&%cultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL U N IVE RS I DA D A UTO N O MA (g;ingml.wwirimlel::flill
EsmpopeMoreios - DE| ESTADO DE MORELOS
UAEM

Facultad de Farmacia

“Efecto de los compuestos acido galico y acido tanico sobre la expresion de
ciclinas E, Ay B1y reguladores del ciclo celular en células de carcinoma

hepatocelular Hep3B”

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN FARMACIA

PRESENTA

L.F. Mariana Yazmin Becerra Flores

Directora de tesis: Dra. Leticia Gonzalez Maya

Cuernavaca, Morelos

Marzo, 2019




FACULTAD DE FARMACIA
Consejo Interno de Posgrado

b uaen MAESTRIA EN FARMACIA

t‘
\-)ﬁcultqd Cuernavaca, Morelos, 18 de noviembre de 2018
de Farmacia Folio: FF/D/SAc/CIP/MF/123/2018

L.F. MARIANA YAZMIN BECERRA FLORES

ESTUDIANTE DEL PROGRAMA DE MAESTRIA EN FARMACIA
PRESENTE

Por este medio le informo que, con base en la propuesta hecha en su solicitud, el
Consejo Interno de Posgrado, aprobé su cambio de fitulo de tesis y le asigné el
siguiente jurado para evaluar la tesis “Efecto de los compuestos écido gélico y Gcido
tanico sobre la expresién de ciclinas E, A y B1 y reguladores del ciclo celular en células
de carcinoma hepatocelular Hep3B".

Quedando integrado su comité de la siguiente manera:

PRESIDENTE: Dra. Verénica Rodriguez Lépez
SECRETARIO: Dra. Jessica Nayelli SGdnchez Carranza
VOCALI: Dra. Maria Alexandra Rodriguez Sastre

VOCAL2: Dr. Julio Cesar Rivera Leyva
VOCAL3: Dra. Laura Patricia Alvarez Berber

Se le solicita entregar las tesis al jurado designado y dar fluidez a los tramites como se
indica en el manual de procedimientos.

Esperando que esta resoluciéon sea en beneficio de su desempeno ocodemlco y sin
ofro particular por el momento reciba un cordial saludo.

Atentamente R T
. Por una humanidad culta L N \ N
- Una universidad de excelencia ; -
‘ NS0 f‘?l[tad

> farmacia
POSGRADO

Dr. Julio César Rivera Leyva.
fatura de Posgrado
Nayelll Sénchez Carranza, Dra. Maria Alexandra Rodriguez Sastre, Dr. Julio

co, 62209, Facultad de Farmacia edif 61 ala C,

Una universidad de excelencia



AGRADEZCO A LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS Y AL CONSEJO NACIONAL DE

CIENCIA Y TECNOLOGIA (CONACYT) POR LA BECA 825900 PARA REALIZAR
MIS ESTUDIOS DE MAESTRIA.



Agradecimientos
A Dios, por la vida, la salud y la oportunidad de aprender algo nuevo cada dia.

A mis padres que en todo momento ha demostrado su apoyo incondicional, que se ha
traducido en o que soy en todos los aspectos de mi vida, sus consejos, su ayuda y su

compresion encada etapa de mi vida ha sido decisivos para lograr cada objetivo propuesto.

A mis hermanos que siempre han buscado la oportunidad de apoyarme, y siempre lo logran
cada uno desde sus posibilidades, habilidades y medios disponibles, los quiero tanto, Flor
y Arturo.

A Amiel (mi hija ami) que me ha ensefiado a aprender, a conocer y a asombrarme de las
cosas mas simples que nos da la vida, me recuerdas cada dia lo que es volver a la infancia

y lo més valiosos que tenemos es nuestra familia.

A Josué, por tu apoyo en todo momento pues a pesar de lo que sea que pase no das un
paso atras en ayudarme y darlo todo con tal de verme feliz. Agradezco haber sobrevivido
junto conmigo a este proceso llamado maestria, pues sabes que era una de mis metas en
la vida. Agradezco los dias y las noches de desvelo estudiando y ensayando junto conmigo.
Te amo mas.

A la Dra. Leticia Gonzalez Maya, directora de tesis. Agradezco la maravillosa oportunidad
de permitirme formar parte de su grupo de trabajo, permitirme aprender en su laboratorio,
por los conocimientos y aprendizajes a lo largo de este par de afios en a maestria y los
afos durante la licenciatura. He aprendido de usted la paciencia, la amabilidad, la empatia

y muchos valores mas que nos forman como seres humanos. Gracias.

A mi comité revisor. Dra. Verdnica Rodriguez, Dra. Jessica Sanchez, Dra. Alexandra
Rodriguez, Dr. Julio Rivera y Dra. Laura Berber, por sus valiosos consejos para la mejora

de este trabajo.

A mis compafieros de laboratorio Jessy, Maria Jose y Aldo por toda la ayuda en el desarrollo
de este trabajo, el animo dado en momentos dificiles y sus conocimientos compartidos. Los

quiero.



Dedicatoria

A mis padres, hermanos y esposo.

De ustedes aprendi que lo mas valiosos que existe y que podemos tener, es la familia.

A mi papa por el consejo diario y el alienta ser mejor cada dia, como persona, como

humano y como profesionista.

A mi mama por esas mafianas de camino a laboratorio, aun cuando el sol no salia tu ya

estabas lista para despedirme y decir “me llamas cuando llegues”.

A Flor y Arturo por preocuparse por Josué y por mi, que tuviéramos todo lo necesario para
estar bien.

A Josué, por haber decido pasar el resto de tu vida junto a mi aun sabiendo lo que eso

significa. Por dar lo mejor de ti en todo momento y sacar lo mejor de mi cada dia.



INDICE GENERAL

Pagina

INDICE DE FIGURAS 9
INDICE DE TABLAS 10
Resumen 11
ABSTRACT 12
1. INTRODUCCION 13
1.1 Panorama mundial: Cancer 13
1.2. Cancer en México 16
1.3 Céancer de higado 17
1.4 Ciclo celular y cancer 18
1.4.1 Ciclo celular 19

1.4.2 Reguladores del ciclo celular 19
1.4.2.1 CDK - Ciclinas 20
1.4.2.2 Inhibidores de quinasa dependientes de ciclinas (CKIl) 22

1.4.3 p53 23

2. ANTECEDENTES 24

3. JUSTIFICACION 26

4. HIPOTESIS 27

5. OBJETIVO GENERAL 27

6. OBJETIVOS PARTICULARES 27

7. MATERIALES Y METODOS 28
7.1 Cultivo celular 28
7.2 Evaluacion del efecto sobre ciclo celular 28
7.3 Expresion de ciclinas E, Ay B1 y de inhibidores p21 y p53 29
8. RESULTADOS 30
8.1 Evaluacion del efecto sobre ciclo celular 30
8.2 Expresion de las ciclinas E, Ay B1 por western blot 34
8.3 Expresion de los inhibidores p21 y p53 por western blot 41
9. DISCUSION 45
10. CONCLUSION 51
11. PERSPECTIVAS 52

REFERENCIAS 53



INDICE DE FIGURAS

Figura
Figura 1. Datos mundiales de incidencia y mortalidad
Figura 2. Cinco tipos de cancer mas comunmente diagnosticados en 2018.
Datos de incidencia y moralidad a nivel mundial
Figura 3. Ciclo celular tipico que puede dividirse en cuatro fases
secuenciales: G1, S, G2y M
Figura 4. Progresién del ciclo celular y sus cuatro etapas. El punto critico del
control del ciclo celular es el punto de restriccion. Después de pasar este
punto, el ciclo celular se compromete irreversiblemente a la siguiente division
celular.
Figura 5. Modelo de blancos activados por p53 para la supresion de tumores
Figura 6. Efecto de los compuestos acido galico (AG) y acido tanico (AT)
sobre la progresién del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B
después de un tratamiento de 24h.
Figura 7. Efecto de los compuestos acido galico (AG) y acido tanico (AT)
sobre la progresion del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B.
después de un tratamiento de 48 horas.
Figura 8. Efecto de los compuestos acido gélico (AG) y acido tanico (AT)
sobre la progresion del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B
después de un tratamiento de 24h.
Figura 9. Efecto de los compuestos acido galico (AG) y acido tanico (AT)
sobre la progresion del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B
después de un tratamiento de 48h.
Figura 10. Andlisis de western blot de ciclina E en células Hep3B a 24 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga
Figura 11. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina E en la
linea celular de cancer Hep3B. Después de un tratamiento de 24 horas.
Figura 12. Analisis de western blot de ciclina A en células Hep3B a 24 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga
Figura 13. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina A en la

linea celular de cancer Hep3B.

Pagina
14
15

19

20

23
30

31

32

33

34

35

36

36



Figura 14. Andlisis de western blot de ciclina B1 en células Hep3B a 24 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga

Figura 15. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina B1 en la
linea celular de cancer Hep3B.

Figura 16. Andlisis de western blot de ciclina E en células Hep3B a 48 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga

Figura 17. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina E en la
linea celular de cancer Hep3B.

Figura 18. Andlisis de western blot de ciclina A en células Hep3B a 48 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga

Figura 19. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina A en la
linea celular de cancer Hep3B.

Figura 20. Andlisis de western blot de ciclina B1 en células Hep3B a 48 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga

Figura 21. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina B1 en la
linea celular de cancer Hep3B.

Figura 22. Analisis de western blot de p53 y p21 en células Hep3B a 24 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga

Figura 23. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina p53 en la
linea celular de cancer Hep3B.

Figura 24. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina p21 en la
linea celular de cancer Hep3B.

Figura 25. Analisis de western blot de p53 y p21 en células Hep3B a 48 horas
respectivamente. Se muestra GAPDH como control de carga

Figura 26. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos &cido
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina p53 en la

linea celular de cancer Hep3B.

37

37

38

39

39

40

41

41

42

43

43

44

44



Figura 27. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido 45
galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina p21 en la
linea celular de cancer Hep3B.



Tablas
Tabla 1. Causas principales de mortalidad por cancer en hombres
mexicanos (2000-2013)
Tabla 2. Causas principales de mortalidad por cancer en mujeres
mexicanas (2000-2013
Tabla 3. Incidencia, mortalidad y prevalencia estimadas (5 afos) en todo el
mundo en 2012
Tabla 4. Cinasas dependientes de ciclina (CDK) y sus ciclinas reguladoras
Tabla 5. Inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CKI) se unen a
CDK solo o al complejo CDK-ciclina y regulan actividad de CDK

Pagina
16

17

18

21
22

10



Resumen

Los productos naturales han sido ampliamente estudiados para el tratamiento de diversas
enfermedades, dentro de los cuales se encuentran los compuestos fendlicos que han
mostrado tener resultados prometedores en la prevencion y tratamientos de diversos tipos
de cancer. Por definicion, el cancer es una enfermedad en la que se tiene un crecimiento
anormal y descontrolado de células, causado por alteraciones en diferentes mecanismos
celulares, uno de ellos es la desregulacion del ciclo celular debido a la alteracion de
proteinas responsables de detener o dar continuidad al ciclo celular. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de los compuestos fendlicos acido galico y acido tanico en el
ciclo celular de células de carcinoma hepatocelular, Hep3B, particularmente sobre
reguladores del ciclo celular como ciclinas E, A y B1, asi como inhibidores del ciclo como
p53 y p21, en la busqueda del mecanismo de accion. Los resultados del efecto de los
compuestos acido galico y acido tanico sobre ciclinas mostraron que dichos compuestos
causan una disminucion significativa en la expresion de las ciclinas E, A y B1, explicando
de este modo el arresto celular observado en el analisis de ciclo celular por citometria, en
donde el acido tanico en particular caus6 arresto en la fase S del ciclo celular tanto a 24
como a 48 horas de tratamiento, sin embargo, el &cido galico no causo arresto en ninguna
fase del ciclo celular. Finalmente, se evalud la expresion de los inhibidores del ciclo celular
y se observaron cambios significativos en su expresion. A 24 horas de tratamiento con acido
galico se observa una disminucién en la expresion de p53, sin embargo, a 48 horas de
tratamiento con ambos compuestos, p53 no muestran cambios significativos en su
expresion, lo cual sugiere que dicha proteina no esta involucrada en el mecanismo de
accion de acido galico y acido tanico en esta linea celular evaluada. De manera similar se
observé que el compuesto fendlico acido galico induce una disminucién en la expresion de
p21 a 24 horas de tratamiento, mientras que ambos compuestos inducen una disminucion
en la expresion de p21 a 48 horas de tratamiento, lo cual sugiere que p2l no esta
involucrado en el efecto causado por el tratamiento con acido galico y 4cido tanico. Debido
a que tanto p53 como p21 estan involucrados en la regulacién de ciclo celular al detener el
paso de una fase a otra, la expresion a la baja observada en este trabajo sugiere que ambos
compuestos podrian estar favoreciendo la transicion celular de una fase a otra del ciclo y
por lo tanto no estan involucrados en el efecto causado por ambos compuestos. Este trabajo
arroja resultados interesantes sobre el efecto de los compuestos fendlicos acido galico y
acido tanico sobre los reguladores del ciclo celular y establecer bases para la busqueda del

mecanismo de accién de moléculas de origen natural con potencial antineoplasico.
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ABSTRACT

Natural products have been widely studied for the treatment of several illnesses, amongst
this, phenolic compounds are found, this have been proofed to have promising result in
prevention and treatment of several kinds of cancer. By definition, cancer is an illness in
which the cells have an abnormal and uncontrolled growth, caused by alterations in different
cellular mechanisms, one of them is the dysregulation of the cell cycle due to the alteration
of proteins that are responsible of stopping or continuing the cell cycle. The goal of this study
was to evaluate the effect of the phenolic compounds, gallic acid and tannic acid, in the cell
cycle of hepatocellular carcinoma cells Hep3B, particularly over cell cycle regulators such
as cyclins E, A, B1, and cell cycle inhibitors like p53 and p21, searching for action
mechanisms. The results of the effect of the compounds gallic acid and tannic acid over
cyclins showed that these compounds cause a significative reduction in the expression of
the cyclins E, A, and B1, explaining this way the cell cycle arrest observed in the analysis of
the cell cycle by cytometry, where the tannic acid, particularly, caused cell cycle arrest in the
phase S of the cell cycle at 24 and 48 hours of treatment, however, the gallic acid did not
cause cell cycle arrest in any of the phases of the cell cycle. Finally, the expression of the
cell cycle inhibitors was evaluated and significative changes in its expression were
observed. After 24 hours of treatment with gallic acid a reduction in the expression of the
p53 was observed, however, after 48 hours of treatment with both compounds, p53 does
not show any significative changes in its expression, this suggests that this protein is not
involved in the action mechanism of the gallic acid and tannic acid in the cell line evaluated.
In a similar way, it was observed that the phenolic gallic acid compound induces a reduction
in the expression of p21 at 24 hours of treatment, while both compounds induce a reduction
in the expression of p21 at 48 hours of treatment, which suggests that p21 is not involved in
the effect caused by the treatment with gallic acid and tannic acid. Due to the fact that p53
and p21 are involved in the regulation of the cell cycle, by stopping the transition from one
phase to another, the reduction in the expression observed in this work suggests that both
compounds could be favoring the transition from one phase of the cell cycle to another, and
in this way, they are not involved in the effect caused by both compounds. This work shows
interesting results over the effect of the phenolic compounds, gallic acid and tannic acid,
over the regulators of the cell cycle and it stablishes the basis for the search of the action

mechanism of natural origin molecules with antineoplastic potential.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo a la actualizacion 2015 del National Cancer Institute (NCI), el cancer es el
nombre que se da a un conjunto de enfermedades relacionadas en donde algunas de las
células del cuerpo empiezan a dividirse sin detenerse y se diseminan en tejidos
circundantes. De manera normal las células del cuerpo van a crecer y dividirse segun las
necesidades y requerimiento del organismo. En el cancer estos procesos ordenados y bien
controlados se pierden, y es entonces cuando el crecimiento y division celular no obedecen

a las necesidades del organismo.

El cancer puede empezar casi en cualquier lugar del cuerpo humano, el cual esta formado
de trillones de células. Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar
nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células normales

envejecen o se dafian, mueren, y células nuevas las remplazan (NCI 2015).

1.1. Panorama mundial: Cancer

El cancer es la principal causa de muerte en diferentes paises alrededor del mundo, pues
se ha visto que existen mas de 100 tipos diferentes de cancer segun la ubicacion de este

en el cuerpo.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) estima que uno de cada
cinco hombres y una de cada seis mujeres en todo el mundo desarrollaran cancer a lo largo
de su vida. Una serie de factores parecen estar impulsando este aumento en la poblacién
mundial, que se encuentra en constate crecimiento y envejecimiento, ademas del aumento
en la exposicién a factores de riesgo de cancer como agentes quimicos, fisicos y biol6gicos

relacionados ampliamente con el desarrollo social y econémico (Globocan. 2018).

A pesar de los esfuerzos de las instituciones de salud en materia de prevencion que
parecieran reducir la tasa de incidencia de cancer en algunos paises, lo cierto es que a nivel
mundial varios paises aun se enfrentan a un aumento general en el nimero absoluto de

casos de cancer.

Para 2018 el continente americano se ubicé en el tercer lugar con mayor incidencia y
mortalidad, 21.0% y 14.4% respectivamente a nivel mundial en los diferentes tipos de

cancer en ambos sexos de la poblacion, tan solo después de Asia y Europa (Figura 1).
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Existen diferentes tipos de cancer que afectan a la poblacién alrededor del mundo y México

no es la excepcion. La figura 2, muestra de manera grafica cuales son los tipos de cancer

mMAas comunes, asi como su incidencia y mortalidad a nivel mundial, segin datos del 2018.
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Figura 2. Cinco tipos de cancer mas cominmente diagnosticados en 2018. Datos de
incidencia y moralidad a nivel mundial (GLOBOCAN 2018)

Dentro de los cinco tipos de cancer mas diagnosticados, el cancer de higado se encuentra

en el cuarto lugar de mortalidad, tan solo después del cancer de pulmén, colorectal y

estdmago, con 8.2% de casos nuevos para 2018 (figura 2). Lo cual vuelve a este tipo cancer

de importancia para estudio, a nivel mundial (GLOBOCAN 2018).
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1.2. Cancer en México

En México, en el afio 2013, el cancer representd el 12,8% de todas las muertes y fue la
tercera causa de muerte en el pais, tan solo después enfermedades cardiacas (24,3%) y
diabetes (14,3%) (Mohar et al.,2017).

La tasa bruta de mortalidad especifica por sexo para las 10 principales causas de muerte
por cancer entre 2000 y 2013 se enumeran en las Tablas 1 para hombres y la tabla 2 para

mujeres.

Tasa de mortalidad por afio

Localizacion 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
de cancer
Préstata 776 8.02 833 896 872 915 885 925 948 949 987 10.02 10.34 10.19
Pulmén 853 875 897 895 884 912 852 822 816 800 787 758 721 7.20
Estomago 5.40 5.14 5.25 5.27 5.20 5.16 5.21 5.14 5.23 5.21 5.19 4.94 5.00 4.82
Higado 255 251 265 272 279 281 290 270 263 281 289 282 288 284
Colon 1.96 1.99 2.04 2.15 2.23 2.46 2.50 2.55 2.94 2.79 2.85 3.00 3.38 3.51
Pancreas 2.00 2.09 2.224 2.22 2.31 2.32 2.41 2.54 2.70 2.71 2.59 2.51 2.82 2.62

Rifiones 143 149 1.52 1.79 1.66 1.75 1.79 190 1.89 180 205 216 195 210

Linfomano 1.48 1.42 1.68 .49 1.72 1.71 1.68 1.77 1.82 1.79 1.69 1.87 1.85 1.72
Hodking

No 1.51 1.48 1.57 1.46 1.56 1.53 1.53 1.66 1.70 1.71 1.76 1.76 1.75 1.73
especifico

Leucemia 1.35 1.34 1.46 1.49 1.44 1.48 1.59 1.50 1.58 1.65 1.53 1.61 1.65 1.62
Linfoblastica

Aguda

Total 57.14 57.62 60.16 6144 6166 63.70 63.33 64.36 66.49 67.23 68.84 69.61 71.74 65.56

Nota: Tasa bruta por 100 000 hombres mexicanos

Tabla 1. Causas principales de mortalidad por cancer en hombres mexicanos (2000-2013) (National Institute of
Public Health; Mohar et al.,2017)
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Tasa de mortalidad por afio

Localizacion 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
de cancer
Mama 677 693 733 728 771 771 804 821 848 850 865 8.81 9.36 8.94
Cervical 900 866 820 807 782 779 742 7.16 7.07 7.08 6.72 6.58 6.37 6.21
Estomago 4.32 4.42 4.46 4.44 4.45 4.54 4.40 4.34 4.41 4.29 4.36 4.41 4.24 4.16
Pulmén 392 387 4.07 400 413 4.06 412 401 3.96 394 404 408 372 394
Higado 2.94 3.06 2.97 3.04 3.09 3.01 3.18 2.94 3.02 3.18 3.06 2.97 2.99 3.04
Ovarios 226 243 254 263 268 273 296 295 297 303 316 339 333 341

Pancreas 223 223 239 237 242 247 251 272 283 282 283 28 285 296

Colon 196 213 2.01 227 233 241 239 262 262 234 248 258 296 3.10
No 1.58 1.57 1.64 1.63 1.59 1.61 1.59 1.72 1.75 1.84 1.80 1.68 1.65 1.76
espcificado
Linfoma no 1.08 1.14 1.22 1.30 1.16 1.25 1.32 1.37 1.35 1.41 1.36 1.44 1.50 1.34
Hodking
Total 60.22 60.66 6151 62.18 63.23 64.16 6493 6571 66.75 67.80 68.94 69.94 70.70 64.71

Nota: Tasa bruta por 100 000 mujeres mexicanas

Tabla 2. Causas principales de mortalidad por cancer en mujeres mexicanas (2000-2013) (National Institute of
Public Health; Mohar et al.,2017)

Tanto en hombres como en mujeres mexicanas el cancer de higado se encuentra dentro
de los primeros cinco lugares, tan solo seguido del cancer de prdstata, pulmén y estomago

en hombres y de mama, cervical, estbmago y pulmoén en mujeres.
1.3. Cancer de higado

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la principal forma de cancer de higado. Una parte de
las infecciones crénicas con el virus de hepatitis B (VHB) y virus de hepatitis C (VHC), son
las principales causas de CHC (Boscha et al., 2004; Shu-Chun et al., 2009), la
contaminaciéon de los alimentos con aflatoxinas, un grupo de micotoxinas producidas por
los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, es un importante contribuyente a la
carga de CHC en muchos paises de bajos ingresos. La cirrosis alcohdlica es un factor de
riesgo importante para el CHC en poblaciones con baja prevalencia de infeccion por VHB y
VHC, y la asociacién entre el consumo de tabaco y el CHC ya esté establecida (Shu-Chun
et al., 2009). La diabetes también esta relacionada con un riesgo excesivo de CHC y la
mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad probablemente contribuye a ello (Shu-Chun et
al., 2009).

En los paises de alto riesgo, el cancer de higado puede surgir antes de los 20 afios de
edad, mientras que, en los paises de bajo riesgo, el cdncer de higado es poco frecuente
antes de los 50 afios (Boscha et al., 2004). Las tasas de cancer de higado en los hombres

suelen ser de 2 a 4 veces mas altas que en las mujeres (Tabla 3)
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Numeros estimados Hombre Mujeres

Casos Muertes Casos Muertes
Mundial 554 369 521041 228 082 224 492
Regiones mas desarrolladas 92 018 80425 42 284 42 652
Regiones menos 462 351 440 616 185 798 181 840
desarrolladas
Regidn africana WHO 24791 23758 14 032 13 403
Region americana WHO 40 288 34704 22872 23180
Region del mediterraneo 19 844 18 893 9523 9 056
oriental WHO
Region europea WHO 47 155 44 087 23421 24 959
Region del sudeste asiatico 54 678 52 351 25284 24 395
WHO
Region del pacifico occidental 367 572 347 208 132934 129 484
WHO
Estados Unidos de América 22541 16 863 7 908 7 449
China 293 318 281 802 101 452 101 401
India 17 236 16 755 10180 10 008
Unién Europea 35893 31881 15 892 16571

Tabla 3. Incidencia, mortalidad y prevalencia estimadas (5 afios) en todo el mundo en 2012 (IARC,
WHO).

La estrategia actual para el tratamiento del cAncer hepatocelular son la reseccion quirargica,
trasplante hepatico (Forner et al., 2016) y la quimioterapia. Sin embargo, en algunos casos,
estas estrategias son limitadas, por lo que se ha recurrido a la bausqueda de nuevas

estrategias quimioterapéuticas.
1.4 Ciclo celular y cancer

La interrupcién de la regulacién normal de la progresion y division del ciclo celular son

eventos importantes en el desarrollo del cancer (Meeran et al., 2008; Grafia et al., 1995).

En muchos casos se ha observado que el crecimiento descontrolado que ocurre en el
desarrollo del cancer esta asociado a alteraciones en el ciclo celular y los puntos de control
de dicho ciclo. En algunos tipos de cancer se ha observado una expresién o activacion
anormal de los reguladores positivos y una supresion funcional de los reguladores negativos

(Park et al., 2003), lo que resulta en una proliferacion celular desenfrenada.

La desregulacién del ciclo celular asociada con el cancer se produce a través de mutaciones
o0 alteraciones epigenéticas de genes que codifican proteinas importantes en la regulacion
a diferentes niveles del ciclo celular. En el cancer, se han observado mutaciones en genes
gue codifican a las cinasas dependientes de ciclinas (CDK), ciclinas, enzimas activadoras

de CDK, sustratos de inhibidores de cinasas dependiente de ciclina (CKIl), proteinas de
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control; también la represién de la expresion por hipermetilacion de las regiones promotoras
de algunos CKI como p21y p16 (McDonald et al., 2000).

1.4.1 Ciclo celular

El ciclo celular es la secuencia recurrente de eventos que incluye la duplicacién del
contenido de una célula y la subsiguiente divisién celular (Musthapa et al., 2008). Consiste
en dos procesos consecutivos, principalmente caracterizados por la replicacion del ADN y
la segregacién de cromosomas replicados en dos células separadas (Vermeulen et al.,
2003).

Tradicionalmente, el ciclo celular en las células eucariotas se ha dividido en cuatro fases:
fase 1 (G1) que lleva al ingreso a la fase S; Sintesis de ADN (S); fase 2 (G2), durante la
cual la célula se prepara para la division y determina el momento de entrada en la mitosis;
y mitosis (M) durante la cual los cromosomas se separan y la célula se divide (Figura 3)
(Meeran et al., 2008; Norbury et al., 1992).

Figura 3. Ciclo celular tipico que puede dividirse en cuatro fases secuenciales: G1, S, G2y M
(Van den Heuvel 2005).

La regulacion estricta de este ciclo de division celular es crucial para la duplicacién de
informacion genética con una fidelidad extremadamente alta, asi como para monitorear la

correcta segregacion de esta informacion durante la mitosis (Meeran et al., 2008).
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1.4.2 Reguladores del ciclo celular

El ciclo celular esta regulado de una forma extraordinariamente precisa gracias a una serie

de proteinas que interactlan en las diferentes etapas de este.

Por lo que, para que ocurra el paso de una fase a la siguiente tiene lugar la activacion
secuencial y la inactivacion de muchos "puntos de control" que monitorean el estado de la
célula. Con el fin de garantizar una progresion adecuada del ciclo celular, las células pasan
por diferentes puntos de control internos para verificar la finalizacion correcta de un paso
antes de continuar con el siguiente paso (Meeran et al., 2008), de lo contrario de haber
ocurrido algun error que compromete a la célula dichos puntos de control indican un paro

en la division celular.
1.4.2.1 CDK - Ciclinas

Una familia de enzimas, denominadas cinasas dependientes de ciclina (CDK) son proteinas
clave de dicha regulacion, en donde las formas activas de las CDK son un complejo de al
menos dos proteinas, una quinasa y una ciclina (Park et al., 2003), las CDK son una familia
proteinas cinasas de serina / treonina que se activan en puntos especificos del ciclo celular
(Figura 4) (Vermeulen et al., 2003).

BB B R oocz
e el — 8 —1le — W0

Punto de restriccion ~
(Punto de no regreso) Celula hija

Figura 4. Progresion del ciclo celular y sus cuatro etapas. El punto critico del control del ciclo

celular es el punto de restriccion. Después de pasar este punto, el ciclo celular se compromete

irreversiblemente a la siguiente division celular. (Park et al., 2003).
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Los diferentes miembros de la familia CDK, en asociaciéon con diferentes ciclinas,
representan interruptores clave en varios puntos del ciclo celular (Tabla 4). Los complejos
de ciclina-CDK estadn regulados mediante eventos de fosforilacion e interaccion de
proteinas que controlan estrictamente el tiempo y el alcance de la activacion de CDK
(Meeran et al., 2008).

CDKs Ciclinas

Cdc2 CiclinaAyB

Cdk2 CiclinaA,EyD
Cdk3 Ciclina E

Cdk4 Ciclina D1, D2y D3
Cdk5 P35

Cdké Ciclina D1, D2y D3
Cdk7 Ciclina H

Cdk8 Ciclina C

Cdk9 Ciclina T

Tabla 4. Cinasas dependientes de ciclina (CDK) y sus ciclinas
reguladoras (Park et al, 2003).

Los puntos de control se encuentran: en G1, en la transicion G1/ S, en la transicion G2/ M
y en la transicién metafase / anafase. Cuando existen dafios a nivel de ADN se detiene el
ciclo en lafase G1, S 0 G2, dependiendo del momento en que se incurrié en el dafio. Dado
gue las moléculas CDK regulan la progresion del ciclo celular, cualquiera de los genes
involucrados en la regulacién de la actividad de la quinasa podria estar involucrado en la
magquinaria de transduccion de sefiales que conduce a la detencién del ciclo celular
desencadenando la induccion de los genes de reparacion. La detencion del ciclo celular
permite la reparacion del material genético evitando asi lesiones secundarias y asegurando

la progresién apropiada hacia la siguiente fase del ciclo (Meeran et al., 2008).

La expresion de las ciclinas y su interaccion con los CDK esta regulada por el punto o

momento del ciclo celular en el que van a actuar.

Por mencionar un ejemplo, la ciclina D es esencial para la entrada en G1; la ciclina E
desempefia un papel importante en la transicion de la fase G1 a la fase S; la ciclina A forma
un complejo con CDK2 que es necesario durante la fase S y por otro lado los complejos de

ciclina A con CDK1 promueven la entrada en M cuando se esta finalizando G2; la ciclina B
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regula principalmente mitosis (Meeran et al., 2008; Vermeulen et al., 2003; Park et al., 2003;
Grafia et al., 1995).

Mientras las CDK con su respectiva ciclina juegan un papel de control positivo en la
progresion del ciclo celular, es decir, favorecen el paso de una fase a otra cuando la célula
esta en condiciones Optimas para su division, por otro lado, se tienen controles negativos

del ciclo celular.
1.4.2.2 Inhibidores de quinasa dependiente de Ciclina (CKI)

En la regulacion del ciclo celular existen controles negativos, los cuales son llamados
inhibidores de quinasa dependiente de ciclina (CKIl), estas proteinas se encargan de

detener la progresion en el ciclo celular ante sefiales reguladoras.

Los CKI se asocian con el CDK solo o al complejo CDK-ciclina y regulan negativamente la
actividad de CDK. Se conocen dos familias de dichos inhibidores (Tabla 5), una de ellas es
la familia INK4 que incluye pl5 (INK4b), p16 (INK4a), pl18 (INK4c), p19 (INK4d), que
inactivan especificamente CDK4 y CDK®6, al formar complejos estables con la enzima CDK
antes de la union a la ciclina evita la asociacion con la ciclina, que en este caso es la ciclina
D. Por otro lado, la familia Cip / Kip, incluye p21 (Wafl, Cipl), p27 (Cip2), p57 (Kip2). Estos
inhibidores inactivan multiples complejos de CDK-ciclina (Meeran et al., 2008; Vermeulen
et al., 2003; Park et al., 2003).

Familia CKI Funcion Miembros de la familia
Inactivacion de Gi pl5 (INK4b)
Familia INK4 CDK (CDK4, CDK6) pl16 (INK4a)
pl8 (INK4c)
p19 (INK4d)
Inactivacion de Gi
Familia Cip/Kip complejo ciclina-CDKy p21 (Wafl, Cipl)
complejo ciclina-CDK1 p27 (Cip2)
p57 (Kip2)

Tabla 5. Inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CKI) se unen a CDK solo o al complejo CDK-

ciclina y regulan actividad de CDK (Vermeulen et al, 2003).
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Ante tal panorama el complejo sistema regulador detecta los dafios, ya sea por agentes
guimicos o fisicos al DNA, y detiene las células en las fases de separacion, por lo que un
fracaso de los puntos de control o a la pérdida de equilibrio de las moléculas reguladoras

juega un papel importante en el desarrollo del cancer.
1.4.3 p53

La proteina p53 tiene un papel bien establecido en la proteccién contra el desarrollo del
cancer pues se trata de una importante proteina supresora de tumores que se altera en la
mayoria de los canceres, es un componente de la respuesta al estrés agudo (Vousden et
al., 2007).

p53 puede entonces activar o reprimir transcripcionalmente muchos genes diana (~200)
para iniciar diversas respuestas celulares (Figura 5), incluida la detencién del ciclo celular
del limite G1 / S, por la activacion de CKI como p21, la senescencia y arresto celular, la
muerte celular apoptética y la coordinacion de la reparacion gendémica (Valente et al., 2013;
Vousden et al., 2007).

[mom2| [ Puma | Noxa mm Erces |[Mgmt] [miGaR B

BAX

regulacion
negativa
p53

al daiio de DNA

Figura 5. Modelo de blancos activados por p53 para la supresion de tumores (Valente et al.,
2013)
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La proteina supresora de tumores p53 acta como un centro que integra multiples sefiales
intrinsecas y extrinsecas y lanza una gran cantidad de programas de proteccién celular o
programas destructores de células en respuesta a varios tipos de estrés celular. La fuerte
activacion de p53 después del estrés genotoxico agudo tipicamente desencadena la
destruccion celular por apoptosis, mientras que, en el dafio leve al ADN, p53 actia como
protector de la célula al inducir preferentemente la reparacion y la supervivencia del dafio
(Vousden et al., 2009; Timofeev et al., 2013)

2. ANTECEDENTES

El cancer se ha vuelto un problema de salud publica a nivel mundial, de ahi el interés en la
busqueda de nuevas alternativas farmacoldgicas para su tratamiento. En dicha busqueda,
diversos estudios han demostrado que compuestos de origen natural como los de tipo

fendlico tienen potencial actividad anticancerigena.

En varios estudios se ha reportado la inhibicién del crecimiento de algunas lineas celulares
de cancer debido al resveratrol, el cual es un compuesto fendlico que se encuentre de
manera abundante en diferentes especies de plantas, como las uvas y cacahuate, se le han
demostrado actividades antioxidantes y antiinflamatorias (Jang, M et al., 1997). En un
estudio realizado por Andrew K. Joe et al., (2002), se observé que el resveratrol inducia
una marcada inhibicién en el crecimiento de cinco de las seis lineas celulares (Seg-1, HCE?,
SW480, MCF7, HL60) evaluadas con valores de ICso entre 70 a 150 yM e inducia arresto
celular en la fase S del ciclo celular. En el mismo estudio se observd que después de 24
horas de tratamiento, el resveratrol a 300 mM indujo muerte por apoptosis. A su vez se
observé una disminucion en la expresion de los niveles de ciclinas D1, Ay B1 (Andrew K.
Joe et al., 2002).

Otra molécula que han demostrado tener capacidad anticancerigena es el Gallotanino
(Gltn), un polifenol natural con propiedades inhibitorias sobre células de cancer de mama.
Tiejun Zhao y colaboradores (2014), demostraron que la inhibicion del crecimiento mediada
por Gltn se caracteriza por la detencidn del ciclo celular en la fase S, dependiendo de la
activacion de Chk (Zhao et al., 2014).

Entre los diversos compuestos fenolicos de interés farmacoldgico, diversos estudios han
sugerido que el acido galico (GA) (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico), un compuesto fendlico
de bajo peso molecular que se produce de manera natural, posee una fuerte actividad

antiproliferativa. Por mencionar un caso, un estudio realizado en 2017 mostré que la

24



fraccion de acetato de etilo de los rizomas de S. roxburghiana, con alto contenido de acido
gdlico, tuvo una importante actividad citotoxica en las lineas celulares de cancer HCT-116,
HelLay MCF-7 (Maheshwari et al., 2017).

Por otra parte, un estudio con compuestos fendlicos aislados de un extracto de C. coriaria
(4cido galico, etilgalato, estigmasterol, acido tanico) mostré la capacidad de éstos en la
induccién de arresto celular de manera diferencial en lineas celulares de PC3 (prostata),
Hep3B y HepG2 (hepatocelular), Ca Ski y HeLa (cervical), mostrando de esta manera un
gran potencial antitumoral. De manera particular, 4cido galico inhibié la proliferacion celular
en todas las lineas celulares de cancer analizadas, siendo mas potente en células de
carcinoma hepatocelular (HepG2 y Hep3B), mientras que con el acido tanico las células

mas sensibles fueron Hep3B, seguidas de PC3 y células Ca Ski (Sanchez et al., 2017).

Los autores evaluaron el efecto de estos compuestos sobre ciclo celular, observaron que el
extracto crudo induce arresto en fase S en células PC3, Hep3B y Ca Ski. Por otro lado,
acido galico induce arresto en fase S en células PC3, Hep3B y HepG2 y acido tanico induce

arresto en fase S en células Hep3B (Sanchez et al., 2017).

Se ha observado el efecto del acido galico sobre la distribucién del ciclo celular en diversos
estudios al modificar la expresion de proteinas que funcionan como reguladores del ciclo
celular. En células HL- 60 se observd que acido gdlico causa un arresto en fase GO/G1 y
disminuye la expresién de ciclinas D y E, mientras que promueve la expresion de inhibidores
p21 y p27(Ru-Duan et al., 2011). En la linea celular MDA-MB-231 (células de céncer de
mama triple negativo (TNBC)) &cido gélico condujo a un aumento de la relacion de las fases
GO/ G1y sub-G1, regulando a la baja la ciclina D1 / CDK4 y la ciclina E / CDK2, y al alza
p21Cipl y p27Kipl, e induciendo la activacion de caspasa-9 y caspasa-3 (Hsiang-Lin et
al.,2017).

Sin embargo, aun no es claro el mecanismo por el cual se induce este arresto en el ciclo
celular, ni cuéles son los blancos de estos compuestos fendlicos. Por lo cual, este proyecto
tiene como objetivo caracterizar molecularmente la activacion del arresto celular, mediante
el andlisis del cambio de expresién de componentes regulatorios de esta fase por la accion

de compuestos fendlicos aislados de Caesalpinia coriaria.
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3. JUSTIFICACION

El cancer se ha vuelto una de las principales causas de muerte en los Ultimos afios,
convirtiéndose de este modo un problema de salud publica importante a nivel mundial, y
México no es la excepcion, pues segun las estadisticas se prevé que aumenten los casos
de cancer en los proximos afos. Por otro lado, los tratamientos farmacolégicos usados en
la clinica para los diferentes tipos de cancer han presentado problemas que complican el
uso y apego al tratamiento de estos farmacos, principalmente debido a los graves efectos
secundarios. Ante tal panorama, se ha vuelto necesaria la busqueda de nuevas alternativas
farmacoldgicas para su tratamiento y prevencion que resulten mas eficaces y seguras. Los
compuestos fendlicos han mostrado en diversos estudios tener propiedades
anticancerigenas importantes, mediante modificacion en los reguladores del ciclo celular y
enzimas involucradas en la division y proliferacién celular como probable mecanismo de

accion.

Estudios previos en nuestro grupo de trabajo, han mostrado que compuestos fendlicos
aislados de plantas (C. coraria) presentan actividad anticancerigena sobre diferentes lineas
celulares, teniendo un efecto sobre el ciclo celular e induccion de apoptosis.
Particularmente, se observé que compuestos fendlicos como el &cido gélico y acido tanico
sobre lineas celulares de carcinoma hepatocelular (Hep3B) causan detencion en el ciclo en
la fase S, causando muerte celular. Sin embargo, el mecanismo por el cual ejerce dicho
efecto aun no es conocido, por lo que en la busqueda del posible mecanismo de acciéon se
ha vuelto de interés indagar sobre el efecto de dichos compuestos fendlicos sobre la

expresion de los reguladores del ciclo celular como ciclinas e inhibidores.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos fendlicos acido galico y &cido tanico regulan la expresion de proteinas
implicadas en los puntos de control del ciclo celular en células de carcinoma hepatocelular
(Hep3B).

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresién de reguladores involucrados en la induccién de arresto de ciclo celular,
por la accién de los compuestos fendlicos en la linea celular de carcinoma hepatocelular
(Hep3B).

6. OBJETIVOS PARTICULARES

6.1 Evaluar el efecto de acido gélico y acido tanico sobre el ciclo celular en células de

carcinoma hepatocelular (Hep3B).

6.2 Determinar los cambios de expresién de las ciclinas B, E y A por la accion del acido

gélico y &cido tanico en células de carcinoma hepatocelular (Hep3B).

6.4 Determinar los cambios de expresiéon de los inhibidores del ciclo celular p21 y p53 por

la accion del acido gélico y acido tanico en células de carcinoma hepatocelular (Hep3B).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cultivo celular

Las células de carcinoma hepatocelular (Hep3B) se obtuvieron de un stock de lineas
celulares congeladas conservadas a -80°C, estas fueron inicialmente adquiridas en
American Type Culture Collection (ATCC) (USA). Se cultivaron en medio DMEM
(Invitrogen) suplementado con 10% SFB y 2mM de glutamina, a 37°C en una atmosfera de
5% de CO. y 95% de humedad.

7.2 Evaluacion del efecto sobre ciclo celular

Se sembraron las células Hep3B, 200,000 células por pozo en placas de 6 pozos, se
cultivaron y se realizé el tratamiento a 24 horas segun la concentracion inhibitoria media
(Clso) de acido gélico y acido tanico, 64 uM y 40 uM respectivamente, y 48 h 45 uMy 23 uM
respectivamente (Sanchez et al., 2017), se usé etopdsido como control a diferentes
concentraciones 0.25 pg/mL, 0.50 pg/mL y 0.75 ug/mL para 24h y 48h. Las células de cada
tratamiento se tripsinizaron y recogieron en suspension de células individuales, se
centrifugaron y se fijaron con etanol frio (70%) durante la noche a -20°C. Las células se
trataron entonces con RNasa (0.01 M, Sigma Aldrich) y se tifieron con yoduro de propidio
(IP) (7.5ug/mL, Invitrogen) durante 30 minutos en la obscuridad. El porcentaje de células
en fase sub-G1, G1, S y G2 se analizdé un citémetro de flujo (Becton, Dickinson, FACS
Calibur, San José, CA); el nimero de células analizadas para cada muestra fue de 10000.
Los experimentos se realizaron por triplicado entre experimentos independientes. Los datos
obtenidos del citometro de flujo se analizaron utilizando el FlowJo Sofware (Tree Star, Inc.,
Ashland, OR, EEUU) para generar histogramas de frecuencia del contenido de DNA vy
cuantificar el porcentaje de células en cada fase. Se analizaron los cambios en el porcentaje
de células en cada fase después de los tratamientos respecto al control sin tratamiento los
datos se analizaron empleando el programa estadistico GraphPad Prisma6 y las diferencias
estadisticas se analizaron por ANOVA y se consideraron significativos con un valor de
p<0.05.
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7.3 Expresion de las ciclinas B, Ey Ay de inhibidores p21y p53 por western blot

Las células Hep3b se cultivaron en placas de 6 pozos con 150000 células por pozo, se
realizd el tratamiento a 24 horas segun las ICso de acido gélico y &cido tanico a 24 h, 64uM
y 40uM, respectivamente, y a 48 h, 45 uM y 23 uM, respectivamente (Sanchez et al., 2017),
se uso etopodsido como control a 0.50 pg/mL para 24 h y 0.25 pg/mL para 48 h. Después
del tiempo de cada tratamiento se realizo la extraccion proteica mediante accion mecanica
y con buffer de lisis RIPA (Tris-HCL 50 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, desoxicolato de sodio
0.5%, SDS 0.1%) e inhibidores de proteasas. La proteina se cuantific6 usando el kit de
cuantificacion BCA™ Protein Assay Kit (PIERCE) siguiendo instrucciones del fabricante. La
concentracion de proteina se determiné por absorbancia a 450 nm utilizando un lector de
Elisa automatizado (PROMEGA). Una vez cuantificadas las proteinas se disolvieron en
buffer de carga 5X con 10% B-mercaptoetanol, se calentaron a 95 °C, 3 minutos y se
cargaron en un gel SDS-PAGE 8%. La transferencia se realiz6 en un sistema de
transferencia utilizando PVDF de membrana (MILLIPORE, tamafio de poro 0.45 uM),
después de transferir se bloqued con leche 5% en PBS-Tween 20 (0.1%) durante 1 hora y
media, se realizaron los lavados correspondientes, se procedié a incubar la membrana toda
la noche a 4°C con el anticuerpo correspondiente. Los anticuerpos usados fueron: Ciclina
A (SC-239 mouse monoclonal), Ciclina E (SC-25303 mouse monoclonal), Ciclina B1(SC-
245 mouse monaoclonal), p21 (SC-6246 mouse monoclonal) y p53 (DO-1, santa cruz), en
dilucion 1:1000; GAPDH (GALR Invitrogen) fue usado como control de carga a una dilucion
1:2000. La membrana se lavl y posteriormente se incubo con el anticuerpo secundario
durante 2 horas a temperatura ambiente, el anticuerpo secundario usado fue una dilucion
1:1000 m-IgGk conjugada a HRP (sc-516102). Los experimentos fueron experimentos
independientes con tres replicas. Las proteinas se visualizaron por inmuno-deteccion en el
sistema de imagen tactil ChemiDoc XRS+ System (Biorad) utilizando SuperSignal™ West
Femto Trial Kit (Thermo SCENTIFIC, cat. 34094) como revelador siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realizO un analisis densitometrico de las bandas. Los
valores densitométricos fueron normalizados al correspondiente control de carga y
comparados entre grupos control y tratamiento. Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA en

el programa GraphPad Prisma6. Se consideraron significativos con un valor de p<0.05.
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8. RESULTADOS
8.1 Evaluacion del efecto sobre ciclo celular

El efecto de los compuestos de acido gélico y acido tanico a 24 y 48 horas de tratamiento
fue evaluado sobre la progresion del ciclo celular de las células cancerosas Hep3B, acorde
a sus Clso. Etoposido (ETO) se incluyé como un control positivo de arresto celular. El
compuesto acido tanico mostro un efecto diferencial en la progresion del ciclo celular en la

linea celular evaluada.

Méas especificamente, a 24 horas de tratamiento &cido tanico mostré un aumento
significativo aproximadamente del 17% en la poblacion en fase S del ciclo celular con
respecto al control, el tratamiento con acido galico no mostré diferencia significativa en la

distribucion del ciclo celular con respecto al control positivo (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de los compuestos acido gélico (AG) y acido tanico (AT) sobre la progresion
del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B después de un tratamiento de 24h.

Etopésido (ETO) fue usado como control. *p<0.05, ***p<0.01, ****p<0.001 comparada con el

grupo control negativo.
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Por otro lado, a 48 horas de tratamiento, el acido tanico mostré6 un aumento significativo

aproximadamente de aproximadamente 5% en la poblacién en fase S del ciclo celular con

respecto al control, mientras que el tratamiento con acido galico no mostré diferencia

significativa en la distribucion del ciclo celular con respecto al control positivo (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de los compuestos acido galico (AG) y acido tanico (AT) sobre la
progresion del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B. Después de un

tratamiento de 48 horas. Etopésido (ETO) fue usado como control. *p<0.05, ***p<0.01,

****p<0.001 comparada con el grupo control negativo

Los histogramas del ciclo celular para células Hep3B se muestran en la figura 8 para 24

horas de tratamiento y en la figura 9 para 48 horas de tratamiento a sus ICso

correspondientes.
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Figura 8. Efecto de los compuestos &cido gélico (AG) y &cido tanico (AT) sobre la

progresion del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B después de 24h de
tratamiento. Etoposido (ETO) fue usado como control.
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Figura 9. Efecto de los compuestos &cido gélico (AG) y &cido tanico (AT) sobre la

progresion del ciclo celular en la linea celular de cancer Hep3B después de 48h de
tratamiento. Etoposido (ETO) fue usado como control.
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8.2 Expresion de las ciclinas E, Ay B1 por western blot

En las figuras 10 a la 15 se muestran los cambios de expresion de las ciclinas E, Ay B1 por
western blot respectivamente, por la accion del acido gélico, &cido tanico y el etopdésido a
24 horas de tratamiento en linea de carcinoma hepatocelular (Hep3B), se incluye GAPDH
como controles de carga, asi como los graficos del analisis estadistico correspondiente a la

expresion relativa de proteina por densitometria.

En la figura 10 se observa una disminucidn en la expresién de ciclina E con respecto al
control para los tratamientos de 4cido galico y acido tanico a las 24 horas de tratamiento,

con una menor expresién de esta ciclina para el tratamiento de acido galico.

24h

Control Eto AT AG

—_— Ciclina E

GAPDH

Figura 10. Andlisis de western blot de ciclina E en células Hep3B a 24 horas de
tratamiento con Etopdsido (ETO), acido tanico (AT) y acido galico (AG). Se muestra

GAPDH como control de carga
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Después de realizar el andlisis estadistico de la expresion relativa de ciclina E a 24 horas
de tratamiento se observé un cambio significativo de la disminucion en la expresion de

ciclina E por efecto de los compuesto acido galico y acido tanico (figura 11).

Ciclina E
24 horas fratamiento
150+
B Control
T Etoposido
B Acido Tanico
Acido Galico

Expresitn de proteina
{relativo al control)

Etopdsido
Acido Tanico
Acido Galico-

Figura 11. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido gdlico (AG) y acido
tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina E en la linea celular de cancer Hep3B. Después
de un tratamiento de 24 horas. Etopésido (ETO) fue usado como control. *p<0.05, **p<0.01,

***n<(0.001 comparada con el grupo control negativo.

Se analiz6 la expresion de la siguiente ciclina involucrada en el ciclo celular, la ciclina A.
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En la figura 12 se puede observar que la expresion de la ciclina A disminuye con respecto

al control al ser tratada con acido galico y acido tanico a 24h.

24h
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© —— - <5 GAPDH

Figura 12. Analisis de western blot de ciclina A en células Hep3B a 24 horas de
tratamiento con Etopdsido (ETO), acido tanico (AT) y acido galico (AG). Se muestra

GAPDH como control de carga

El analisis estadistico de la expresion relativa de la proteina, mostré un cambio significativo

en la disminucién de la expresién de ciclina A después del tratamiento a 24 horas con acido

galico y acido tanico (Figura 13)
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Figura 13. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido galico (AG) y
acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina A en la linea celular de cancer
Hep3B. Después de un tratamiento de 24 horas. Etopésido (ETO) fue usado como control.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparada con el grupo control negativo.
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La cilcina B1 es la siguiente ciclina involucrada en la progresién de ciclo celular después de
aciclina A, dando paso a la fase M. En la figura 14 se observa la disminucién de la expresion
de esta ciclina en ambas condiciones de tratamiento con respecto al control. El analisis
densitométrico muestra un cambio significativo y una expresion nula de la ciclina B1

después de ser tratada con acido galico (Figura 15).
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Figura 14. Andlisis de western blot de ciclina B1 en células Hep3B a 24 horas de
tratamiento con Etoposido (ETO), &cido tanico (AT) y &cido galico (AG). Se muestra

GAPDH como control de carga
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Figura 15. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido gélico (AG) y &cido
tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina B1 en la linea celular de cancer Hep3B. Después
de un tratamiento de 24 horas. Etopdsido (ETO) fue usado como control. *p<0.05, **p<0.01,

***pn<0.001 comparada con el grupo control negativo.
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En las figuras 16 a 21 se observa la evaluacion de ciclinas E, Ay B1 a 48 horas de
tratamiento, se observo que se sigue una tendencia similar a la observada a 24 horas de
tratamiento en donde acido galico es la que induce una menor expresion de las tres ciclinas

evaluadas, seguido del tratamiento con &cido tanico.

En la figura 16, el tratamiento con acido galico mostré una mayor inhibicién de la ciclina E
con respecto al control negativo, sin embargo, se observa que acido tanico también causa

una disminucién importante en dicha ciclina.

48h
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- Ciclina E
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Figura 16. Andlisis de western blot de ciclina E en células Hep3B a 48 horas de
tratamiento con Etoposido (ETO), &cido tanico (AT) y acido galico (AG). Se muestra

GAPDH como control de carga

El analisis de densitometria de la expresion relativa de proteina (Figura 17) muestra una
disminucién significativa en la expresién de ciclina E con respecto al control negativo

después de los tratamientos con acido galico y acido tanico a 48 horas.
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Figura 17. Expresién relativa de proteina por efecto de los compuestos acido galico
(AG) y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina E en la linea celular de
cancer Hep3B. Después de un tratamiento de 48 horas. Etopdsido (ETO) fue usado

como control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 comparada con el grupo control negativo.

En la figura 18 se muestra el efecto sobre Ciclina A, ciclina involucrada en fase S del ciclo
celular, a 48 horas de tratamiento. Se observé que acido galico es el que tiene una mayor

disminucién de ciclina A que el acido tanico.
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Figura 18. Analisis de western blot de ciclina A en células Hep3B a 48 horas de
tratamiento con Etopésido (ETO), acido tanico (AT) y acido galico (AG). Se muestra

GAPDH como control de carga.
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En lafigura 19 el andlisis estadistico muestra un cambio significativo en la expresion relativa

de ciclina A después de su tratamiento con acido gélico y acido tanico a 48 horas.
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Figura 19. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido galico (AG)
y &cido tanico (AT) sobre la expresién relativa de ciclina A en la linea celular de cancer
Hep3B. Después de un tratamiento de 48 horas. Etopésido (ETO) fue usado como control.

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 comparada con el grupo control negativo.

Finalmente, el efecto observado a 48 horas de tratamiento sobre ciclina B1 fue importante,
pues tanto acido galico como acido tanico causan una disminucion casi total en la expresion
de esta ciclina, el resultado se observa en la Figura 20 y en la Figura 21 se tiene el analisis

estadistico.
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Figura 20. Analisis de western blot de ciclina B1 en células Hep3B a 48 horas de
tratamiento con Etopésido (ETO), acido tanico (AT) y acido galico (AG). Se muestra

GAPDH como control de carga
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Figura 21. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido galico (AG)
y acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de ciclina B1 en la linea celular de cancer
Hep3B. Después de un tratamiento de 48 horas. Etopésido (ETO) fue usado como control.

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 comparada con el grupo control negativo.
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8.3 Expresion de los inhibidores p21y p53 por western blot

En la figura 22 se muestra la expresion de p53 y p21 en células Hep3B después de un

tratamiento de 24 horas con acido galico y acido tanico.

No se observa expresion de p53 después del tratamiento con acido gélico y &cido tanico
induce una disminucion significativa en la expresion de p53, mientras que, por otro lado, no
se observa cambio significativo en la expresion de p53 después del tratamiento con
etoposido (figura 23). La expresion de p21 se ve disminuida con respecto al control después
de los tratamientos usados (figura 24) En la bibliografia consultada se ha reportado que las
células hep3B son deficientes de p53.

Tx 24h
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e e == p53
p21

GAPDH

Figura 22. Andlisis de western blot del inhibidor p53 y p21 en células Hep3B a 24
horas de tratamientos con Etopdsido (ETO), acido tanico (AT) y acido galico (AG).

Se muestra GAPDH como control de carga.
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Figura 23. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos &cido galico (AG) y
acido tanico (AT) sobre la expresion relativa de p53 en la linea celular de cancer Hep3B.
Después de un tratamiento de 24 horas. Etopésido (ETO) fue usado como control. *p<0.05,

**p<0.01, **p<0.001 comparada con el grupo control negativo.
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Figura 24. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido gélico (AG) y
acido tanico (AT) sobre la expresién relativa de p21 en la linea celular de cancer Hep3B.
Después de un tratamiento de 24 horas. Etopdsido (ETO) fue usado como control. *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001 comparada con el grupo control negativo.
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Mientras que a 48 h de tratamiento tanto en western blot como en el andlisis estadistico no
se observa cambio en la expresion de p53 después de los tratamientos (figura 25 y 26), por

otro lado, p21 muestra cambios estadisticamente significativos en la expresion (figura 27).
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Figura 25. Analisis de western blot del inhibidor p53 y p21 en células Hep3B a 48
horas de tratamiento con Etopésido (ETO), acido tanico (AT) y acido gélico (AG). Se
muestra GAPDH como control de carga
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Figura 26. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos &cido galico (AG)
y &cido tanico (AT) sobre la expresion relativa de p53 en la linea celular de cancer Hep3B.
Después de un tratamiento de 48 horas. Etoposido (ETO) fue usado como control.

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 comparada con el grupo control negativo.
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Figura 27. Expresion relativa de proteina por efecto de los compuestos acido galico
(AG) y &cido tanico (AT) sobre la expresion relativa de p21 en la linea celular de cancer
Hep3B. Después de un tratamiento de 48 horas. Etopésido (ETO) fue usado como

control. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001 comparada con el grupo control negativo.

9. DISCUSION

El acido galico y acido tanico son metabolitos secundarios de tipo fendlico producidos por
diferentes plantas y se encuentran en una variedad de alimentos de consumo diario,
previamente se ha identificado su potencial como agentes anticancerigenos en diferentes
lineas celulares (Sanchez Carranza et al., 2017; Guojun Sun et al., 2016; Russell et al.,
2012; Faried et al., 2007).

En nuestro grupo de trabajo un estudio previo mostré la actividad antiproliferativa y
proapoptética de compuestos fendlicos como acido tanico y acido galico, ademas se
observo mediante el analisis del ciclo celular que dichos compuestos causan arresto en la
fase S del ciclo celular en células de carcinoma hepatocelular Hep3B al ser tratadas por 72
horas (Sanchez Carranza et al., 2017). Los resultados anteriores pretenden elucidar el
mecanismo de accion de dicho efecto. Y sugieren que el mecanismo por el cual acido galico
y acido tanico ejercen su efecto anticancerigeno puede deberse a un arresto en la fase S
del ciclo celular debido a modificaciones en la expresion de moléculas responsables de su
progresion.
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En el presente estudio, con el andlisis de la progresion del ciclo celular se mostré un
aumento en el numero de células presentes en la fase S después de ser tratadas con &cido
tanico por 24 h a su respectiva ICs. Sin embargo, 4cido galico no mostré6 un cambio
significativo con respecto al control. Modificaciones en la progresion del ciclo celular como
las mostradas en este trabajo, han sido observada en diferentes lineas celulares por efecto
de compuestos fendlico de origen natural, por mencionar un caso, en un estudio se evalué
el compuesto hidroxitirosol, un polifenol presente en hojas de oliva, se evalué sobre células
de cancer de mama MCF-7 y los investigadores observaron una modificacion en la
progresion del ciclo celular, un arresto en la fase GO/G1 del ciclo celular y como
consecuencia una disminucion de la ciclina D, proteina clave de la fase G1 (Zouhaier et al.,
2012) . Por otro lado, el resveratrol, un conocido compuesto fenélico presente en las uvas
y en vino tinto, ha mostrado causar alteraciones en la distribucién del ciclo celular en lineas
celulares cancerigenas de diferentes tipos. Por mencionar un caso en células de cancer de
pulmén A549 se observé que el resveratrol induce alteracion en ciclo celular al causar un
arresto en la fase GO/G1 de la célula después de un tratamiento de 48 horas (Long et al.,
2015). También se ha observado el efecto sobre ciclo celular en lineas de cancer de
préstata, se ha demostrado que resveratrol bloquea la progresion del ciclo celular en la fase
G1/S en células C4-2B y en G2/M para las células DU145 (Santosh et al., 2017).

El &cido elagico ha mostrado tener un efecto similar al observado en nuestros resultados
pues en células de cancer de mama MCF-7 dicho polifenol inhibe la proliferacion celular
mediante un arresto del ciclo celular en la fase GO/G1 (Hong et al., 2015). De manera similar
en células de carcinoma de ovario ES-2 y PA-1 se observa que la distribucion del ciclo

celular en la fase G1 incrementa al ser tratadas con &cido elagico (Yuan et al., 2013).

Por otro lado, la disminucion en la expresidn de reguladores del ciclo celular, ciclinas E, A
y B1, explican el arresto observado en fase S, para los tratamientos con acido tanico.
Durante la progresion del ciclo celular estan involucradas diferentes moléculas como las
ciclinas que se encargan de permitir la transicion de una fase a otra, dichas moléculas son
especificas de cada fase del ciclo celular (Vermeulen et al., 2003). En este trabajo se evaluo
la expresion de las ciclinas E, A y B1l. Por su parte, es bien sabido que la ciclina E
desempefia un papel importante en la transicion de la fase G1 a la fase S, mientras que la
ciclina A es necesaria durante la fase S y promueve la entrada en M cuando se esta
finalizando la fase G2 y finalmente la ciclina B regula la mitosis (Meeran et al., 2008;

Vermeulen et al., 2003; Park et al., 2003; Grafia et al., 1995). Nuestros resultados muestran
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una disminucién en la ciclina E y A con respecto al control de las células tratadas a 24 h
con ambos compuestos fendlicos y una ausencia de la expresién de ciclina B1, lo cual nos
sugiere que al disminuir la expresién de la ciclina A que da continuidad al ciclo de la fase S
a la fase G2, se estd causando un arresto en fase S y por lo tanto, al no pasar a la fase
G2/M, no se expresa ciclina B1, la cual esta involucrada en dichas fases, llevando de este
modo a una muerte celular. Este efecto se observo sostenido cuando las células fueron
tratadas a sus respectivas ICso por un tiempo de 48 h, la distribucion del ciclo celular mostré
un aumento en el nimero de células presentes en fase S para acido tanico particularmente,
acido galico nuevamente no presento a este tiempo de tratamiento un aumento significativo
con respecto al control en algunas de las fases del ciclo celular. Sin embargo, en la
expresion de las ciclinas si se observé una disminucion en las ciclinas Ay E, asi como una
inhibicién casi total en la expresién de la ciclina B1. En diferentes estudios se ha demostrado
este mismo efecto de 4acido gélico y acido tanico sobre los reguladores del ciclo celular de
diferentes lineas celulares; en células de carcinoma de préstata DU145 4cido gélico causa
un arresto en la fase S del ciclo celular a 6 h'y 12 h de tratamiento y arresto en G2/M tras
un tratamiento de 24 horas al evaluar la distribucion del ciclo celular y una disminucion de
la expresion de ciclinas D1, D3, A y B1 (Agarwal et al., 2006); por otro lado, en células
humanas del cancer de vejiga urinaria (TSGH-8301) 4cido galico causa un arresto del ciclo
celular en la fase G2/M del ciclo y una disminucién en la expresion de la ciclina B1 (Chung
et al.,, 2018); en células HL-60 de leucemia promielocitica humana al examinar su
distribucion celular después de un tratamiento de 24 h se observé un arresto en la fase
GO0/G1 del ciclo mientras que los niveles de ciclinas D1 / 2 / 3 y E disminuyeron en el
tratamiento (Ru-Duan et al., 2011). Proponiendo con estos resultados el posible mecanismo

de accién de acido galico y acido tanico.

Por otro lado, compuestos fendlicos de origen natral como el reveratrol han mostrado
causar alteraciones en la expresién de proteinas reguladoras del ciclo celular como las
ciclinas e inhibidores del ciclinas. En células de cancer de préstata (C4-2B) se observé que
el resveratrol favorecia un incremento en la expresion de p53, p21 y p27, asi como una
inhibicion en la expresion de ciclina D1, explicando de este modo el efecto anticancerigeno
del resveratrol (Santosh et al., 2017). Del mismo modo, se ha observado que el &cido
elagico causa un arresto celular en la fase G1 del ciclo en células de carcinoma de ovario
ES-2 y PA-1, al examinar las proteinas controladoras del ciclo se demostré que la expresion
de las ciclina B1, D1 y E se modificaba después del tratamiento con acido elagico (Yuan et
al., 2013).
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Basandose en nuestros resultados sobre la expresiéon de moduladores del ciclo celular,
estos efectos podrian conducir a la detencion de la fase S en células Hep3B tratadas con
acido gdlico y particularmente con &cido tanico. Los resultados de citobmetro de flujo
obtenidos en el andlisis del ciclo celular se observo que para los tratamientos de acido
tanico se presentaba un aumento significativo del nimero de células en la fase S del ciclo
celular después de ser tratadas a su ICsp a 24 y 48 horas de tratamiento, efecto explicado
por la disminucion de ciclinas involucradas en dicha fase del ciclo. Este efecto se ha
observado en otras lineas celulares como células cancerosas gingivales YD-38, donde tras
un tratamiento con &cido tanico se observaba un arresto en fase G1/S del ciclo, asi como
una disminucion en sus ciclinas D1 y E correspondientes a esa fase del ciclo (Pramod et
al., 2015); en diferentes lineas celulares de cancer de préstata (C4-2, DU145, PC-3) se
observé un arresto en la fase G1 del ciclo celular asi como una disminucion de los
modulares de ciclina D1 (Prashanth et al., 2018). Por otro lado, acido galico no mostré
arresto en ninguna fase del ciclo celular a los tiempos y concentraciones empleadas, sin
embargo, en estudios previos se ha observado que acido galico causa arresto del ciclo
celular en la fases S del ciclo celular de células Hep3B a 72 horas de tratamiento a su ICsp
correspondiente (Sanchez Carranza et al., 2017), por lo que es probable que el efecto de
la inhibicién del ciclinas E, Ay B1 sea el inicio de dicho arresto a 24 y 48 horas y que el
efecto de paro en el ciclo celular sea evidente solo hasta las 72 horas de tratamiento, asi
como la modificacion de la expresion de ciclinas involucradas sea més evidente en dichas
condiciones. Cabe mencionar que, si bien no se observa un cambio estadisticamente
significativo sobre el arresto celular en la fase S del ciclo celular en las evaluaciones por
citometria del tratamiento con acido galico, si podemos observar una tendencia donde se
observa un aumento en la poblacién celular en fase S del ciclo, ante tal panorama se
propone evaluar las ciclinas a un tratamiento de 72 h de tratamiento a su ICso de &cido

galico correspondiente.

El ciclo celular es regulado por varias moléculas; ademas de las ciclinas, los inhibidores de
quinasa dependientes de ciclinas son otra forma de control sobre la progresion del ciclo
celular. Es sabido que los inhibidores de quinasa dependientes de ciclinas regulan
negativamente la actividad de los complejos ciclinas-CDK al asociarse con la CDK
correspondiente y evitar la asociacion con su ciclina, impidiendo de este modo la progresion
del ciclo celular (Meeran et al., 2008; Vermeulen et al., 2003; Park et al, 2003).
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En el presente trabajo en la busqueda del mecanismo de accién de los compuestos
fendlicos &cido gélico y &cido tanico se realizo la evaluacion de la expresion de dos de estas
moléculas, p53y p21.

Es bien sabida la importancia que juega p53 en la proteccion contra el desarrollo del cancer
como proteina supresora de tumores (Vousden et al., 2007), ademas de ser la responsable
de activar o reprimir transcripcionalmente muchos genes diana (~200) para iniciar diversas
respuestas celulares, dentro de dichos genes diana se encuentra p21 (Valente et al., 2013;
Vousden et al., 2007). Estudios recientes han demostrado que la expresion de proteinas
como p53 y p21 se ve modificada cuando el ciclo celular sufre alteraciones debido al
tratamientos de compuestos fenodlicos de origen natural. Por mencionar un caso, el &cido
elagico causa arresto en la fase G1 del ciclo celular y modificaciones de las proteinas
reguladoras del ciclo como la ciclina B1, D1y E en células de carcinoma de ovario (ES-2 y
PA-1), en este estudio se observo que el acido elagico causa un incremento en la expresion
de las proteinas p53 y p21, asociando de este modo el efecto inhibitorio del crecimiento de
accion de dicho compuesto sobre las lineas celulares mencionadas (Yuan et al., 2013). Un
efecto similar se ha observado en células de cancer de prostata (C4-2B y DU-145) al ser
tratadas con resveratrol, en donde la expresién de los inhibidores de ciclo celular p21 y p53
se ven modificadas al alza (Santosh et al., 2017). Un estudio publicado en 2018, se
evaluaron dos compuestos fendlicos, octil galato y acido galico en células de cancer de
mama (MCF-7 y MDA-MB-231), en donde se observé una regulacion al alza de los
inhibidores del ciclo celular p18, p21 y p27, asociado al efecto antiproliferativo de dichos

compuestos (Sales et al., 2018).

En los resultados obtenidos se observo un cambio significativo a la baja en la expresion de
p53, inducido tanto por acido gélico como por acido tanico a 24 horas de tratamiento,
mientras que a 48 horas de tratamientos no se observd cambio significativo en la expresion
de dicha proteina, sugiriendo asi que p53 no juega un papel relevante en la alteracién del
ciclo celular por efecto de los compuestos fendlicos evaluados sobre la linea celular Hep3B.
Ademas, en algunos estudios han demostrado que las células Hep3B son nulas de p53 y
que la regulacion del ciclo celular podria estar dada alguna otra via celular independiente
de p53 (Liou et al., 2017; Lin et al., 2014; Ahn et al., 2002).
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Por otro lado, en los resultados obtenidos se observo una disminucion en la expresion de
p21 después de ambos tratamientos usados a los tiempos evaluados, lo cual nos lleva a
pensar que las modificaciones en el ciclo celular debido a dichos tratamientos pudiesen,
ademas, deberse a la expresion de otros inhibidores involucrados en la fase S del ciclo
celular como son p27 (Meeran et al., 2008; Vermeulen et al., 2003; Park et al., 2003), y que
la expresion de p21 observada podria indicar que acido gélico y acido tanico lo expresan
en respuesta a estimulos celulares desencadenados via independiente de p53, debido a
que segun la bibliografia p53 en células Hep3B es nulo, lo cual nos lleva a indagar en otros

probables blancos terapéuticos.
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10. CONCLUSIONES

Los cambios en la expresion de los reguladores del ciclo celular como las ciclinas tienen un

efecto importante sobre para la progresion del ciclo celular en las células Hep3B.

Acido tanico causa un arresto en fase S del ciclo celular después de su tratamiento a 24 y

48 horas a su ICso correspondiente.

En células Hep3B acido gélico y acido tanico tienen efecto en la disminucion de la expresion
de reguladores del ciclo celular ciclinas A, E y B1, lo cual siguiere el arresto en fase S

observado en la distribucion del ciclo celular.

La expresién a la baja de p21 y p53 en células Hep3B, sugiere que no esta involucrado en
el efecto sobre la distribucién del ciclo celular causado por el tratamiento por acido galico y

acido tanico.
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11. Perspectivas

Evaluar el efecto de los compuestos acido galico y pacido tanico sobre el inhibidor de ciclo
celular p27 a24 h, 48 hy 72 h.

Hacer tratamientos con acido galico y acido tanico a 72 horas para observar el efecto sobre
la expresion de ciclinas E, Ay B1.

Evaluar el efecto de los compuestos acido galico y pacido tanico sobre la distribucién del
ciclo celular a 72 h de tratamiento.
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