazol e indujo apoptosis a los mismos niveles que el QBS, bajé la
actividad desaturasa de SCD de igual forma que otros inhibidores quimicos como el
CVT11127 o BZ36, incluso sin afectar la expresién y los niveles de enzima SCD para
el caso de células cancerosas y sanas como lo hacen los ensayos de silenciamiento
génico. Todo esto permite visualizar el potencial del aceite esterculico como

coadyuvante en el tratamiento del cancer, en particular del cancer de préstata.
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El aceite esterculico es un inhibidor potencial de la proliferacién de células de cancer
de proéstata (LnCaP y PC3), de mama (MCF7) y cérvicouterino (HeLa). Ademas, para
el caso de cancer de prostata se demostro que, al igual que otros farmacos utilizados
actualmente, el aceite esterculico puede arrestar el ciclo celular, inducir apoptosis vy

disminuir la proliferacion celular con la ventaja de ser una fuente natural de lipidos.

Al encontrar una ICso alta de acido esterculico para las células PC3 en comparacion
con las de los farmacos utilizados para el tratamiento de cancer, quedé demostrada
su baja toxicidad para células sanas. Lo anterior se confirma con el hecho de que el
efecto citotoxico del aceite esterculico evaluado en células sanas de prostata
(RWPE1 y PrSC) se mantuvo al mismo nivel que el efecto provocado por los aceites

de maiz y de soya en las mismas lineas celulares.

El aceite esterculico mostrd potencial como inhibidor de Estearoil CoA Desaturasa al
reducir parcialmente su actividad en modelos celulares de cancer de préstata inicial
(LnCaP) y metastasico (PC3), y en un modelo de epitelio de préstata sano (RWPE1),
lo que se relaciona con el efecto antiproliferativo y pro-apoptoético observado en las

lineas celulares cancerosas.

No hubo efecto significativo del aceite esterculico sobre la expresion de SCD ni sobre

sus niveles, Unicamente se encontrd efecto a nivel de actividad enzimatica.
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RECOMENDACIONES

Estudiar el efecto de acido esterculico puro sobre células sanas y cancerosas de

prostata, de mama y cérvicouterino.

Profundizar en el mecanismo de accion y la influencia del aceite esterculico en la

regulacion del ciclo celular y apoptosis mediante ensayos de expresion diferencial.

Estudiar el efecto coordinado del aceite esterculico sobre las enzimas que catalizan
puntos de control en el metabolismo lipidico y sobre los puntos de control del ciclo

celular.
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APENDICE A

Evaluacidn de viabilidad celular por el método MTT

Se sembraron 30, 000 células por cada pozo en placas de 24 pozos, se contaron con
camara de Neubauer para sembrar unicamente células viables por método de azul
tripan, los tratamientos se aplicaron cuando las células alcanzaron una confluencia
del 80%. Al alcanzar la confluencia deseada (a las 48 h de haber sembrado las
células), se aspir6 el medio de cultivo celular de cada pozo y se aplicaron
concentraciones de acuerdo a lo requerido para cada ensayo (0.1, 1, 2, 3,4y 5
mmol/L de aceite esterculico diluido en etanol al 1%), en cada pozo se depositaron
500 uL. Como referencia negativa se utiliz6 medio de cultivo con 1% de etanol y se
agregaron dos controles mas conteniendo aceite de soya (0.1, 1, 2, 3, 4 y 5 mmol/L
de aceite de soya diluido en etanol al 1%). Los tratamientos se dejaron incubar por
48 h bajo una atmdésfera del 5% de CO,, 95% de O, a 37°C. Después del tiempo de
incubacion se aspiraron todos los tratamientos y se adicioné a cada pozo 40uL del
reactivo MTT (Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) a una concentracion de
5mg/mL. Posteriormente se incubaron las células en 5% de CO,, 95% de O, a 37°C
durante 2 h.

Finalmente, se anadieron 200 yL de DMSO (Dimetil sulféxido) a cada pozo. La
lectura de placas se realiz6 a 595 nm utilizando un lector Beckman Coulter (DTX 880,

Multimode Detector).
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APENDICE B

Marcaje de las células para ensayos de ciclo celular

Las células suspendidas en medio de cultivo se centrifugaron 2 min a 3000 rpm con
el fin de retirar el medio de cultivo, posteriormente se realizaron tres lavados con las
soluciones amortiguadoras que incluye el kit (1 mL de cada solucion), se suspendio
de forma suave para no romper las células. A continuacién se elimind el
sobrenadante por completo y se afadieron 250 pyL en cada tubo de la solucion A
(tripsina en tetrahidrocloruro de espermina), se mezcldé suavemente por pipeteo tres
veces y se incubd 10 min a 20-25°C. Posteriormente, se afiadié a cada tubo 200 pL
de la solucién B (ribonucleasas e inhibidores de tripsina), se mezclé de forma suave,
y las muestras se incubaron 10 min mas en oscuridad (2-8°C). Finalmente, las
suspensiones celulares se filtraron en tubos de 12x75 mm utilizando una membrana
de nylon y fueron leidas en el citémetro de flujo BD FACS Aria ™ Cell sorter de BD

Biosciense, 30,000 células por muestra.
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APENDICE C

Marcaje de las células para ensayos de apoptosis

Las células suspendidas en medio de cultivo se centrifugaron (Mini spin Plus; 2 min a
3000 rpm) para retirar el medio de cultivo, y se realizaron dos lavados a cada
muestra con 1mL de PBS (Amortiguador salino de fosfatos), se elimind el
sobrenadante y el paquete celular se suspendié en 100 yL del componente C
(amortiguador de unién anexina 1X), a continuacién se afadieron 5 uL del
componente A (Anexina V-FITC) y 1 uL de PI (ioduro de propidio, 100 pg/mL), las
células se incubaron 15 min a temperatura ambiente. Después del tiempo de
incubacion, se anadieron 400 uL del componente C mezclando suavemente, y las
muestras se mantuvieron en hielo y en oscuridad hasta su analisis. Finalmente las
suspensiones celulares se filtraron en tubos de 12x75 mm utilizando una membrana
de nylon, y la fluorescencia se analizé en un citdmetro de flujo BD FACS Aria ™ Cell

sorter, 10,000 células por muestra.
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APENDICE D

Extraccion de RNA, electroforesis en gel de agarosa, y sintesis de cDNA

Protocolo de extraccidon RNA total a partir de cultivos celulares

Se agregd 1 mL de Trizol para cada placa de 25 cm2 y se homogeneiz6 por retro
aspiracion con la micropipeta; después de 5 min a temperatura ambiente, se paso el
homogeniezado a un tubo Eppendorf de 2 mL y se afiadieron 200 uL de cloroformo a
cada placa, se agitdo durante 15 s y se incubd 10 min a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, se centrifugdé a 9, 000 xg por 15 min a 4 °C. En cada tubo se
obtuvieron tres fases: la inferior u organica es DNA, la superior o inorganica contiene
RNA y la intermedia contiene proteinas. En este caso se conservo la fase superior en
un nuevo tubo Eppendorf con 0.5 mL de isopropanol, esto se realizé6 con cuidado
para extraer unicamente la fase de interés sin contaminar la muestra. Se incubd 3
min a temperatura ambiente, se centrifugd a 5,600 xg durante 10 min a 4°C. A
continuacion se retird el sobrenadante y se agregé 1 mL de etanol al 75% a 4 °C, se
homogeneizé y se centrifugd a 8,000 rpm durante 10 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante con cuidado para no perder la muestra de RNA y eliminar la mayor
cantidad posible de etanol. Finalmente, el pellet de RNA se resuspendié en 25 yL de
agua libre de RNAsas y se cuantificd por absorbancia a 260 y 280 nm en un equipo

NanoDrop™ 1000 spectrophotometer by Thermo Fisher scientific.

B) Verificacion de la integridad de RNA

Para verificar la calidad del RNA obtenido se utilizé electroforesis horizontal en geles
de agarosa al 1 %.
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APENDICE D

Se preparo el gel para electroforesis mezclando 7 mL de TBE 1X (solucién salina
tamponada), 63 mL de agua MiliQ y 1.4 g de agarosa, la mezcla se calenté y con
agitacion constante hasta eliminar grumos, se vertio en el molde de 5cm por 7 cm, se
colocd el peine de 10 pozos y, después de polimerizar, se coloco el gel en el
recipiente para electroforesis. Se colocaron las muestras en cada pozo preparadas
de la siguiente forma: 2uL de red gel, 2uL de muestra (cada muestra contenia 10 ug)
y 2 yL de amortiguador de carga 6X (Azul de bromofenol). Se colocé en el primer
pozo un marcador de tamafio molecular que contenia 2 uL de red gel, 1 yL de
marcador de tamafo molecular Invitrogen™ Millennium Markers™ RNA Markers y 2
ML de amortiguador de carga para electroforesis PCR-254-BL de Jena Bioscience. La
electroforesis corrié durante 1 h a 70 V. Posteriormente, se analizé el gel en un

equipo ChemiDoc XRs+ con software Image Lab 6.0.

Obtencion del cDNA

El ensayo se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Thermo
scientific RevertAid First strand cDNA synthesis Kit) en un solo paso. Para obtener
10 yL de cDNA por cada muestra, se mezclaron 2uL de Reaction buffer 5X, 0.5 yL
de Ribo Lock, 1uL de dNTPs 10 mM, 0.5 pL de Oligo dT, 0.25uL de Revert Aid
enzyme y 200 ng del RNA de la muestra. La mezcla se realizd en un tubo para PCR,
mezclando suavemente y centrifugando brevemente a maxima velocidad. La mezcla
se incubd a 42°C durante 60 min y se terminé a 70°C durante 5 min. El cDNA

obtenido se utilizé para los ensayos de Q-PCR.
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APENDICE E

Ensayo de Western Blot

A) Cuantificacion de proteinas

En un papel filtro de 5 por 7 cm, se colocaron gotas de 1 uL de las muestras de
proteina estandar (albumina) por triplicado para hacer una curva y tenerla como
referencia. La proteina estandar se diluy6 en RIPA a concentraciones de 5, 2.5, 1.25,
1, 0.75, 0.5, 0.25 y 0.1 yg/mL. Posteriormente se agregaron gotas de 1 yL de cada
muestra de proteina por triplicado, se dejo secar durante 15 min. Se depositd el
papel en una charola cubriéndola con metanol y agitando 5 min. Se retir6é el papel y
se seco, posteriormente se depositdé en una charola cubriéndola con reactivo EZQ
Protein Quantitation y agitando por 30 min. A continuacién de realizaron tres lavados
con agitacion de 5 min cada uno en amortiguador de lavado (metanol 10%, acido
acético 7% y agua). En cada lavado se dej6é secar el papel. La proteina se revel6 a
300 nm y tiempo de exposicion de 0.5 s mediante el equipo ChemiDoc XRs+ con
software Image Lab 6.0. La determinacién de la concentracion de proteinas en cada
muestra se realizé comparando la lectura de cada muestra con la curva estandar que
se obtuvo con las concentraciones conocidas de albumina y mediante interpolacion

de los datos.
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B) Preparacion de los geles y electroforesis.

Se preparo primero el gel separador al 12% de acrilamida mezclando 1.9 mL de
agua, 2.4 mL de acrilamida/bis, 1.56 mL de Tris Base 1.5 M, pH 8.8, 60uL de SDS al
10%, 60uL de persulfato de amonio al 10% y 6uL de TEMED. Se verti6 el gel en el
molde y se esperd a que polimerizara. En suida se prepard el gel concentrador
mezclando 1.78 mL de agua, 750 uL de Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8, 30uL de SDS al
10%, 400 pL de Acrilamida/Bis (30%/0.8%), 30 uL del persulfato de amonio al 10% y
3 uL de TEMED. En la parte superior del gel separador, se vertié el gel concentrador
dejandole una altura de 2 cm y colocando un peine para 10 pozos. En cada pozo se
colocaron 10 ug de proteina previamente diluida en amortiguador de carga Laemmli
2X en relacion 1:1 y calentada 5 min a 95°C. El mismo tratamiento recibio el
marcador de peso molecular (see blue de Invitrogen). Mientras las muestras se
cargaban en el gel, se conservaron a 4°C.Después de colocar 20 yL de muestra en
cada pozo, se agregé el Running Amortiguador 1X pH 8.3 a la camara de

electroforesis y se dejo correr 30 min a 70V e inmediatamente 90 min a 100V.

C) Transferencia de la proteina e incubacion con anticuerpos.

Se corté una membrana PVDF de 5 x 8 cm y se activo dejandola 5 min en agitacion
con 10 mL de metanol y posteriormente 20 min en agitacion con amortiguador de
transferencia (Tris Base 5.81g, Glicina 2.92 g, Metanol 200 mL, SDS 0.4 g, Agua MQ
800 mL). Se colocé en la camara de transferencia en orden, de abajo hacia arriba, un
colchén de 8 capas de papel filtro Whatman grado GB003, la membrana de PVDF, el
gel y otro colchén. Cada colchéon fue humedecido previamente por capilaridad con
amortiguador de transferencia a 4°C. La transferencia se realiz6 a 15V durante 45
min. Para verificar la correcta transferencia de las proteinas desde el gel hacia la

membrana, se le hizo una tincién colocandola en una charola con 15 mL de rojo de
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Ponceau en agitacion por 5 min. Por otro lado, para verificar el corrimiento de las

proteinas en el gel, se le hizo una tincién con azul de Coomassie agitando por 2 h.

Después de la transferencia se colocé la membrana en una charola y se cubridé con
una solucion de leche al 5% en TBST 1X/Tween 0.1% a pH 7.6 para el bloqueo por 2
h en agitacién a temperatura ambiente. Después de este tiempo se realizaron tres
lavados de 5 min cada uno con TBST 1X y se coloco el anticuerpo primario (1:300
para SCD con numero de catalogo sc-58420 de santa Cruz Biotechnology y 1:40,000
para GAPDH con numero de catalogo AB8245 de Abcam), el anticuerpo se diluyd en
una solucion de TBST 1X/Tween 0.1% a pH 7.6 y leche al 1%. Se incubd con el
anticuerpo primario a 4°C en agitacion durante toda la noche cubierto con parafilm.
Pasado este tiempo, se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con amortiguador
TBST 1X/Tween 0.1 % a pH 7.6 en agitacién constante. A continuacién se cubri6 la
membrana con 10 mL de anticuerpo secundario (1:1000 para SCD con numero de
catalogo sc-516102 de santa Cruz Biotechnology y 1:20,000 para GAPDH con
numero de catalogo 7076 de Cell Signaran Technology) en una solucién de TBST
1X/Tween 0.1% a pH 7.6 y se dejo en agitacion constante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 min cada uno con agitacion constante
en amortiguador TBST 1X/Tween 0.1% a pH 7.6. Finalmente se aplicé a la
membrana 1 mL del revelador (Luminata™ Forte Western HRP substrate de
Millipore) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La lectura se realizd en un
equipo ChemiDoc XRs+ con software Image Lab 6.0, los tiempos de exposicidon
fueron de 30 s capturando imagenes cada tres s. El analisis de las bandas se realizd

con el software Image J 5.2.
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APENDICE F

Extraccidn de lipidos celulares.

Se aspiro el medio de cultivo de cada tratamiento, y se enjuagé cada frasco con 1mL
de PBS (amortiguador salino de fosfatos); se agregé 1 mL de tripsina (0.05%) a
cada frasco y se incubd durante 3 min a 37°C para permitir la separacion de la
monocapa celular, se aspiraron las células y se centrifugaron con 100 yL de SFB
(suero fetal bovino). Se retir6 el sobrenadante y el paquete se lavd cuatro veces en
PBS. Se suspendié el paquete en 1 mL de agua MiliQ y se agregé a cada tubo 4 mL
de metanol frio (-20°C) y 2 mL de cloroformo (solucién de Bligh and Dyer, Metanol:
Cloroformo: Agua, 2:1:0.5 por volumenes), se homogeneizé la mezcla y se dej6é en
agitacion durante la noche a -4°C. En suida se agregé a cada tubo 1 mL de
cloroformo y 1 mL de agua MQ para particionar el sistema y poder eliminar los
contaminantes no lipidicos junto con la fase acuosa. El sistema turbio se clarificd
centrifugando 5 min a 3,000 rpm y luego se aspird la fase acuosa (superior). La fase
cloroférmica (inferior), que contenia los lipidos, se pasé a un tubo de vidrio con tapa
de teflon y se llevd a sequedad en un equipo Thermo Savant sc110a Plus with
Uvs400 Speedvac system. Los lipidos se suspendieron en hexano para su metilacion

y analisis por CG-EM.

88



APENDICE G

Volumen de aceite de soya, maiz y esterculico utilizado en los cultivos
celulares.

Un mol de acido esterculico pesa 294 g, como el aceite esterculico contenia un 34%
de acido esterculico, cada gramo de aceite contenia 0.34 g de acido esterculico, con
esta informacion se puede calcular que 1 mol de acido esterculico esta contenido en
864.7 g de aceite. La densidad del aceite esterculico fue de 0.9 g/mL, por lo tanto,
864.7 g equivale a un volumen de 960.7 mL de aceite esterculico. Como no se tenian
960.7 mL de aceite, se prepard una solucién inicial de 520 mM de acido esterculico y
a partir de esta se hicieron las diluciones. Con esta informacion se pudo elaborar la
Tabla G1 para indicar el volumen de aceite y de etanol necesario para preparar 10

mL de las soluciones a utilizar en los ensayos.

TABLA G1. Soluciones molares de aceite esterculico

Concentracién molar Volumen d,e.aceite Volumen de etanol
esterculico
100 mM 1.92 mL 8.08 mL
200 mM 3.84 mL 6.16 mL
300 mM 5.76 mL 4.24 mL
400 mM 7.69 mL 2.71mL

Para los ensayos con aceite de soya y maiz se utilizaron las mismas cantidades que
de aceite esterculico. Al agregar las diluciones de aceite-etanol a las placas de
cultivo se hacia en relacion de volumen 1:100 de modo que quedara una

concentracion de 1, 2, 3 0 4 mM.
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APENDICE H

Calculos de viabilidad celular y de concentracién inhibitoria media (IC50)

Para los calculos de viabilidad celular se construyé una tabla como la que se muestra
a continuacion.

TABLA H1. Calculos de viabilidad celular

OmM

1TmM

2mM

3mM

4mM

Réplica 1

Réplica 2

Réplica 3

Promedio

Viabilidad

Los resultados del lector de placas (en la region azul) se promediaron (en la regién

naraja), se dividié el promedio de cada columna (1, 2 3 y 4 mM) entre el promedio de

la primera columna (OmM) (en la region gris).

La IC50 es la concentracién que puede inhibir la viabilidad del 50% de la poblacion

celular, es un parametro homoélogo a la LD50 que se define como la dosis que puede

provocar la muerte al 50% de los animales en una prueba. Para el calculo de la IC50,

se construyo la siguiente tabla con los resultados de viabilidad de cada ensayo.

TABLA H2. Calculos de la ICso

% de viabilidad celular obtenido en cada réplica

Acido

esterculico 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
(mM)
3.40 51.10|50.80 | 50.60 | 50.80 | 51.10 | 50.90 | 50.90 | 51.00 | 50.80 | 51.00 | 50.90 | 51.00
3.60 50.40 | 50.40 | 50.60 | 50.40 | 50.40 | 50.60 | 50.60 | 50.60 | 46.90 | 50.60 | 50.20 | 50.60
3.80 49.60 | 49.60 | 49.40 | 49.60 | 50.00 | 49.40 | 49.80|49.60 | 49.40 | 49.40 | 49.40 | 49.60
4.00 49.07 |49.12 148.45|47.75]49.31 | 50.54 | 48.94 | 48.08 | 42.81 | 44.61 | 48.76 | 48.10

Con los datos de la tabla se hizo una curva dosis-respuesta.
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