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No te rindas, aun estas a tiempo

de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras, enterrar tus miedos,

liberar el lastre, retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,
continuar el viaje,
perseguir tus suefios,
destrabar el tiempo,
correr los escombros y destapar el cielo.

No te rindas, por favor no cedas,
aunque el frio queme,
aunqgue el miedo muerda,
aunque el sol se esconda y se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,
aun hay vida en tus suefios,
porque la vida es tuya y tuyo también el deseo,
porque lo has querido y porque te quiero.

Porque existe el vino y el amor, es cierto,
porque no hay heridas que no cure el tiempo,
abrir las puertas quitar los cerrojos,
abandonar las murallas que te protegieron.

Vivir la vida y aceptar el reto,
recuperar la risa, ensayar el canto,
bajar la guardia y extender las manos,
desplegar las alas e intentar de nuevo,
celebrar la vida y retomar los cielos,

No te rindas por favor no cedas,
aunque el frio queme,
aunqgue el miedo muerda,
aunque el sol se pongay se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,
aun hay vida en tus suefios,
porque cada dia es un comienzo,
porque esta es la hora y el mejor momento,
porque no estas sola,
porque yo te quiero.

Mario Benedetti
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RESUMEN

El cancer es un problema de salud mundial tan solo en 2020 se reportaron 19.3
millones de nuevos casos y 10 millones de decesos y se espera que las cifras de incidencia
aumenten a 28.4 millones para el afio 2040, particularmente en nuestro pais, el cancer de
préstata se posiciona en primer lugar respecto a incidencias pero también en decesos, para
su tratamiento se han hecho uso de diversas terapias entre éstas la mas comunes son a base
de cirugia, radioterapia y quimioterapia, incluso el uso combinado de éstas. Sin embargo,
las células cancerosas adquieren resistencia a los farmacos utilizados en la quimioterapia,
ya se han documentado diversos mecanismos de resistencia a multiples farmacos, el mas
estudiado es la expresion de bombas de eflujo de la superfamilia de transportadores ABC,
entre éstos la glicoproteina P, la cual se ha asociado a mecanismos de resistencia a
maltiples farmacos, la glicoproteina lleva a cabo la expulsion del farmaco
guimioterapéutico causando bajos niveles intracelulares de éstos farmacos evitando lleven a
cabo su efecto. El objetivo del presente trabajo de investigacion fue generar un modelo de
resistencia a paclitaxel (PC-3/PTX) para posteriormente evaluar el efecto
quimiosensibilizante de tres compuestos fendlicos, &cido galico (AG), galato de etilo (EG),
acido tanico (AT) y acido elagico (AE) sobre el fenotipo de resistencia en la linea PC-
3/PTX. Para lograr con el objetivo primero se cultivd y genero6 el modelo de resistencia y se
validd. Los resultados muestran que en la linea PC-3/PTX requirié de 26 veces mas de
paclitaxel para inhibir el 50% de la viabilidad celular (Cl50=392.3+12 nM) respecto a la
linea parental (Clsp=14.89+1.2 nM).

Se observd que la resistencia adquirida en linea PC-3/PTX estaba asociada a la
sobre expresion de P-gp, como se muestra en la inmunofluorescencia para P-gp. Una vez
validado el modelo resistente se determind la concentracion a utilizar en los tratamientos
combinados entre los compuestos fendlicos y paclitaxel para evaluar el efecto
qguimiosensibilizante. Para AG y EG se determind utilizar 50uM, para AT se utiliz6 25uM
y para AE 100uM debido a que a estas concentraciones la viabilidad celular era cercana al
80%. Todos los tratamientos combinados a excepcion de del tratamiento combinado de
AE100pM maés paclitaxel (Clsp=386+10nM), el cual mostro un efecto muy similar al

tiramiento Unico con paclitaxel, causaron diminucién de la viabilidad celular e incremento
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en la sensibilidad al paclitaxel en la linea PC-3/PTX en el siguiente orden: AG50uM mas
paclitaxel (Cls0=50.2+5nM; casi 8 veces mas sensible), AT25uM méas paclitaxel
(Cl50=54.88+7nM; siete veces mas sensible), EG50uM mas paclitaxel (Cls0=60.71+7nM;
casi siete veces mas sensible), respecto al tratamiento Unico de paclitaxel
(Cl50=392.3+12nM), es decir, AG, AT y EG potencializaron el efecto de paclitaxel en la
linea resistente. Posteriormente se analizo si el efecto observado se debid al paclitaxel a
través de inmunofluorescencia para B-tubulina, en donde se observé la estabilizacion de los
microtUbulos en todos los tratamientos combinados, a su vez, se observo que el compuesto
fendlico AG disminuyd la expresion de P-gp a través de inmunofluorescencia para P-gp, sin
embargo, no se observo que AT y EG causaron efecto sobre la expresion de P-gp. Por lo
gue AG podria estar causando el efecto quimiosensibilizante por disminucion en la

expresion de P-gp.

Respecto a AT ya se ha reportado en la literatura su actividad sobre la funcionalidad
de P-gp, por lo que podria ejercer el efecto quimiosensibilizante por este mecanismo. Por su
parte, EG podria estar modulando alguna via de sefializacion implicada en la resistencia

como la via ERK.
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1.INTRODUCCION
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1.1 CANCER
El cancer es un conjunto de enfermedades multifactoriales que comienza a partir de

pequefias masas de células, las cuales inician su formacion a partir de una célula precursora
proliferante, que ha escapado de los mecanismos de control celular. Las células malignas
tienen caracteristicas particulares como hiper mutaciones provocadas por el dafio
irreparable del material genético, cambio en el fenotipo celular e invasion a otros 6rganos
(metastasis). Ademas, las células se caracterizan por ser autosuficientes, son menos
propensas a apoptosis e insensibles a los mecanismos de regulacion proliferativa (Hanahan
& Weinberg, 2011).

1.1.1 Epidemiologia del cancer

El céncer es un problema de salud mundial, se reportan 19.3 millones de nuevos
casos y 10 millones de muertes en 2020. Se estima incremente la cifra de nuevos casos a
28.4 millones para el afio 2040 (Globocan 2020). Siendo el cancer de mama el mas comun
(2.3 millones;11.7%), seguido de pulmoén (11.4%), colorrectal (10%), prostata (7.3%) y
estdbmago (5.6%). Respecto a la mortalidad, el cancer de pulmon ocupa el primer lugar (1.8
millones;18%) seguido del cancer colorrectal (9.4%), hepético (8.3%), estomago (7.7%) y
mama (6.9%; Globocan 2020).

En México, el cancer es la tercera causa de muerte por enfermedad (Reynoso
Noveron et al., 2018). El cancer de mama es el mas comun, seguido de prdstata,
colorrectal, tiroides y cervicouterino (Figura 1). Por sexo, en mujeres, el cancer de mama,
cervicouterino y tiroides son los mas comunes, respecto a la mortalidad el cancer de mama
ocupa el primer lugar, seguido de cancer cervicouterino e higado. En hombres, el cancer de
préstata, colorrectal y estomagd son lo mas frecuentes y el cancer de prdéstata, pulmon y

colorrectal presentan mayores defunciones (Figura 2; Globocan 2020).
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Figura.l. Numero estimado de muertes y nuevos casos en México, 2020, ambos sexos, todas las
edades. Fuente: Globocan 2020
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Figura.2. NUimero estimado de muertes y nuevos casos en Mexico, 2020, hombres, todas las
edades. Fuente: Globocan 2020
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El cancer de prostata, pulmén y colorrectal representan el 42% de todos los casos en
los hombres, representando el cancer de prostata 1 de cada 5 nuevos diagndésticos (Siegel,
2018). Se estima que habra 1.3 millones de casos nuevos y 359,000 muertes en el mundo,
siendo el segundo cancer mas frecuente y la quinta causa principal de muerte en hombres
(Bray et al., 2018). Desde 2005, el cancer de prostata ha sido la principal causa de muerte

en México (Reynoso Noverdn et al., 2018).
1.1.2 Tratamientos para el cancer

Los tratamientos para el cancer son diversos, éstos dependeran del tipo de cancer y
lo avanzado de éste. Estos tratamientos van desde cirugia, radioterapia, quimioterapia,

terapia hormonal, inmunoterapia y terapia dirigida (INC, 2020).

La radiacion ionizante es un tipo de radiacion de alta energia que provoca la
ionizacion de un atomo o molécula, forma particulas cargadas eléctricamente que se
depositan en las células de los tejidos por los que pasa, la cual puede causar la muerte de
células cancerosas o causar cambios genéticos que inducen muerte celular (Baskar et al.,
2012).

La quimioterapia tiene como finalidad inhibir la proliferacién tumoral evitando la
invasion y metastasis, los farmacos utilizados en este tipo de tratamiento se pueden

clasificar segin su mecanismo de accion (Figura 3).

De acuerdo con Bhosle & Hall, 2009 se clasifican en agentes alquilantes,
antimetabolitos, inhibidores mitéticos, antibioticos e inhibidores de la topoisomerasa.

Agentes alquilantes como mostazas nitrogenadas, ciclofosfamida, ifosfamida y
agentes derivados del platino (cisplatino, carboplatino y oxaliplatino). Este tipo de agentes
poseen tres mecanismos de accion, pueden transferir un grupo alquilo a los residuos de
guanina del ADN (N’ de guanina), también forman enlaces entre atomos en el ADN, crean
enlaces cruzados entre cadenas o intracadenas e inducen el mal emparejamiento de
nucledtidos (A=T por G=T). Se utilizan para el tratamiento de leucemia linfocitica aguda y
cronica, cancer de mama, ovario, pulmon, cervicouterino y de testiculos (Goodman &
Gilman, 2010).
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Agentes antimetabolitos. Son agentes como 5-FU, gemcitabina, capecitabina, 6-
mercaptopurina y metotrexato los cuales imitan a moléculas presentes en la célula e
interfieren con la replicacion de ADN, estas moléculas son analogos de purina y pirimidina
que se incorporan en el ADN durante fase S del ciclo celular. EI metotrexato por su parte es
un analogo del &cido félico el cual es un factor de la dieta importante para la sintesis de
timidilato y purinas, este farmaco inhibe a la reductasa de hidrofolato y el 5-FU simula al
uracilo blogueando la sintasa de timidilato evitando la sintesis de timidilato (Cheung-Ong
etal., 2013).

Agentes antimitéticos. Los alcaloides de la vinca son farmacos que se unen a la
subunidad B-tubulina y bloquean la capacidad de polimerizacion con a-tubulina en los
microtubulos, de igual manera los taxanos se unen a la subunidad f de la tubulina evitando
el ensamblaje de los microtubulos y por lo tanto evitan asi la replicacién celular (Goodman
& Gilman, 2010).

Sin embargo, las células tumorales resisten a los farmacos quiterapéuticos a traves
de diversos mecanismos que incluyen la reduccién en la absorcion de farmacos, aumento
del flujo de éstos, activacién de los sistemas de desintoxicacion, respuesta de reparacion de
ADN vy la prevencion de apoptosis inducida por los farmacos, la resistencia a multiples

drogas es la causa principal de la eficacia limitada de la quimioterapia (Lui et al., 2021).
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Fig.3. Mecanismos y sitios de accion de algunos agentes quimioterapéuticos contra

enfermedades neoplasicas (Goodman & Gilman, 2010).
1.1.3 Cancer de prostata

El cancer de prostata es un tumor de crecimiento relativamente lento, con un tiempo
de progresion del orden de 10 a 20 afos; sin embargo, la progresién a enfermedad
metastasica puede ocurrir en tan solo unos pocos meses para algunos pacientes. Se espera
que la carga mundial de cancer de prostata aumente a casi 2,3 millones de casos nuevos y
740 000 muertes para 2040. La edad avanzada, predisposicion étnica, genética, la obesidad
y dieta poco saludable son factores de riesgo para el cancer de prostata. La Secretaria de
Salud en México continta recomendando la deteccion de cancer de prostata entre hombres
de 50 afios 0 més (Culp et al., 2020).

1.1.4 Factores de riesgo asociados con el cancer de proéstata

Se han descubierto varios factores de riesgo (todo aquello que aumente el riesgo de

padecer una enfermedad) que pueden inducir cancer de prostata. Existen factores de riesgo

8|Pagina



no modificables como la edad, raza y antecedentes familiares positivos de cancer de
prostata y los factores modificables o de comportamiento como la dieta y actividad fisica
(Leitzmann & Rohrmann, 2012).

Edad. La probabilidad de padecer cancer de prostata aumenta después de los 50
afios, 6 de cada 10 casos de cancer de prostata se detecta en hombres mayores de 65 afios

(Sociedad Americana contra el Cancer, 2019).

Etnia/raza. El riesgo a padecer cancer de prostata aumenta en los hombres negros
africanos y estadounidenses en comparacion con los hombres caucéasicos, 1o que sugiere un

papel importante de etnia/raza en el desarrollo de cancer (Kgatle et al., 2016).

Geografia. Las tasas de incidencia son altas en paises del norte y centro de Europa,
Australia, Norteamérica e islas del Caribe, aunque no es claro la razon de esta diferencia es
probable que deba a diversos factores como el uso de pruebas de deteccion para el cancer

de préstata, estilo de vida y etnia/raza (Sociedad Americana contra el Céancer, 2019).

Dieta. Es un factor débilmente relacionado con el riesgo de cancer, sin embargo, se
ha reportado que una dieta con alimentos que contengan antioxidantes como la genisteina,
resveratrol, epigalocatequina-3-galato, isotiocinatos, curcumina, &cidos grasos mono o
poliinsaturados son factores protectores para el cancer de prostata. En contraste, el consumo
de carnes rojas asadas/fritas o productos lacteos se asocian positivamente a mayor riesgo de
cancer, la enzima a-metilacil-CoA racemasa participa en la oxidacion de &cido grasos trans
de cadena ramificada de la carne roja, asi como de productos lacteos, la cual se encontrd
sobre expresada en muestras clinicas de cancer de prostata en comparacion con muestras

normales (Kgatle et al., 2016).

Fumar. El tabaquismo se asocia de manera positiva con la mortalidad por cancer de
prostata y promueve un comportamiento mas agresivo del tumor (Leitzmann & Rohrmann,
2012).

Alcohol. El alcohol genera un metabolito carcindgeno, acetaldehido. EI consumo de
alcohol es considerado como un factor de riesgo para varios tipos de cancer, el consumo de

6 bebidas alcohdlicas por dia esta relacionado con mayor riesgo de cancer de prostata no
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avanzado y mayor riesgo en hombres con consumo excesivo de alcohol (Leitzmann &
Rohrmann, 2012).

1.1.5 Tratamiento al cancer de proéstata

Los tratamientos para el cancer de prostata son la cirugia (castracion) y terapia
asociada a hormonas como tratamiento inicial, sin embargo, el cAncer metastasico adquiere
resistencia a esta terapia. Para el cancer de prostata resistente a la castracion se trata con
quimioterapia donde se utilizan farmacos como docetaxel, mitoxantrona y carbazitaxel
(American Cancer Society, 2020), sin embargo, uno de los principales obstaculos en el
tratamiento es la generacién de resistencia a maultiples farmacos (MDR), fendmeno

asociado con una disminucidn en la acumulacion intracelular del farmaco antineoplésico.

La sobreexpresion de transportadores dependientes de ATP o transportadores ABC
(del inglés ATP-binding cassette) implicados en mediar el flujo de salida o la captacién de
sustratos especificos a través de membranas celulares estan generalmente asociadas en la
MDR en el cancer de prdstata, dentro de la familia de transportadores, la glicoproteina P
(P-gp) se ha identificado sobre expresada en varios tipos tumorales incluido el cancer de

préstata (Famuyiwa et al., 2020).
1.1.6 Mecanismos de Resistencia a Multiples FArmacos

La resistencia se produce cuando las células se vuelven tolerantes a los tratamientos
farmacéuticos, ésta resistencia puede adquirirse mediante la alteracion de la diana del
farmaco, expresion de bombas de eflujo, cambios en el metabolismo celular, respuesta al
estrés del reticulo endoplasmatico, alteracion en la homeostasis del lisosoma e inactivacion
del farmaco (Cree & Charlton, 2017).

Alteracion en la diana del farmaco

Las células cancerosas pueden desarrollar resistencia a través de una mutacion en la
diana del farmaco quimioterapico lo que bloquea la capacidad del farmaco para unirse e
inhibir a la oncoproteina de interés de manera que la sefializacion continGa y promueva la
supervivencia del tumor (Neel & Bivona, 2017). Otro mecanismo de resistencia que influye
en la interaccion del farmaco con su diana es la fosforilacion. De acuerdo con Yu y
colaboradores et al., 2015 la alteracion en la fosforilacion de tubulina oy B por la tirosina
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quinasa SYK aumenta en el cancer de ovario después del tratamiento con Paclitaxel (PTX),
la inhibicibn de SYK en combinacion con PTX como tratamiento estabiliza los
microtUbulos. Por otro lado, en el cancer de préstata se encontré que la agrupacion de
microtUbulos en células en interfase se correlaciona con la respuesta clinica, en biopsias
obtenidas después de 3 dias de la administracion de leuprolida con docetaxel se observo la
acumulacion de microtibulos, aunque no se esclarece el mecanismo, podria deberse a
mecanismos que provoquen la incapacidad de los taxanos para estabilizar los microttbulos
(Gjyrezi et al., 2020).

Expresion de bombas de eflujo

La familia de transportadores ABC estd compuesta por 48 miembros dividido en 7
subfamilias (ABC-A hasta ABC-G), tiene un dominio transmembrana (TMD) con seis a-
hélice, sitio donde el sustrato se une al transportador y un dominio de unién a nucleétidos
(NBD) con actividad de ATPasa mediante la cual se obtiene la energia para el eflujo de
diversos sustratos. A ésta familia también pertenece la proteina asociada a la resistencia a
maltiples farmacos (MRP2/ABCC2) la cual tiene tres dominios transmembrana y la
proteina de resistencia al cancer de mama (BRCP/ABCG2) la cual tiene un dominio
transmembrana (Offermanns et al., 2008). Sin embargo, esta familia no es la Unica

implicada en la resistencia a multiples farmacos.

La superfamilia de acarreadores de solutos (SLC) son esenciales para la absorcion
de nutrientes, el transporte de iones y la eliminacion de residuos. Se clasifican en 52
familias que contienen 395 transportadores que se expresan en el tejido epitelial. La
expresion diferenciada de SLC en células cancerosas afecta la eficacia del tratamiento.

Dentro de estas 52 familias se encuentra la familia SLCO que comprende péptidos
transportadores de aniones organicos (OATP), la familia SLC22A que comprende
transportadores anionicos organicos (OAT), cationicos organicos (OCT) y carnitina
(OCTN), de las cuales se investiga su papel en la carcinogénesis y resistencia. El acarreador
de solutos 1A2 (SLCO1A2) tiene como sustrato a la prostaglandina y hormonas como
esteroides y algunos farmacos quimioterapéuticos como metotrexato, PTX, docetaxel y
doxorrubicina, se encuentra en el cancer de mama, prostata, colon, pancreas y gliomas

(Sutherland & Lowers, 2020). En la préstata, SLCO1A2 puede desempefiar un papel en el
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crecimiento de las células cancerosas de la prostata y la inhibicion de este SLCO1A2 podria
ayudar a atenuar crecimiento del tumor (Arakawa et al., 2012). Por otro lado, se ha
identificado el acarreador de solutos SLC1B3, en particular, la disminucion en su expresion
como un mecanismo de resistencia a taxanos, el silenciamiento de SLCO1B3 ocasiona la
disminucion de la absorcion de docetaxel y carbazitaxel en xenoinjertos PC-3 46C-DOC,
por el contrario, la sobre expresion del acarreador ocasiono mayor sensibilidad al docetaxel

y carbazitaxel (De Morrée et al., 2016).
Cambios en el metabolismo celular

Las células no cancerosas utilizan el ciclo de glucdlisis y del acido tricarboxilico
para fabricar ATP, no asi en células cancerosas, las cuales tienen la capacidad de hacer
cambios en el metabolismo entre glucdlisis y la fosforilacion oxidativa para realizar sus
funciones en condiciones normoxicas e hipdxicas. En células PANC-1 de carcinoma
pancreatico se observé mayor expresion del factor inducible por hipoxia la en condicion
hipdxica respecto a la normoxica, asi como aumento de la proteina P-gp bajo condicion
hipoxica (Zhu et al., 2012).

Bajo condiciones estresante como la quimioterapia, falta de nutrientes o hipoxia, la
celula cancerosa activa transductores de sefiales intracelulares de pro-supervivencia como
la via de fosfatilinositol 3-quinasa/proteina quinasa B (PI3K/AKT), via de quinasas
activadas por mitégenos y factores de transcripcion como el factor nuclear Kappa B
(NFkB), proteina reguladora génica c-myc, quinasa c-Jun N-terminal (c-Jun), factor
inducible por hipoxia l1a (HIF-1a), factor nuclear 2 derivado de eritroides (NRF-2) quienes
regulan al alza la expresion de ABCB1. La activacion de sefiales celulares ocasiona la
reprogramacion de las funciones energeticas/metabolicas. En particular PI3K/AKT, c-myc,
HIF-1a son inductores del ciclo de glucdlisis, principalmente de la hexoquinasa y piruvato
quinasa. La glucosa puede ser captada por transportadores GLUT y ser catabolizada por
glucolisis o ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa. Si prevalece glucolisis, el ATP se
produce en menor medida, pero a un ritmo rapido, aunado a la alcalinizacion celular
promovida por la exportacién de iones hidronio (H*) contribuyendo a la actividad catalitica
de ABCBL1 (Alexa-Stratulat et al., 2019).

12| Pagina



Respuesta al estrés del reticulo endoplasméatico (RE)

En condiciones ambientales desfavorables como hipoxia, el uso de radioterapia y
quimioterapia se induce en la célula estrés del reticulo endoplasmatico ocasionando se
active la respuesta a proteinas mal plegadas, esto es un aumento de carga de proteinas mal
plegadas o desplegadas dentro del lumen del RE. EIl estrés es detectado por la proteina
regulada por glucosa GRP78 y sensores especificos como la proteina la que requiere de
inositol (IRE1a), proteina quinasa del RE activada por ARN (PERK) y el factor 6activador
de la transcripcion (ATF6), éstos sensores alteran la traduccion de polipéptidos limitando la
formacion de proteinas desplegadas, asi mismo PERK activa a transductores de sefiales
HIF-1a, c-Jun y NRF-2 de manera que inducen y regulan la sobreexpresion de ABCB1
(Storm et al., 2016; Alexa-Sttratulat et al., 2019).

Alteracion en la homeostasis del lisosoma

La hipoxia y exposicion a farmacos quimioterapicos como antraciclinas inducen
quimioresistencia dependiente de los lisosomas. La hipoxia promueve la expulsion de
iones hidrogeno y lactato aumentando el pH intracelular y reduciendo el extracelular,
ademas de aumentar la eficiencia catalitica de ABCBL1 y el secuestro de bases débiles
dentro de los lisosomas. HIF-1a ocasiona la expresion de ABCB1 y su reciclaje a la
membrana lisosomal y el factor transcripcional TFEB permite la biogénesis de los
lisosomas por lo que aumenta el secuestro del farmaco acoplado a un aumento de la
extrusion del farmaco (Aanismaa & Seelig, 2007; Al-Akra et al., 2018).

En el cancer de prostata, el docetaxel fue el primer tratamiento que mostro mejorar
la supervivencia en hombres con cancer de prostata metastasico resistente a la castracion,
sin embargo, la respuesta al docetaxel es de corta duracion y la recaida ocurre debido al
desarrollo de resistencia (Lima et al., 2021), ocasionada por diversos mecanismos, a

continuacion, se mencionan algunos.
1.1.7 Mecanismos de resistencia de docetaxel en cancer de prdéstata
Transportadores ABC

En un trabajo realizado por Sanchez y colaboradores en 2009, muestran la expresion
de tres transportadores de eflujo (P-gp, MRP1, LRP) sobre diferentes lineas de cancer de
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prostata antes y después del tratamiento a 72 horas con diferentes farmacos
quimioterapéuticos. Particularmente, encontraron un incremento los niveles de ARNm de
P-gp y MRP1 en células tratadas con docetaxel y LRP solo en células tratadas con
mitoxantrona. En las células PC-3 de cancer de prostata tratadas con docetaxel ocasiona se
exprese P-gp como una estrategia de supervivencia celular (Sanchez et al., 2009). Por otro
lado, en una linea resistente a docetaxel (TaxR) que sobre expresa ABCB1 que fueron
tratadas por 24 horas con Elacridar, un inhibidor del transportador, mostro sensibilizar a la
linea TAXR e inducir apoptosis, de manera que la disminucion de la expresion de ABCB1

incrementa la sensibilidad a docetaxel (Zhu et al., 2013).

MDR1 (P-gp/ABCBL) es la proteina encargada del transporte de los taxanos (PTX,
docetaxel; Mimeault & Batra, 2008) la cual se encontrd sobre expresada en la linea de
cancer de prostata PC-3 resistente a PTX con una concentracion inhibitoria media de 217
UM vy la linea parental de 5 uM (PTX; Takeda et al., 2007). Por otro lado, Da Fonseca et
al., 2020 establecieron y validaron tres lineas de cancer de prostata resistentes a PTX con
tres diferentes concentraciones finales de tratamiento nombradas PAC (PAC120, 180 y
240) y analizaron los niveles de proteina y la expresion de ARNm de ABCB1, ABCG2 y
ABCC1 donde encontraron que la expresion de ARNm de ABCB1 y ABCG2 en PAC240
aumento 200 veces mientras que ABCCL1 aumento seis veces respecto a la linea parental,
asi mismo los niveles de ARNm de Bcl-xL y Bcl-2 (proteinas anti apoptéticas) fueron
mayores respecto a la linea parental, no asi para la proteina pro apoptética Bax. En células
CWR-R1 resistentes a PTX y resistente a mitoxantrona encontraron mayormente sobre
expresado al transportador ABCG2 comprado con la expresion de ABCB1 (Xie et al.,
2008). En las células TaxR resistentes a docetaxel derivada de la linea C4-2B de cancer de
préstata analizaron la expresién génica observando la alteracion de un total de 1604 genes
de los cuales el 52% estaban sobre expresados y el 18% disminuida su expresion, entre los
genes sobre expresados identificaron que el trasportador ABCB1 se sobre expresaba de
manera superior en TaxR. Para valuar el papel del transportador en la resistencia trataron a
las células con un shRNA, donde las células TaxR mostraron sensibilidad al tratamiento,
efecto similar observaron al tratar las células resistentes de cancer prostata con apigenina
(Zhu et al., 2013). Ademas, la resistencia a PTX en la linea de cancer de prostata DU-145-

TXR se ha asocia con el aumento de agresividad tumoral y la transicion epitelial-
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mesénquimal (Kim et al., 2013). Los transportadores ABC participan en la resistencia a
multiples farmacos, han sido los més estudiados, sin embargo, existen otros trasportadores
que participan en la resistencia a maltiples farmacos, como los acarreadores de solutos que

se mencionaron anteriormente.
Alteraciones en la tubulina

Los taxanos derivados del genero Taxus (paclitael;1) son diterpenos que acttan
estabilizando los microtubulos al unirse a B-tubulina, los microtubulos estan implicados en
procesos celulares como la mitosis, el mantenimiento de la forma de la célula, transporte
celular y sefializacion celular, la alteracion en estos procesos puede ocasionar la detencion
del ciclo celular en fase G2/M (Kroon et al., 2016). La alta expresion B-tubulina de clase 111
se ha asociado con tasas de supervivencia pobres en pacientes que se tratan con taxanos, ya
que la expresion de esta proteina se increment6 en el cancer de préstata resistente a la
castracion. En ensayos de viabilidad celular, células LNCaP transfectadas con B-tubulina de
clase Il fueron mas resistentes al tratamiento con docetaxel que aquellas células
transfectadas con vectores control con un aumento en la concentracion inhibitoria media de
seis veces. Ademas, el silenciamiento de esta clase de tubulina aumento la sensibilidad de

las células de cancer de prdstata al docetaxel (Ploussard et al., 2010).

Paclitaxel (1)

Variantes del Receptor de andrégenos (AR)

El cancer de proéstata sensible a androgenos depende de la actividad del receptor de
androgenos (AR). El tratamiento de primera linea para el cancer de préstata ha sido la

castracion, sin embargo, a pesar del uso de terapia de privacion hormonal el céancer
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reaparece como un cancer mas agresivo, el cancer resistente a la castracion (Feng et al.,
2019).

El gen AR esta constituido de ocho exones y codifica una proteina que consta de
multiples dominios, un dominio N-terminal de transactivacion (NTD), un dominio de unién
al ADN (DBD), una regién bisagra y un dominio C-terminal de unién al ligando (LBD), la
delecion de éste ultimo dominio provoca la activacion constitutiva de la transcripcion de
AR. Existen mas de 20 variantes de corte y empalme de AR independientes del ligando,
entre estas variantes AR-V7 es la variante mas conocida, se sabe que AR-V7 se encuentra
sobre expresada en el cancer de préstata resistente a la castracién en comparacion con el
cancer de prostata sensible a hormonas, ademas se asocia con una supervivencia corta (Qu
et al., 2015). Por otro lado, en las lineas LNCaP y LAPC4 de cancer de prostata sensibles a
hormonas, donde LAPC4 no expresa al supresor de tumores KDM5D mostraron resistencia
a docetaxel y al inhibir la sefializacion de AR con enzalutamida estas células mostraron ser
sensibles a docetaxel, respecto a la linea LNCaP que si expresa KDM5D no mostro cambio
en la sensibilidad a docetaxel. De manera que KDM5D tiene un efecto sobre la sefializacion
de AR y tiene un efecto en la sensibilidad a docetaxel (Komura et al., 2016). Sin embargo,
aun es claro el papel de AR en la resistencia a docetaxel. Por otro lado, el secuestro
citoplasmatico de AR en células tumorales circulantes aisladas de pacientes con cancer de
préstata resistente a la castracion se correlaciond significativamente con la respuesta clinica

a la quimioterapia con taxanos (Darshn et al., 2011).
Células madre cancerosas

Las células madre cancerosas son pequefias poblaciones de células dentro del tumor
y se cree que estan involucradas en el proceso de metastasis, recaida y resistencia a la
terapia. Este tipo de células estan presentes en el cancer de préstata, una de sus principales
caracteristicas es la formacion de tumor esferas en condiciones de cultivo no adherentes. En
un estudio evaluaron la sensibilidad a farmacos quimioterapéuticos de prostatosferas y
cultivos control, encontraron que las prostatosferas tenian mayor supervivencia celular que
las células adherentes cuando se trataron con topotecan (20 y 9.27 uM, respectivamente) o

daunorrubicina (3.06 y 2.13 UM, respectivamente). Ademas, fueron tratadas con

16| Pagina



fumitremorgin a 5 uM (un inhibidor de ABCG2) y observaron que ambas lineas fueron
sensibles al tratamiento con topotecan y daunorrubicina (Castillo et al., 2014).

Agrupamiento del centrosoma

Las quinesinas son proteinas motoras que llevan a cabo hidrdlisis de ATP y se
desplazan a través de los filamentos de los microtubulos (Rath & Kozielski, 2012), estan
involucrados en el proceso de mitosis celular y se han asociado con la resistencia al
tratamiento con docetaxel en tumores solidos, en las lineas de cancer de mama MDA-
MB231 y MDA-MB468 que sobre expresaban a la quinesina KIF5A mostraron ser
resistentes a docetaxel (De S & Stark, 2009). Por otro lado, en lineas de cancer de prostata
resistentes a docetaxel tratadas con ispinesib y S-triryl-L-cisteina, moléculas inhibidoras de
KIF5A mostraron tener actividad antitumoral (Wiltshire et al., 2010).

Sefializacion PISK/AKT

La via de sefalizacion de fosfatidilinositol-3-quinasa/proteina quinasa B
(PI3K/AKT) es una via que regula el crecimiento celular, supervivencia y angiogénesis
también se ha encontrado desregulada en cancer de mama y colorrectal. La via se activa por
diversas sefiales extracelulares, como factores de crecimiento (IGF-1, PDGF, IRS-1), que
ejercen su accion a través de receptores con actividad de tirosina quinasa (RTKS) y otros,
como PKC, SHP1, Rac, Rho y Src. PI3K consta de dos subunidades; la subunidad
regulatoria p85, y la subunidad catalitica p110. Cuando p85 es reclutada en la membrana,
se une a p110 y cataliza la sintesis de PIP3, que se une al sitio de homologia a plecstrina
(PH) de proteinas como AKT. Una vez en la membrana, AKT sufre un cambio
conformacional que facilita la fosforilacion en Thr308 por PDK1 y en Ser473 por
mTORC?2, para su completa activacion. Una vez activada, AKT se transloca al citoplasma y
nacleo, donde ejerce sus funciones a través de numerosos efectores como GSK3p y mTOR
(mammalian Target of Rapamycin). Bajo condiciones normales, esta sefializacion es
regulada por la fosfatasa homologa a tensina PTEN, la cual lleva a cabo la conversion de
PIP3 a PIP2, sin embargo, la perdida de éste supresor de tumores ocasiona que la via este
sobre activada (Yang et al., 2019), la perdida de PTEN se ha reportado en el cancer de
prostata (Lee & McCubrey, 2004). En células C4-2AT6 de cancer de prostata, bajo
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condiciones de privacion de androgenos durante seis meses mostraron tener resistencia a

docetaxel y la sobreexpresion de AKT fosforilado (Kosaka et al., 2011).

1.1.8 Mecanismo de quimiosensibilizacion de células MDR

Avedafno & Menéndez, 2015, resumieron seis posibles mecanismos de accién de los

quimiosensibilizadores ABCB1/P-gp.

1.

El quimiosensibilizador (p. Ej., Verapamilo) puede reconocerse como sustrato
transportador y bloquear el transporte de un ciclo de transporte e hidrolisis de ATP,

que a su vez aumenta la concentracion intracelular del farmaco.

Inhibicion competitiva por algunos quimiosensibilizadores como zosuquidar con
una afinidad mayor y mas prolongada por el sitio de unién del farmaco en el TMD
del transportador. Dichos compuestos compiten con el medicamento contra el

cancer en el sitio de union de la P-gp y bloquea su transporte.

Inhibicién no competitiva del transportador por algunos quimiosensibilizantes como
Cis-flupentixol que se unen a importantes residuos de aminoacidos en sitios de P-gp
distintos del sitio de union al farmaco (inhibicion alostérica) y probablemente

interfiera con la conformacion responsable de la salida del farmaco.

Algunos tensoactivos, analgésico y fluidificantes perturban de forma no especifica
los lipidos de la membrana y, por lo tanto, aumentan las tasas de absorcion del
farmaco (Ferté, 2000; Eytan, 2005).

Algunos quimiosensibilizantes interfieren con el dominio de unién al ATP del
transportador. Un ejemplo de este mecanismo es la captura de ADP por vanadato en
el sitio de union de ATP (Urbatsch et al., 1995).

Algunos quimiosensibilizadores pueden interferir con el secuestro intracelular del
farmaco mediado por ABCB1 en la membrana vesicular (p. Ej., secuestro
lisosdmico; Yamagishi et al., 2012) haciendo que el farmaco este mas disponible

para sus objeticos celulares.

Se ha realizado un extenso trabajo de investigacion para inhibir la funcion y

expresion del transportador ABC para volver a sensibilizar las células cancerosas a la
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quimioterapia. Por lo tanto, los inhibidores (quimiosensibilizadores) bloquean el
transportador para aumentar la acumulacion de farmaco en las células cancerosas MDR, lo
que resulta en un mejor efecto citotoxico del farmaco quimioterapéutico correspondiente
(Wu et al., 2011).
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2. ANTECEDENTES
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2.1 Productos Naturales

Se estima que mas del 60% de los farmacos utilizados en el tratamiento de cancer se
han originado de productos naturales (Gordaliza, 2007). Los polifenoles comprenden al
menos 10,000 compuestos, este grupo se divide en varias clases: flavonoides, &cidos
fendlicos, lignanos y estilbenos. Ademas, poseen actividad antioxidante y se caracterizan
por la presencia de uno o varios grupos fenolicos con capacidad de reducir las especies
reactivas de oxigeno debido a esta actividad son de interés para la prevencion de diversas
enfermedades (Pérez-Jiménez et al., 2010; Abbaszadeh et al., 2019).

Los flavonoides y taninos poseen amplia gama de propiedades farmacolégicas, son
reconocidos como antioxidantes, antitumorales (Hadi et al., 2000) y quimiopreventivos
debido a la capacidad para inhibir diferentes etapas del desarrollo del cancer (iniciacion,
promocion y progresion del tumor) lo que podria lograrse mediante la detencion del ciclo
celular, induccién de apoptosis, inhibicién de angiogénesis y antioxidacion o combinacién
de estos efectos (Abubakar et al., 2012). Los compuestos fenolicos son consumidos en la
dieta a través de frutas, verduras y bebidas, los cuales pueden modificar eventos celulares y

moleculares relevantes para la carcinogénesis (Roy et al.,2002).
2.1.1 Polifenoles con actividad anticancerosa y sensibilizante

Compuestos con actividad antioxidante podrian suprimir el proceso de
carcinogénesis durante la fase de inicio por ser moléculas captadoras de radicales libres,
inductores o inhibidores de enzimas de fase | y Il del metabolismo de xenobiéticos (El-
Ansari et al., 2019). A continuacién, se mencionan algunos ejemplos de compuestos

actividad citotoxica.

Curcumina (2) es un compuesto fendlico que indujo apoptosis en células de
leucemia HL-6 e inhibio el crecimiento de la linea de cancer de colon HCT-116. Ademas,
en tres lineas de cancer de colon se analizd su efecto, se utilizd la linea HEY (p53
enddgeno), OVCAR429 (p53 enddgeno), OCC1 (p53 mutado) y SKOV3 (sin p53). Se
observo que el efecto citotoxico es independiente de p53, éste compuesto fendlico suprime
la via de sefializacion fostadilinositol 3-quinasa/proteina quinasa B (PIK/Akt) y activa a la

proteina quinasa activada por mitdégenos p38 también se reportan cambios en la morfologia
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de las células de cancer de colon como la condensacion y fragmentacion nuclear, redondeo
y encogimiento celular ademas de la activacion de caspasa 3, 8 y 9, liberacion del
citocromo C en células HEY, procesos asociados con la apoptosis via intrinseca (Watson et
al., 2010).

En el articulo reportado por Dhandapani & Brann. 2007 se evalué el efecto de
curcumina en tres lineas celulares de glioma humano (T98G, U887MG, T67) y una de rata
(C6), donde la curcumina causo muerte celular independiente de p53 y caspasa y redujo la
actividad de NFKB y de la proteina activadora 1 (AP-1).

Curcumina (2)

Por otro lado, se evalud el compuesto activo de los cucuminoides, la bis-demetoxi
cumarina (3) en células de cancer de ovario SKOV-3, en donde éste compuesto (15uM)
redujo los niveles de fosforilacion de 1kB-o (Ser32, Ser 36) inhibidor del factor de necrosis
tumoral kB (NFkB). La activacion de NFkB depende de la fosforilacion de su inhibidor 1kB
para liberar p65 y translocarse al ndcleo. También disminuy6é la actividad de la
metaloproteasa 9 y 2 (MMP 9/2), molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1), molécula
de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1), asi como el aumento del inhibidor de

metaloproteasa 1 (TIMP-1) dependiente de la dosis (Pei et al., 2016).

O O
T TTe
HO OH

Bis-demetoxi cumarina (3)
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Curcumina (17.40%) y quercetina (4) (28.63%) aumentaron los niveles de apoptosis
en células Hep-2 de carcinoma laringeo. Curcumina en combinacion con cisplatino
indujeron el 43.46% y la combinacién de quercetina con cisplatino el 52.66%, ademas de
presentar un efecto sobre la permeabilidad de la membrana mitocondrial, por ende, se
analizo los niveles de Bcl-2 y Bcl-XL, los niveles de Bcl-2 se redujeron en un 14% con
curcumina, 19% con quercetina y 33% con cisplatino, en combinacion quercetina con
cisplatino 56%, con curcumina 44%, respecto a Bcl-XL, los niveles disminuyeron también
(curcumina 19%, en combinacion 49%; quercetina 25%, en combinacion 52%) respecto al
control, efecto contrario se mostrd sobre caspasa 3, donde la actividad de caspasa aumento
cuando se usd como tratamiento la combinacién de quercetina (2.39 versus 7.54 veces) y

curcumina (2.24 versus 6.42 veces) con cisplatino (Kuhar & Singh, 2007).

Por otro lado, quercetina activo factores apoptoticos como BAD y BIM e inhibi6 la
transicion epitelial-mesénquimal en la linea de cancer de prostata PC-3 (Saffari-Chaleshtori
et al., 2017). En ratones BALB con cancer de mama suprimid el crecimiento tumoral y
prolongo la supervivencia de los ratones (ratones no tratados 38 dias; ratones tratados con
quercetina 55 dias; en combinacién quercetina y doxorrubicina 65 dias) y en células de
ratbn 4T1 presento efecto antiproliferativo (Clsp 51.42 pM), en combinacién con
doxorrubina, quercetina promovi6 la apoptosis inducida por Doxorrubicina (Clso 0.40 uM)
en condiciones hipoxicas, ademéas de regular a la baja al factor inducible por hipoxia la

bajo la misma condicion, no asi en condiciones normoxicas (Du et al., 2010).

Quercetina (4)
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El resveratrol (5) es otro metabolito secundario presente en la uva, el tratamiento
con resveratrol (25uM; 50%; 6 hrs) en combinacién con 5-Fluorouracilo (5-FU; 20uM;
60%) mostré inhibir la proliferacion celular en melanoma murino B16 ademas de cambios
de expresion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), ciclooxigenasa-2 (COX-
2), fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP) y el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), en éste trabajo también se evaluo el efecto de la combinacion
5-FU (10 mg/kg/dia) y resveratrol (10 mg/kg/dia) en modelo de xenoinjerto B16 durante
diez dias en donde disminuy0 el crecimiento tumoral respecto al control, el incremento de
MAPK fosforilada y una disminucién de VASP y VEGF (Lee et al., 2015).

OH
HO N
OH

Resveratrol (5)

2.2 Moléculas con actividad frente a P-gp

El fendmeno de resistencia a multiples farmacos es un obstaculo para el tratamiento
clinico exitoso de diversos farmacos quimioterapéuticos. MDR1 o ABCB1 se ha
identificado como causa principal de resistencia y puede actuar de tres diferentes maneras:
restringiendo la entrada a farmacos después de la administracion oral debido la presencia de
la glicoproteina P en la membrana apical de enterocitos del intestino, que los farmacos en la
circulacion sistémica sean eliminados a través de la orina y bilis por la presencia de P-g en
la membrana de los hepatocitos y superficie apical de las células del tubulo proximal del
rifidn, asi como la reduccion de la entrada de farmacos a la barrera hematoencefalica
(Dewanijee et al., 2017).

Acido gambogico (6) es un compuesto natural que se encuentra en ensayo clinico de

fase Il e inhibe la actividad de P-gp, asi como los niveles de proteina y posee un efecto
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sinérgico con protopanaxadiol en la linea celular resistente MCF-7/ADM (Wang et al.,
2013).

Acido gambogico (6)

En otro trabajo, analizaron el efecto del compuesto 29 (7) sobre P-gp en células de
cancer de préstata DU145 resistentes a PTX (DU145/TXR), esta molécula es un inhibidor
de P-gp que durante periodos prolongados de tiempo mejora la retencion de farmacos
quimioterapicos dentro de las células cancerosas y disminuye la viabilidad celular y

migracion (Nanayakkara et al., 2019).

%%
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Compuesto 29 (7)

Por su parte, epigalocatequina-3-galato (8) mostrd inhibir la expresion del factor
inducible por hipoxia la y disminuy6 los niveles de P-gp dependiente de la dosis bajo
condiciones hipdxicas respecto a condiciones normoxicas (Zhu et al., 2012).
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Epigalocatequina-3-galato (8)

Otro compuesto con capacidad de inhibir a la glicoproteina P es el cannabidiol,
donde se reporta la disminucion de ARNm de P-gp dependiente de la concentracién
después del tratamiento con este compuesto en células MCF7 de cancer de mama
(Feinshtein et al., 2013).

El resveratrol (5), compuesto presente en las uvas redujo la expresion del gen
ABCBL1 cuando se utilizé una concentracion de 50 uM en la linea de cancer gastrico
EPG85-257 resistente a daunorrubicina (RDB) en comparacion con las células no tratadas
(Mieszala et al., 2018). Ademas, posee afinidad de union con la glicoproteina a través de la
formacion de enlaces de hidrogeno con residuos Tyr113 y Tyr949 que se encuentran en el
dominio transmembranal de P-gp, por lo que tiene un efecto inhibitorio significativo sobre
la proteina en células NCI-H460 de pulmdn resistente a maltiples farmacos (Karthikeyan et
al., 2014).

Por otro lado, en la linea de cancer de pulmén A549 resistente a PTX se observo
que le compuesto antofina regulo de manera negativa la expresion de la proteina P-gp, asi
como el ARNm a 10 y 20 nM (Kim et al., 2012).

Por su parte, curcumina (2) disminuyé la funcién y expresion de P-gp de manera
dependiente de la concentracion en la linea celular KB-V1 de carcinoma cervical humano

resistente a multiples farmacos (Anuchapreeda et al., 2002).
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En los ultimos afios el laboratorio 7 de diagnéstico molecular de la Facultad
Farmacia de la UAEM se ha centrado en el estudio de los compuestos presentes en la
especie Caesalpinia coraria que ha mostrado gran contenido de compuestos fenolicos entre
estos destacan acido tanico (AT; 9), galato de etilo (GE;11) y acido galico (AG; 12). Estos
compuestos mostraron un efecto citotoxico en varias lineas celulares incluida la linea
celular PC-3 de cancer de prostata. AG por ejemplo mostr6 actividad antiproliferativa en la
linea de hepatocarcinoma (Hep3B Clso=35.8ug/mL), cancer cervical (HeLa Clso=58ug/mL;
CaSki Clso=51.72ug/mL) y cancer prostata (PC-3; Cls0=58.7ug/mL) en las que causo
arresto en la fase S del ciclo celular a excepcion de la linea CaSki, ya que arresto en fase
G2/M y en hepatocitos inmortalizados humanos IHH (Clsp=146ug/mL), en células Hep3B
disminuyd la expresion de BCL2 y aumento el de BAX asi como la actividad de caspasas
3/7 (Sanchez-Carranza et al., 2017).

(Darbin et al., 2015), reporto la actividad anti proliferativa del acido tanico; células
de cancer gingival YD-38 tratadas con AT causaron arresto celular en la fase G1 del ciclo
celular, apoptosis e inhibicién de la via Jak2/STAT3 al prevenir su expresion y la
fosforilacion, también se observo la inhibicion de Bcl-2 y el aumento en la localizacion
mitocondrial de Bax que condujo a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, lo
que resulta en la liberacion del citocromo C al citosol, ademéas éste compuesto induce
apoptosis en la linea celular de cancer de mama MCF-7 (Soyocak et al., 2012). Por otro
lado, Nagesh et al., 2018 reportd que el AT induce estrés del reticulo endoplasmatico,
apoptosis y disminuye la expresion de la metaloproteinasa 2 'y 9 en la linea celular PC-3 de
cancer de prostata.
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Acido tanico (9)

Por su parte acido elagico (AE;10) a 50uM redujo la viabilidad células en células
HCT116 Y HT29 de cancer de colorrectal en un 24.1% y 30.1% respectivamente (Fang et
al., 2015). En células DU145 de cancer de prostata inhibid la proliferacion celular (Carota
etal., 2019).

Acido elagico (10)
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El GE es un derivado del AG que ha mostrado tener efecto sobre la expresion de
proteina Bcl-2 (antiapoptotica), disminuyendo su expresioén y un aumento en la expresion

de la proteina Bax (pro-apoptdtica; Mohan et al., 2017).

o
HO
o ™

HO
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Galato de etilo (11)

Por otro lado, el compuesto fendlico, AG ha mostrado actividad inhibitoria de la
metaloproteinasa 9 y 2 a concentraciones de entre 20-40uM, ademéas de inhibir la
sefializacion de AKT y NFkB (Lui et al., 2011). Yeh et al., 2011 reporté que AG indujo
arresto celular en la fase GO/G1 y apoptosis en las células HL60 mediante la inhibicion de
la ciclina D y E, también inhibi6 la concentracion de las proteinas ICAM-1 y VCAM-1
responsables de los mecanismos de migracion e invasion (Subramanian et al., 2015). De
acuerdo con Saffari-Chaleshtori et al., 2017, el AG causa la inestabilidad estructural en la
proteina BAD debido a la creacion de enlaces de hidrégeno con esta proteina induciendo
apoptosis en la linea celular PC-3 de cancer de prostata, ademas, indujo la condensacion y
fragmentacion de ADN mediado por la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS;
Lui et al., 2011). También mostré sensibilizar a las células de cancer de ovario A2780
resistentes a farmacos debido a que causo la disminucion de la fosforilacion de ERK y

aumento la produccion de especies reactivas de oxigeno (Sanchez-Carranza et al., 2018).

O+_OH

HO OH
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Acido galico (12)
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3. JUSTIFICACION

En varones, el cancer de préstata es la segunda causa de muerte en el mundo y la
principal causa de mortalidad e incidencia en México. La resistencia a maltiples farmacos
es unos de los principales obstaculos en la eficacia de la quimioterapia, son diversos los
factores que pueden contribuir al desarrollo del fenotipo MDR, sin embargo, la actividad de
la glicoproteina P se ha identificado como el principal factor, esta proteina ocasiona la

disminucion en la acumulacion intracelular de farmaco quimioterapéutico contra el cancer.

En los ultimos afios la investigacion de moléculas que inhiban la expresion y/o
funcién del transportador ABC para sensibilizar las células cancerosas a la quimioterapia ha
cobrado gran auge. Los productos naturales como flavonoides y compuestos fendlicos han
mostrado efectos prometedores para inhibir la salida del farmaco quimioterapéutico
mediado por P-gp. Compuestos fenolicos como AG, AT, y GE han mostrado efecto
antiproliferativo en células PC-3 de cancer de prostata. AG ha mostrado efecto
quimiosensibilizante en cellas de cancer de ovario A2780AD resistentes a PTX, por lo
anterior estas moléculas se convierten en interesantes blancos de estudios en la basqueda de

moléculas moduladoras de P-gp capaces de revertir la resistencia.
4. HIPOTESIS

Acido galico, galato de etilo, 4cido tanico y &cido elagico revertiran el fenotipo de

resistencia a multiples farmacos y modularan la expresion de P-gp en células PC-3/PTX.
5. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de acido galico, galato de etilo, acido tanico y acido elagico sobre
la reversion del fenotipo de resistencia y expresion de P-gp en células PC-3/PTX de cancer

de prostata resistentes a PTX.
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Generar la linea celular PC-3 resistente a PTX.

2. Validar el fenotipo de resistencia de las células PC-3/PTX por inmunofluorescencia

de P-gp.
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3. Determinar el indice de resistencia a PTX en las células PC-3 /PTX.

4. Evaluar el efecto citotdxico de AG, GE, AT y AE sobre la viabilidad celular de PC-
3/PTX.

5. Evaluar el efecto sensibilizante de los compuestos sobre la reversion del fenotipo de
resistencia de PC-3/PTX por inmunofluorescencia de P-gp y B-tubulina en las
celulas PC-3/PTX.
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6.METODOLOGIA
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6.1 CULTIVO CELULAR

Las células PC-3 fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection
USA) vy se cultivaron en Medio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.),
suplementado con suero fetal bovino al 10% (SFB, Invitrogen) y glutamina 2 Mm en una
atmosfera de CO2 al 5% y 37°C.

6.2 CONTEO CELULAR

Previamente a realizar los experimentos se realizo el conteo celular para determinar

el nimero de células por mililitro.

No.de células
No.de cuadrantes

No.de células = ( + 1.1'1[]") x Factor de dilucion

Acabado el conteo celular, se realizaron los célculos adecuados para determinar la

densidad de células por pozo a utilizar en cada experimento.

6.3 GENERACION DE LINEA CELULAR PC-3/PTX RESISTENTE A
PACLITAXEL

La linea celular PC-3/PTX se desarroll6 a partir de las células parentales PC-3
mediante seleccion gradual para resistencia con una concentracion creciente de PTX.
Brevemente, las células se incubaron con PTX justo debajo de su Clso respectiva y la
concentracion se incrementd y mantuvo gradualmente de 10 hasta 100 nM. Las células se

cultivaron continuamente en presencia de PTX para mantener la resistencia adquirida.

6.4 DETERMINACION DEL INDICE DE RESISTENCIA DE LAS CELULAS PC-
3/IPTX

El indice de resistencia al farmaco (DRI por sus siglas en ingles) de las células PC-

3/PTX se determind mediante la siguiente razon:

DRI Clsy Células resistentes PC3/PTX
~ Clso Células parentales PC3
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Para el célculo de la Clsg, se sembraron 4000 células por pozo en una placa de
cultivo celular de 96 pozos y se trataron durante 48 h con concentraciones desde 5nM hasta
300nM de PTX. Para determinar el nimero de células viables utilizamos el kit de ensayo de
proliferacion celular CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, Madison, WI, EE.
UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La viabilidad celular se determind
mediante absorbancia a 450 nm usando un lector ELISA automético (Promega, Madison,
WI, EE. UU.). Los experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron en el programa estadistico Prisma 5.0 (Graphpad
Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) y la Clsp se determind mediante anélisis de regresion

lineal.

6.5 VALIDACION DEL FENOTIPO DE RESISTENCIA DE CELULAS PC-3/PTX
POR INMUNOFLUORESCENCIA DE PG-P

Para validar el fenotipo de resistencia de las células PC-3/PTX generadas se analiz
los niveles de expresion de P-gp para lo cual se sembraron 2x10* células PC-3/PTX en
placas de cultivo de 24 pozos que contienen cubreobjetos redondos, las células tratadas se
mantuvieron 48 h a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente las células se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% en buffer PEM (PIPES 100 mM pH 6.9, EGTA 5 mM,
MgCl; 2 mM). Después de 15 minutos, se afiadio6 PFA/NaHCOs y se incubaron durante 45
minutos a temperatura ambiente. Seguido, las placas se enjuagaron con PBS y se trataron
con Triton X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich) en PBS 1X durante 10 minutos para
permeabilizar las células, posterior se incubaron con el anticuerpo primario de ratén anti P-
gp (1:100, sc-55510 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), durante la noche a 4°C.
Posteriormente se afiadio el anticuerpo secundario (anti-ratén Alexa 647 1:100, A-21235,
Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE.UU.) y se incubaron
durante una hora a 37°C. Las células se tifieron con Sytox Green (1:5000, S7020,
Molecular Probes) durante 10 minutos, se montaron y se tomaron imagenes mediante
microscopia focal. Los experimentos se realizaran por triplicado en tres experimentos

independientes.
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6.6 CITOTOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN CELULAS PC-
3/IPTX

Para determinar el efecto sobre la viabilidad del AG, AT, GE y AE, estos fueron
sometidos a ensayos antiproliferativos en la linea celular PC-3/PTX generada, para lo cual
se sembraron 4000 células/pozo en una placa de cultivo celular de 96 pozos y se trataron
durante 48 h con concentraciones de 80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.2, 0.6, 0.3 ug/mL para obtener
una curva dosis respuesta y se incubaron a 37 °C en una atmosfera de 5% CO. durante 48
h. A continuacion, se determind el nimero de células viables utilizando el kit de ensayo de
proliferacion celular CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, Madison, WI, EE.
UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La viabilidad celular se determind por
absorbancia a 450 nm usando un lector ELISA automatico. Los experimentos se realizaron
por triplicado en tres experimentos independientes. Los datos se analizaron en el programa
estadistico Prisma 5.0 y los valores de Clso se determinaron mediante analisis de regresion

lineal.
6.7 EFECTO SENSIBILIZANTE DE LOS COMPUESTOS EN CELULAS PC-3/PTX

Para determinar el efecto modulador de los compuestos AG, AT, GE, AE para
revertir el fenotipo de resistencia en la linea celular PC-3/PTX, se determing la Clso de PTX
en combinacion con AG, AT, GE, AE, seguln sea el caso.

Para el célculo de la Clsg, se sembraron 4000 células/pozo en una placa de cultivo
celular de 96 pozos y se trataron durante 48 h con concentraciones desde 5nM hasta 300nM
de PTX en combinacion con la concentracion previamente determinada para cada
compuesto. Para determinar el namero de células viables utilizamos el kit de ensayo de
proliferacion celular CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega, Madison, WI, EE.
UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La viabilidad celular se determind
mediante absorbancia a 450 nm usando un lector ELISA automaético (Promega, Madison,
WI, EE. UU.). Los experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron en el programa estadistico Prisma 5.0 (Graphpad
Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) y la Clso se determind mediante analisis de regresion

lineal.
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6.8 INMUNOFLUORESCENCIA P-GP Y B-TUBULINA

Una vez seleccionados los compuestos que mostraron modular el fenotipo de
resistencia se procedio a evaluar su efecto sobre la expresion de P-gp y B-tubulina, para lo
cual se sembraron 2x10* células PC-3/PTX en placas de cultivo de 24 pozos que contenian
cubreobjetos redondos de vidrio y se realizo el tratamiento previamente determinado de
PTX en combinacién con el compuesto seleccionado, las células tratadas se mantuvieron 48
h a 37°C y 5% de CO,. Posteriormente las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al
4% en buffer PEM. Después de 15 minutos, se afiadio PFA/NaHCO3z y se incubaron
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Seguido, las placas fueron enjuagadas con PBS
y tratadas con Triton X-100 al 0.1% (Sigma Aldrich), las células se incubaron con el
anticuerpo primario anti P-gp de raton (1:100, sc-55510 Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA) o anti-B-tubulina (1:300, T9026, Sigma Aldrich) segun sea el caso, durante la
noche a 4°C. Posteriormente se afiadié el anticuerpo secundario (anti-raton Alexa 647
1:100, A-21235, Molecular Probes) y se incubo durante una hora a 37°C. Las células
fueron tefiidas con Sytox Green (1:5000, S7020, Molecular Probes) durante 10 minutos, se
montaron y se tomaron imagenes mediante microscopia focal. Los experimentos se

realizaron por triplicado en tres experimentos independientes.
7.ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron en el programa Graph Prism 5.0 (Graphpad Software Inc., La
Jolla, CA, EE. UU.) y se expresaron como * desviacion estandar. Se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) utilizando para la comparacion el método de Dunnet para analizar si
habia diferencia significativa entre los tratamientos de cada uno de compuestos de interés
combinados con PTX vs el tratamiento de PTX sobre la viabilidad celular. Para analizar el
efecto la fluorescencia total en células PC-3 vs PC-3/PTX se realiz6 una prueba t-student.
Para analizar si habia diferencia significativa entre los tratamientos de cada uno de
compuestos de interés sobre los niveles de fluorescencia de P-gp se realizo ANOVA vy el
método Dunnet. (n=3 experimentos por triplicado). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

respecto al control.
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8.RESULTADOS
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8.1 GENERACION DE CELULAS RESISTENTES PC-3/PTX

Se generd la linea celular PC-3/PTX como modelo para estudiar los mecanismos
moleculares de resistencia adquirida a farmacos, como previamente se menciono en
métodos las células PC-3/PTX fueron generadas a partir de las células parentales PC-3
mediante seleccion gradual para resistencia con una concentracion creciente de PTX. Las
celulas se cultivaron continuamente en presencia de PTX para mantener la resistencia

adquirida.

8.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MEDIA DE
PACLITAXEL SOBRE LA LINEA PC-3Y PC-3/PTX

Posteriormente se determind la concentracion inhibitoria media para paclitaxel en la
linea PC-3 parental y PC-3/PTX (Fig. 4A y B). En el inciso A se observa que el porcentaje
de inhibicidén al 50% para las células PC-3 parentales corresponde a 14.89nM y en el inciso
B se observa que el porcentaje de inhibicion al 50% para la linea PC-3/PTX corresponde a
392.3nM, esto es 26 veces mas respecto a la linea parental (Tabla 1), es decir para la linea
PC-3/PTX se requiere una mayor concentracion del farmaco para causar el mismo efecto.
Esto demuestra que la linea PC-3/PTX efectivamente es resistente a paclitaxel respecto a la
linea parental. Una vez comprobado la resistencia adquirida de nuestro modelo
proseguimos a validarlo, para investigar si la resistencia adquirida de la linea celular en
cuestion se pudiera asociar con la sobreexpresion de P-gp se realizé inmunofluorescencia,
esta metodologia nos permite observar la expresion y localizacién de la proteina en

cuestion.

38| Pagina



A) ,
CELULAS PC3

100
80
c
0
© 604
o]
=
S 40-
$
20
0 I I I I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Log concetracion nM
Paclitaxel
B) .
CELULAS PC3/PTX
80
< 604
\)
o
2 404
<
k=
$
20
0 | 1 | |
0 1 2 3 4
Log concetracion nM
Paclitaxel

Fig.4. Concentracion Inhibitoria media de paclitaxel en células PC-3 parentales (A) y PC-
3/PTX (B). Los valores representan medias + desviacion estandar (n=3 experimentos

independientes por triplicado).
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Tabla.1. Concentracion Inhibitoria media de Paclitaxel en células PC-3 'y PC-3/PTX

Linea Celular Clso nM R? *Indice de Resistencia
PC-3 14.89+1.2 0.96
PC-3/PTX 392.3+12 0.97 26.34

*El indice de resistencia del farmaco (DRI por sus siglas en ingles)

Cleq Células resistentes PC3/PTX

DRI = Clso Células parentales PC3

8.3 VALIDACION DEL FENOTIPO DE RESISTENCIA DE PC-3/PTX

El fenotipo de resistencia se asocia con la sobreexpresion de transportadores de tipo
ABC y entre los que destaca la proteina P-gp por lo que el analisis de los niveles de P-gp es
un buen indicador para validar el fenotipo de resistencia, por lo anterior fue de nuestro
interés analizar mediante la técnica de inmunofluorescencia la expresion y localizacion de
esta proteina P-gp tanto en las células PC-3 parentales y PC-3/PTX resistentes y realizar

una comparacion entre los niveles de expresion de P-gp.

La Figura 5 muestra los resultados de la inmunofluorescencia, como observamos la
columna 1 muestra el campo claro donde se pueden visualizar las células presentes,
columna 2 observamos Hoechst el cual es un colorante que tifie los nlcleos mostrandose de
color azul, en la columna 3 observamos la fluorescencia asociada a P-gp observandose de

color verde y en la dltima columna se observa el merge que es el empalme de Hoechst y P-
ap.

Observamos que en la primera fila correspondiente a las células PC-3 parentales hay
poca fluorescencia en color verde asociada a P-gp lo que indica que en estas células hay
niveles basales de expresion de P-gp (figura 6). Sin embargo, en la fila 2 correspondiente a

las células PC-3/PTX observamos un incremento en fluorescencia color verde asociada a P-
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gp lo cual es indicativo que en esta linea celular la expresion de P-gp esta sobre expresada
comparada con las células parentales. Ademas, se realizd una prueba t de student para
verificar si el incremento era estadisticamente significativo, el analisis indica el valor de P<
0.05. También observamos en la figura 5 que la localizacion de P-gp se encuentra

particularmente en membrana, citoplasma y ndcleo.

Luz transmitida Dapi P-gp Merge

CELULAS PC3
PARENTALES

CELULAS PC3/PTX

Figura.5. Expresion y localizacién de P-gp en células PC-3 parentales y PC-3/PTX resistentes a
paclitaxel por microscopia de inmunofluorescencia. Contraste de fase, P-gp (verde) y tincion nuclear
DAPI (azul).
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Fluorescencia P-gp en células PC-3/PTX
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Figura.6. Fluorescencia total de P-gp en células PC-3 parentales y PC-3/PTX. t-student (*P <
0.05).
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8.4 CURVA DOSIS-RESPUESTA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS SOBRE
LA LINEA CELULAR PC-3/PTX

Una vez validado el modelo de resistencia se analizd la concentracion de los
compuestos fendlicos a utilizar en los tratamientos combinados con paclitaxel, a
continuaciéon en la Figura 7 se muestran las curvas dosis-respuesta de los compuestos
fendlicos, para los cuales se utilizo la concentracion inhibitoria 20 debido a que a esa
concentracion el porcentaje de viabilidad celular estd cercano al 80%, de manera que para
AG y GE la concentracion a utilizar fue 50uM, para AT 25uM y para AE 100uM (Fig. 7).
No se utiliz6 la concentracion inhibitoria media para los tratamientos combinados porque el
objetivo fue evaluar el efecto quimiosensibilizante de los compuestos. En la Tabla 2 se
muestra la Clso de los compuestos fenolicos en la linea parental, acido galico con una
concentracion de 91.71+8 inhibid el 50% de la viabilidad celular en la linea PC-3/PTX. El
compuesto fendlico que causo la disminucién del 50% de la viabilidad a una menor
contraccion fue AT tanto en linea parental como la linea resistente, seguido por AG, EG y
por Gltimo AE, el cual presento un efecto muy similar a paclitaxel (392.3x12nM) en la linea
PC-3/PTX. Una vez determinadas las concentraciones a utilizar en los tratamientos
combinados se evalué el efecto de los tratamientos combinados de los compuestos

fenolicos con paclitaxel.
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Fig.7. Efecto de A) acido galico, B) galato de etilo, C) &cido tanico y D) &cido elagico sobre la
viabilidad celular en la linea PC-3/PTX. Los valores representan medias + desviacion estandar (n=3
experimentos independientes por triplicado).
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Tabla 2. Concentracion inhibitoria media de acido gélico (AG), galato de etilo
(EG) y acido tanico (AT) en la linea PC-3/PTX

Tratamiento (UM)

Linea celular
AG EG AT AE
PC-3/PTX 91.71+48 100.6+11 1417 386+10
R? 0.98 0.96 0.97 0.90
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85 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS COMBINADOS ENTRE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS Y PACLITAXEL SOBRE LA LINEA CELULAR PC-
3/PTX.

Se evaluo el efecto sensibilizante de los compuestos fendlicos en combinacion con
paclitaxel sobre la viabilidad de linea celular PC-3/PTX. En la Figura 8A se observa el
efecto de paclitaxel (linea gris oscuro) sobre la viabilidad celular, en donde a una
concentracion de 50nM la viabilidad celular disminuy6 20% aproximadamente. Ademas, se
observa disminucion de la viabilidad celular con los tratamientos combinados, el
tratamiento combinado de paclitaxel (50nM) mas acido galico (50uM; linea color naranja)
causo la inhibicion del 40% de la viabilidad, el tratamiento combinado de paclitaxel
(50nM) mas galato de etilo (50uM; linea color azul) disminuyé en un 30% la viabilidad
celular, por su parte el tratamiento combinado de paclitaxel (50nM) mas &cido tanico
(25uM:; linea color morado) causo la disminucion del 36% de la viabilidad celular, sin
embargo, el tratamiento combinado de paclitaxel (50nM) mas &cido eldgico (50uM; linea
color verde) no tuvo efecto similar a los tratamientos antes mencionados, ya que disminuyo
la viabilidad celular en un 20% aproximadamente presentando un efecto similar a
paclitaxel. Se realizd un anélisis entre las Clso obtenidas dé cada tratamiento Figura 8B, se
realizo ANOVA con el método de Dunnet y se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa entre la Clso del tratamiento de PTX vs los tratamientos combinados de PTX-
AG, PTX-EG, PTX-AT, con una p<0.001. No se observo una diferencia estadisticamente
significativa entre PTX en comparacion con PTX-AE. En la tabla 3 se muestran los valores
de Clso de los tratamientos combinados en la linea PC-3/PTX. Observamos que el
tratamiento combinado AG50uM+PTX la linea PC-3/PTX fue casi 8 veces mas sensible
respecto al tratamiento Gnico con paclitaxel (392.3nM), efecto similar mostro el tratamiento
combinado AT25uM+PTX con el cual las células resistentes fueron 7 veces mas sensibles,
con el tratamiento combinado de EG50uM+PTX las células fueron 6 veces mas sensibles y
con el tratamiento de AE100uM+PTX fueron poco sensibles, cabe mencionar que el valor

de Clso del tratamiento combinado (386nM) fue muy similar al paclitaxel (392.3nM).
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Posteriormente, se evaluo el efecto de los tratamientos combinados sobre B-tubulina

con la finalidad de analizar si el efecto observado en las combinaciones se debiera al efecto
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Fig.8. A) Efecto de acido galico, galato de etilo, &cido tanico y acido elagico en
combinacion con diferentes concentraciones de paclitaxel sobre la viabilidad celular
en la linea PC-3/PTX. B) Gréfica comparativa entre Clso de todos los tratamientos. Se
utilizé paclitaxel como control negativo, los valores representan la media + desviacién
estandar (n=3 experimentos independientes por triplicado), ***p<0.001 respecto al control.

Tabla 3. Concentracion inhibitoria media de los tratamientos

combinados
Tratamiento R? Clso DRI*
PTX 0.96 392.3 +12 NA
AG50UM+PTX 0.95 50.2+5 78
EG50uM+PTX 0.87 60.71+7 6.46
AT25UM+PTX 0.87 54.88+7 7.1
AE100pM+PTX 0.95 386 +10 1.01

indice de resistencia al farmaco (DRI por sus siglas en ingles)
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86 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS COMBINADOS ENTRE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS Y PACLITAXEL SOBRE B-TUBULINA EN LA
LINEA CELULAR PC-3/PTX.

Se analizo el efecto de los tratamientos combinados sobre B-tubulina para descartar
que el efecto observado se deba a los compuestos fendlicos a través de
inmunofluorescencia para B-tubulina (Figura 7, 8, 9), ya que la diana molecular de
paclitaxel es esta proteina. En general, se muestra en el primer carril de la
inmunofluorescencia la luz transmitida, en el segundo carril la tincién de los nucleos
(fluorescencia azul) con Hoeschst, en el tercer carril la fluorescencia de color verde
correspondiente a B-tubulina y en el cuarto carril merge que corresponde a Hoechst y B-
tubulina. En la Figura 9, 10 y 11 se muestra el efecto del control sin tratamiento donde
observamos la fluorescencia en color verde correspondiente a B-tubulina. Con los tres
tratamientos combinados (acido galico, acido tanico y galato de etilo méas paclitaxel)
observamos haces de tubulina formados al igual que el control positivo (verapamilo méas
paclitaxel) no asi en el control, lo cual podria corroborar que efectivamente en presencia de

los compuestos fenolicos el paclitaxel causa la formacion de haces de tubulina.

Finalmente, se analiz6 el efecto de los compuestos fendlicos sobre la expresion de
P-gp en la linea resistente con la finalidad de comprobar si estos compuestos pudieran tener
efecto sobre la glicoproteina y el efecto sensibilizante que observamos pudiera deberse en

parte a que estos compuestos tengan un efecto sobre la expresién de la glicoproteina
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Luz transmitida

Control sin
tratamiento

PTX
S0nM

AG 50uM +
PTX 50nM

PTX 400nM

Verapamilo 25
MM + PTX 50nM

Fig.9. Efecto del tratamiento combinado de acido gahcoSOpM mas paclltaerSOnM sobre los
microtubulos. Contraste de fase, B-tubulina (verde) y tincion nuclear Hoechst (azul).
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Luz transmitida

Control sin
tratamiento

PTX
S0nM

GE 50pM +
PTX 50nM

PTX 400nM

Verapamilo 25 uM
+ PTX50nM

Fig.10. Efecto del tratamiento combinado de galato de etilo50puM mas paclitaxel50nM sobre los
microtubulos. Contraste de fase, B-tubulina (verde) y tincion nuclear Hoechst (azul).
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Luz
transmitida Hoechst B-tubulina Merge

Control sin
tratamiento

PTX
50nM

AT 25uM +
PTX 50nM

PTX
400nM

Verapamilo 25 pM +
PTX 50nM

Fig.11. Efecto del tratamiento combinado de &cido tanico25uM maés paclitaxel50nM sobre los
microtubulos. Contraste de fase, B-tubulina (verde) y tincion nuclear Hoechst (azul).
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8.7 EFECTO DE ACIDO GALICO, GALATO DE ETILO Y ACIDO TANICO
SOBRE P-GP EN LA LINEA CELULAR PC-3/PTX.

Se analizo el efecto de los compuestos sobre la expresion de P-gp para analizar si el
efecto sensibilizante de los compuestos pudiera estar asociado a la expresion de P-gp, se
realizd inmunofluorescencia para P-gp obteniendo el siguiente resultado, en el primer carril
se muestra la luz transmitida, en el segundo carril Hoechst, en el tercer carril P-gp y en el
cuarto carril merge, se observa en el control sin tratamiento la fluorescencia en color verde
correspondiente a P-gp, lo que nos indica la expresion de la proteina, en el tratamiento con
AG50uM la fluorescencia en color verde se encuentra disminuida (figura 13), es decir, que
AG causa la disminucion en la expresion de la glicoproteina, efecto similar se observa con
Achillina, el cual se utiliz6 como un control positivo, ya estd documentado que este
compuesto disminuye la expresion de P-gp en una linea de hepatocarcinoma resistente a
paclitaxel. Por otro lado, se observa con el tratamiento de EG50uM y AT25uM que las
medias son iguales al igual que achillina y 4cido galico. Sin embargo, se muestra en la
figura 13 que todos los tratamientos disminuyen la expresion de P-gp respecto al control y

son estadisticamente significativos respecto al control.
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Luz transmitida Hoechst P-gp Merge
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Fig.12. Efecto de acido gélico, galato de etilo y &cido tanico sobre la expresion de P-gp en
células PC-3/PTX por microscopia de inmunofluorescencia. Contraste de fase, P-gp (verde) y
tincion nuclear Hoechst (azul).
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Fluorescencia P-gp en células PC-3/PTX

%k %k %k
| |
%k %k %k
50000- |
o
© 40000
o
©
‘G 30000+
c
3
»n 20000
o
S
T 100004 i T
0- A o
A\ A
SRS I AP
S S
(@) O
el
Tratamientos Media £ D. E.
Control sin tratamiento 29208 + 9741
AT 7827 £ 1913
GE 6015 +1774
Achillina 2139+ 622
AG 2088 + 635

Figura.13. Fluorescencia total de P-gp con acido tanico, galato de etilo, achillina y acido
galico. Se realiz6 ANOVA con el método de Dunnet para el andlisis de la fluorescencia de
control vs cada uno de los tratamientos (AT, GE, Achillina, AG). ***p<0.001 respecto al
control.
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9. DISCUSION
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El mecanismo de resistencia a los farmacos contra el cancer mas estudiado implica la
reduccion de la concentracion intracelular del farmaco aumentando la salida del farmaco fuera de
la célula, las proteinas encargadas de realizar esta funcion son los transportadores ABC, entre los
que destaca P-gp la cual es codificada por el gen MDR1/ABCB1. Nuestros resultados muestran
que la linea celular PC-3/PTX presenta una alta expresion de P-gp comparada con las células
Hep3B donde la expresion es nula, esto sugiere que fenotipo de resistencia estd asociada a la

sobreexpresion de P-gp.

Es sabido que la resistencia a medicamentos contra el cancer, como el paclitaxel implica
alta expresion de la glicoproteina P, por ejemplo, en el trabajo hecho por Takeda et al., 2007, se
observa mayor expresion de P-gp en la linea de cancer de préstata PC-3 resistente a paclitaxel
respecto a la linea parental, también reportan una Clsp = 217.1 nM y en la linea PC-3 parental de
5.0 nM. A su vez analizan los genes que se encuentran sobre expresados en la linea PC-3/PTX
donde el gen ABCBL1 se encuentra sobre expresado. Lo que coincide con Kato et al., 2012, donde
ABCB1 también se encuentra sobre expresado. En otros trabajos reportan la sobre expresion de la
glicoproteina P en la linea PC-3 y DU145 resistentes a docetaxel (Lui et al., 2015; Lu et al.,
2020; Da Fonseca et al., 2020).

En otro trabajo se reporta la sobre expresion de MRP4 y MRP5 en células PC-3/TxR
resistentes a docetaxel y en la linea PC-3/TxR/CXR que recibié como tratamiento docetaxel y
carbazitaxel observaron la sobreexpresion de MRP2, MRP3, MRP4 y 5. El silenciamiento de
MDR1 en ambas lineas resistentes resulto en la sensibilidad de las células al tratamiento
(Machioka et al., 2018).

En este trabajo de investigacion se cultivd y genero la linea celular resistente a paclitaxel
a partir de la linea PC-3 de cancer de prostata la cual fue 26 veces menos sensible al tratamiento
con paclitaxel comparado con la linea PC-3 parental, la resistencia observada se asocié a la sobre
expresion de la glicoproteina P en la membrana de las células resistentes a través de
inmunofluorescencia, técnica que no solo permite analizar la expresion sino tambien la
localizacion de la molécula de interés. Otros trabajos han documentado que la sobreexpresion de
P-gp es caracteristica del fenotipo de resistencia, por ejemplo, otros trabajos donde se obtuvieron
lineas celulares resistentes muestran que hay una sobreexpresion en P-gp comparandola con la
expresion en linea celular parental.
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Weina Guo et al., detecto la expresion de P-gp en la membrana, citoplasma y los nlcleos
de las células A2780T de cancer de ovario resistentes, pero no en las células A2780 parentales.
También en este trabajo se observé co-localizacion de P-gp en mitocondrias en la linea celular

A2780T vy tejidos de cancer de ovario, pero no en las células A2780 parentales (Guo et al., 2019).

Por otro lado, los compuestos fendlicos han cobrado auge debido a las actividades
que se les atribuye como agentes antioxidantes, antiproliferativos, antiangiogénicos,
proapoptoticos y quimiosensibilizantes (Abotaleb et al., 2020). En este trabajo de investigacion
se analizo el efecto sensibilizante de cuatro compuestos fenolicos acido galico, acido tanico,
galato de etilo y acido elagico, de los cuales los tres primeros mostraron revertir la resistencia en
la linea celular PC-3 resistente a paclitaxel (PC-3/PTX) generada en este proyecto. Ademas, se
analizo el efecto de combinaciones entre estos compuestos y paclitaxel, donde las combinaciones
que causaron inhibicion de la viabilidad celular fue AG seguido de AT, seguido de EG y por
ultimo AE. A su vez, se evalud el efecto de éstas combinaciones sobre la diana de paclitaxel, -
tubulina. Otros trabajos han reportado el efecto quimiosensibilizante de compuestos naturales en
combinacion con farmacos quiterapéuticos, tal es el caso de Kaempferol, un compuesto fendlico
que en combinacion con 5-fluorouracilo (5-FU) sensibilizo a una linea de cancer de colon
resistente a éste farmaco, la linea LS174-R, el tratamiento con el compuesto fenolico redujo el
50% de la viabilidad celular a una concentracién de 75uM, y en combinacién con 60uM de 5-FU
redujo la viabilidad al 65% potenciando el efecto del farmaco, ademas se reporta que el efecto de
Kaempferol se debe a la capacidad de regular a la quinasa ERK y p38 (Riahi-Chebbi et al.,
2019). Por su parte, curcumina en combinacion con cisplatino disminuy6 la viabilidad en una
linea de cancer de mama resistente a cisplatino (MCF-7DDP; Zou et al., 2018). Efecto similar se
observo con el tratamiento de curcumina (8uM) con gemcitabina (20nM) donde la combinacion
causo arresto en fase G2/M e indujeron apoptosis en la linea de cancer pancreatico BXxPC3-GemR

resistente a gemcitabina (Yoshida et al., 2017).

Estos compuestos naturales no solo han mostrado tener efecto sobre la viabilidad
celular también sobre la expresion de la glicoproteina P quién esta asociada a la resistencia a
multiples farmacos, este es el caso de achillina quien redujo la expresiéon de la glicoproteina
respecto al control sin tratamiento, mejoro la induccién de apoptosis de paclitaxel, ademas de

sensibilizar a la linea de hepatocarcinoma resistente a paclitaxel Hep3B/PTX con el uso del
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tratamiento combinado de PTX 25nM mas achillina 100puM efecto que fue muy similar a control
positivo (PTX méas Verapamilo 20uM; Séanchez-Carranza et al.,, 2019). Algunos otros
compuestos naturales que han disminuido la expresion de P-gp son teaflavina, quercetina,

epicatequina-3-galato, tamarixetina y rutina (Mohana et al., 2018).

Por su parte acido galico ha mostrado inhibir la migracion e invasion en células PC-3
de céancer de prostata al inhibir los niveles de proteina de la metaloproteasa 2 (MMP2) y 9
(MMP9) ademas del factor nuclear k-B (NFkB), ERK1/2 y p38 a una concentracion de 50uM a
48h (Lui et al., 2011), en la linea de cancer de mama MCF-7 que se pre trato con el factor
endotelial epidérmico (EGF; 10ng/ml) que indujo la activacion de Akt, ERK, p65 y c-Jun, acido
galico inhibio los niveles de MMP9, la fosforilacion de ERK, Akt, p65 y c-Jun inducidas por
EGF (Chen et al., 2016).

Por otro lado, en la linea de cancer de pulmoén de células no pequefias resistente a
inhibidores tirosina quinasa (Gefitinib) AG disminuy0 la viabilidad celular a una concentracion
de 50uM a traves de la supresion de la fosforilacién en la tirosina705 de Stat3 y la fosforilacion
de Src en la tirosina 416, asi como la expresion de genes diana de Src como cMyc, COX2, IL6 y
ciclina D, sin embargo, este efecto no se observé en las lineas sensibles a Gefitinib (Phan et al.,
2016).

Este compuesto fendlico también ha mostrado efecto quimiosensibilizante en una
linea de cancer de ovario multirresistente A2780AD, acido galico a una concentracion de 100uM
en combinacion con 200nM de paclitaxel disminuyeron la viabilidad celular en un 60%
aproximadamente en la linea A2780AD vy en la linea parental a una concentracion de 50uM de
AG y 50nM de PTX se obtuvo el mismo resultado, ademas analizaron el contenido de ADN por
citometria de flujo donde PTX causo arresto en fase G2/M efecto que potencio el tratamiento con
AG, este compuesto aumento la produccién de especies reactivas de oxigeno y causo la
disminucion de la fosforilacién de ERK (Sanchez-Carranza et al., 2018), y en combinacion con
paclitaxel y cisplatino disminuyo la viabilidad de la linea de cancer de mama MCF-7, el
tratamiento combinado de ambos farmacos con AG aumento la expresion de Bax, CASP3 y P53
en comparacion del tratamiento Unico, efecto similar se observo con el tratamiento combinado de
AG maés paclitaxel (Aborehab et al., 2021).
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En un estudio de acoplamiento molecular utilizaron el software AtoDock v.4.2, para
evaluar la afinidad de union de tres compuestos con actividad antioxidante sobre el transportador
ABCG2, entre estos, acido galico, en ese trabajo muestran que el compuesto fenolico en cuestion
interactia con 10 aminoacidos Ser420, Trpl463, Asnl165. Asp4l19, Tyrl462, Argl403,
Phel262, Gly1264, Tyrl166 y Thr1465 en el sitio de unién del transportador con una energia
libre de unién de -3.93 y una constante de inhibicidn estimada de 1.31nM, por lo que tiene una
afinidad de unién baja con el transportador y segun los autores podria tener una permanencia
prolongada en las células y un mayor efecto frente a las células cancerosas (Saffari-Chaleshtori et
al., 2019). Por otro lado, en la linea Hep3B de hepatocarcinoma &cido galico aumento los niveles
de mMRNA del gen APC, el cual es regulador de la via de sefializacion Wnt/p-catenina, en células
cancerosas esta via se encuentra altamente activa, su coactivador -catenina se transloca al nicleo
para llevar a cabo la transcripcion de los genes diana de la via (Clevers & Nusse, 2012), uno de
ellos es ABCBL, el gen que codifica para la glicoproteina P, compuestos como curcumina han
mostrado disminuir la expresion de P-gp a través de la via Wnt/B-catenina (Mohana et al., 2018).
En células TaxR resistentes a docetaxel derivada de la linea C4-2B de cancer de prostata
analizaron la expresion génica observando la alteracion de un total de 1604 genes de los cuales el
52% estaban sobre expresados y el 18% disminuida su expresion, entre los genes sobre
expresados identificaron que el trasportador ABCB1 se sobre expresaba de manera superior en
TaxR. Para valuar el papel del transportador en la resistencia trataron a las células con un
shRNA, donde las células TaxR mostraron sensibilidad al tratamiento, efecto similar observaron
al tratar las células resistentes de cancer prdstata con apigenina (Zhu et al., 2013). Otros estudios
han mostrado que con la inhibicién de P-gp se revierte la resistencia a multiples farmacos (Hu et
al., 2015; Yuan et al., 2017; Lui et al., 2018). En este trabajo se evidencia la disminucion en la
expresion de P-gp con el tratamiento de AG50uM efecto que fue similar al control positivo
(Achillina), tal vez los compuestos fendlicos analizados podrian tener un efecto similar sobre P-
gp a través de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina, lo que justifica investigar si AG pudiera
causar la disminucion de la expresion del transportador al regular la via Wnt/B-catenina y sus
blancos moleculares, también podria estar implicado en la regulacion de la via AKT, ERK y
NFkB.

Por su parte el galato de etilo que es un derivado de acido galico causo cambios
morfologicos, fragmentacion de ADN y disminucion de viabilidad de células HL-60 ademas de
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activar la via de apoptosis por la expresion de caspasa 8, 9, 3 y Bid. En esta linea de cancer a 48
horas con una concentracion de 75uM EG indujo arresto en fase subG1 del ciclo celular (Kim et
al., 2012). Y en cancer de mama, inhibio el 50% de la viabilidad celular a 12 y 24 horas a una
contraccion de 17.85 y 6.55ug/ml sobre MDA-MB-231 y de 32.53 y 16.88ug/ml sobre MCF-7,
por lo que MDA-MB-231 fue méas sensible al tratamiento con EG. También disminuyd los
niveles de mMRNA vy de proteina Bcl-2 y aumento los de Bax a 10pg/ml. Asi como disminuyo la
expresion de MMP2 y MMP9 vy la actividad de pAKT y NFkB (Cui et al., 2015). NFkB ha
mostrado inhibir la apoptosis e inducir resistencia a farmacos en células de cancerosas, en una
linea de cancer de colon HCT15 la inhibicién de NFkB indujo apoptosis cuando se trataron con
daunomicina ademas redujo los niveles de mRNA de mdrl, la inhibicién de NFkB a través de un
plasmido que codificaba para el inhibidor de éste, IkB, aumento la absorcion de daunomicina en
las células, es decir, NFKB tiene la capacidad de regular la expresion de mdrl (Bentires-Alj et al.,
2003). Por otro lado, Sandoval et al., 2016, reporta que EG no tuvo efecto sobre la funcionalidad
de P-gp. En otro trabajo, reportan el efecto inhibitorio de EG sobre Smad-3 mediada por TGFf en
la linea de cancer de ovario ES-2, sin embargo, no tiene efecto sobre la actividad de quinasa de
TGFpB, por lo que los autores proponen que EG podria ser poco susceptible de cruzar la
membrana plasmatica o que puede inhibir la fosforilacion de Smad3 a través de un mecanismo
independiente como al interferir con la heterodimerizacion de TGFBR2 (Sicard et al., 2021). Por

lo que el efecto sensibilizante de EG podria deberse a su efecto sobre AKT, NFkB y Smad.

Otro de los compuestos fendlicos analizados en este proyecto fue acido tanico, el
cual ha mostrado inhibir la viabilidad de linea PC-3 de cancer de prdstata, se report6 una Clsg de
23.61+1.74uM a 48 horas y a 72 horas de 8.53+0.80uM, el efecto causado se debi6 a la
activacion de sensores del estrés que causaron la activacion de la proteina CHOP inductora de
apoptosis, asi como disminucion de la expresion de proteinas antiapoptdticas como Bcl-xL y Bcl-
2 y aumento de la expresion de proteinas pro-apoptéticas como Bim y Bak asi como de caspasa 3
escindida con el tratamiento de AT a 24 horas (Nagesh et al., 2018). En la linea de cancer de
higado HepG2 AT arrojo una Clso de 360uM y cisplatino de 1.8ug/mL, el efecto combinado de
estos a una concentracion de 180 uM y 0.9 pg/mL respectivamente causo la inhibicion del 50%
de viabilidad y fragmentacion de los nucleos, formacion de cuerpos apoptaticos, disminucion en
la expresion de Bcl-2 y aumento en la expresion de Bax y caspasa 3 escindida (Geng et al.,
2019).
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Respecto al cancer de mama, se reporto el efecto de AT en tres lineas celulares
MDA-MB231, MCF-7 y SK-BR3, en MCF-7 a una concentracion de 60uM AT inhibid el 50%
de viabilidad celular y en las lineas MDA-MD231 y SK-BR3 fue 80uM, en las tres lineas indujo
arresto en fase G1 e induccién de apoptosis, para investigar el posible mecanismo evaluaron el
efecto de AT sobre la actividad del receptor del factor de crecimiento epidérmico a través del
estudio de acoplamiento molecular donde AT se uni6 al receptor e inhibio también la
autofosforilacion de EGFR ademas la pre-inhibicion del receptor con AT inhibi6 la proliferacion
celular inducida por EGF (Darvin et al., 2017). Por otro lado, EGFR tiene un papel importante en
la progresion del cancer de préstata resistente a docetaxel la cual esta asociada a una mayor
activacion de EGFR en células PC/DX25 a través de la expresion de ABCBL1 inducida por EGFR
a traves de la via AKT en esta linea celular resistente (Hour et al., 2015). Por otro lado, en la
linea de cancer colorrectal SW-620 y HT-29 acido tanico causo la inhibicién de la viabilidad en
un 50% a una concentracion de 7.2+0.8umolL™ y 37.6+1.4 umolL™ respectivamente y evaluaron
el potencial invasivo de estas lineas observando que AT inhibié el 73% en la linea SW-620 y en
la linea HT-29 fue de 55%, ademas AT causo el incremento de los niveles de proteina
propoptética Bax y la expresion de PT53 en ambas lineas (Karakurt et al., 2021). En el trabajo
realizado por Kitagawa et al., 2007 muestran que AT a 24 y 60uM disminuye en un 50 y 40%
respectivamente la actividad de ATPasa de P-gp, ademas analizaron el efecto de AT sobre la
funcionalidad de la glicoproteina observando aumento en la concentracion intracelular de
rodamina 123 a una concentracion de 60uM de AT, a su vez sugieren que la presencia de grupos
galoilo en los polifenoles refuerzan la interaccion con las regiones reguladoras de P-gp. Nuestros
resultados muestran que AT sensibilizo a las células PC-3/PTX en combinacion con paclitaxel,
tal efecto podria deberse al disminuir la actividad de ATPasa del transportador ABC permitiendo
al farmaco quimioterapéutico ejerza su accion sobre P-tubulina por ello observamos la
estabilizacion de los microtibulos con el tratamiento combinado efecto que fue muy similar al
tratamiento con 400nM de paclitaxel y al control positivo. Por otro lado, de acuerdo con lo
reportado con Darvin et al., 2017 y Kitagawa et al., 2007 el efecto mostrado por AT sobre la
linea PC-3/PTX de este trabajo se podria deberse en parte al efecto sobre la actividad de ATPasa

y por otro lado al regular EGFR.

En este trabajo, acido elagico no tuvo un efecto sensibilizante, de hecho, el efecto

observado fue muy similar a PTX frente a PC-3/PTX. Sin embargo, AE ha mostrado sensibilizar

63|Pagina



a células cancerosas de vejiga resistentes a gemcitabina (T24-GCB) reduciendo al 50% la
viabilidad celular con el tratamiento combinado de AE10puM y GCBO0.3uM, ademés ésta
combinacion causo arresto en la fase sub-G1, indujo la escision de caspasa 3 e inhibié la
expresion de Smad2, Smad3, Slug, ZEB2 y con esto la transicion epitelial mesénquimal (Wu et
al., 2021). Por otro lado, en la linea PC-3 de cancer de prdstata AE arrojo una Clso de 50uM, el
tratamiento con este compuesto causd un aumento en la produccién de IL-6 comparado con el
control sin tratamiento e inhibid la expresion de pAKT y pERK1/2 (Eskandari et al., 2016). Eskra
et al., 2019 evaluaron el efecto de AE sobre células de cancer de préstata resistentes a la
castracion, el tratamiento combinado de AE 10uM con carbazitaxel 100nM redujo la
polimerizacion de tubulina en un 20%, sin embargo, este fue un efecto no esperado, confirmaron
este fendmeno analizando el efecto sobre células 22Rv1, la cual es una linea independiente de
andrégenos, el tratamiento a 24 horas con AE causo un aumento dependiente de la dosis en -
tubulina mientras que el tratamiento combinado disminuyé moderadamente la polimerizacion de
tubulina inducida por cabazitaxel solo, ademas encontraron que &cido galico se une a la tubulina
pero con menor afinidad que el docetaxel quien tuvo alta afinidad por tubulina, respecto a la
viabilidad de las células 22Rv1 no hubo cambios significativos entre el tratamiento combinado de
AE vy carbazitalxel con el tratamiento solo con taxanos, sin embargo el tratamiento solo con AE
disminuy0 la viabilidad a una concentracion de 10uM. Por dltimo analizaron el efecto de AE
sobre la funcionalidad de P-gp a través del ensayo con el colorante fluorescente calceina, donde
observaron aumento en la acumulacién de calceina intracelular por lo que AE disminuye la
actividad del transportador, ademéas mencionan que realizaron estudios preliminares que no se
muestran en el articulo donde observaron que el tratamiento de AE aumento la expresion de la
proteina MAP2 que esta involucrada en el ensamblaje y estabilidad de los microtibulos por lo
que sugieren AE podria causar tal efecto por la regulacion positiva de las proteinas involucradas
en la dinamica de los microtubulos, sin embargo no observaron el mismo efecto in vivo que in
vitro, in vivo no hay efecto sobre la eficacia de docetaxel sin embargo, in vitro AE puede
interferir con la polimerizacion de los microtibulos inducida por taxanos reduciendo su
efectividad (Eskra et al., 2019), por esto es importante mayor investigacion del efecto de AE
sobre el cancer de prostata resistente a la castracion donde se utilizan como tratamiento los
taxanos e investigacion sobre las dianas de EA, particularmente sobre proteinas involucradas en

la dinamica de los microtubulos. Este trabajo coincide con un estudio de fase Il donde a
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pacientes con cancer de prostata resistentes a hormonas fueron tratados con fosfato de
estramustatina y vinorelbina en combinacion con AE y con tratamiento Unico, observaron que AE
redujo la toxicidad en particular la neutropenia ademas de reducir los niveles del antigeno
prostatico especifico, a pesar de que observaron una tendencia positiva en la tasa de respuesta
objetiva no se observaron diferencias significativas en la supervivencia global entre los dos
grupos (Falsaperla et al., 2005). Lo reportado por Eskra et al., 2019 podria explicar en parte
porgue no observamos un efecto importante con la combinacion de AE mas paclitaxel sobre PC-
3/PTX de este trabajo. Cabe mencionar la importancia de investigar las posibles dianas
farmacologicas de EA ya que esta informacion permitia acercarnos a una via de sefializacion
activa por este compuesto y por qué sensibiliza a otros modelos de resistencia donde no este

implicado los taxanos como tratamiento.

Las moléculas sensibilizantes actian aumentando el tiempo de residencia de los
quimioterapéuticos en las células tumorales induciendo la muerte celular mediante la regulacion
positiva de dianas proapoptéticas promoviendo el dafio del ADN o regulando la expresion de
dianas farmacologicas alteradas, cuando los mecanismos de accion se asocian mejoran el efecto
sinérgico en células resistentes (De Oliveira Junior et al., 2018). Los principales objetivos a
modular en la quimioresistencia son miembros de la familia EGFR, Bcl-2 e intermediarios de
sefializacion como NFkB y AKT. Dado que la resistencia es inducida por la activacion de vias de
sefializacion de supervivencia y genes MDR ademas de la perdida de funcion de moléculas
proapoptoticas, aquellos compuestos que tengan la capacidad de reducir la activacion de esas vias

de sefializacion aumentarén la eficacia de la quimioterapia (Vinod et al., 2013).

En base a la informacién obtenida de los resultados de los compuestos de estudio en
combinacion con PTX sobre la inhibicion de viabilidad celular, acido tanico mostré ser mas

potente y eficaz, sequido de acido galico, galato de etilo y acido elagico.

Por lo que respecta al efecto de los compuestos de estudio sobre la reversion del
fenotipo de resistencia, acido galico mostro ser mas eficaz, seguido de acido tanico, seguido de
galato de etilo, el &cido elagico fue el menos eficaz. Por su parte el acido tanico mostro ser el mas
potente con una concentracion de 25uM en comparacién con las concentraciones de 50 uM

utilizadas acido galico y para galato de etilo.
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Respecto a al efecto de los compuestos evaluados sobre la inhibicion de la expresion
de P-gp por inmunofluorescencia, el &cido galico fue el Unico compuesto eficaz.
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10. CONCLUSION
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10. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que acido galico, galato de etilo y &cido tanico sensibilizaron a las

células PC-3/PTX revirtiendo el fenotipo de resistencia a Paclitaxel.
11. CONCLUSIONES PARTICULARES

El efecto quimiosensibilizante de AG, EG y AT potencializé el efecto de paclitaxel sobre

su blanco, B-tubulina.

AG disminuye la expresion de P-gp por lo que su efecto sensibilizante puede estar

asociado con la modulacion sobre este transportador.

AT y EG no mostraron un efecto sobre la expresién de P-gp por lo que su efecto

quimiosensibilizante se asocia con otros mecanismos de regulacion.

AE no mostr6 tener un efecto quimiosensibilizante en esta linea resistente PC-3/PTX.
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12. PERSPECTIVAS
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12. Perspectivas
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