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Caracterizacion de las bioactividades de compuestos naturales en células

endoteliales y tumorales.

RESUMEN

Existe un gran desafio en la busqueda de nuevos farmacos anticancerigenos,
especialmente para aquellos tipos de cancer altamente agresivos como el cancer de
mama triple negativo. Por ello, se evaluaron las bioactividades de compuestos
naturales: ramnetina, punicalina y Verbascoside, en células endoteliales y tumorales
sobre algunos procesos relevantes en la dinamica del microambiente tumoral:

angiogénesis, autofagia y estrés oxidativo.

Se plantea la hipotesis de que los compuestos naturales seleccionados podrian actuar
como moduladores potenciales de procesos clave en la dinamica del microambiente
tumoral, tales como la angiogénesis, la autofagia y el estrés oxidativo. Para probar
esta hipotesis, se caracterizaron los efectos de los compuestos naturales
seleccionados en células endoteliales y tumorales en relacion con la Angiogénesis
Tumoral y se evaluaron los efectos de los compuestos naturales seleccionados en la
dinamica de Autofagia y Estrés Oxidativo en células endoteliales y tumorales mediante
High Content Analysis System (HCS).

Se realizaron experimentos in vitro utilizando células endoteliales microvasculares
humanas (HMEC-1) y células de cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231). La
proliferacion celular se evalué mediante el ensayo MTT, la migracion celular se analizé
a través de ensayos de cicatrizacion de heridas y la angiogénesis mediante el ensayo

de formacion de tubos sobre Matrigel.

La autofagia fue evaluada mediante la deteccidon del autofagosoma en condiciones
basales e inducidas por privacion de nutrientes. El estrés oxidativo se estudid
mediante la deteccion de especies reactivas de oxigeno en condiciones basales e
inducidas por peréxido de hidrogeno. La dinamica de estos dos ultimos procesos se

observo y analizé gracias al uso de sondas fluorescentes mediante HCS.



Los resultados arrojaron que los tres compuestos ejercen una inhibicién significativa
en la proliferacion y migracion celular en ambas lineas celulares, tanto endoteliales
como tumorales. Ademas, interrumpieron la formacion de tubos, indicando potentes
efectos antiangiogénicos. También se observo que los compuestos modulaban los
procesos de autofagia y de estrés oxidativo tanto en condiciones basales como en
condiciones inducidas por privacion de nutrientes y peroxido de hidrégeno

respectivamente.

En conclusién, ramnetina, punicalina y verbascoside muestran fuertes propiedades
anticancerigenas y antiangiogénicas al dirigirse a las vias de angiogénesis, autofagia
y estrés oxidativo. Estos hallazgos sugieren su potencial para la investigacion como
potenciales agentes terapéuticos en el tratamiento de canceres agresivos, lo que
justifica una mayor investigacion en contextos preclinicos y clinicos. La caracterizacion
y validacion in vitro en lineas celulares humanas brindé informacién crucial sobre los
mecanismos subyacentes que constituyen una base sélida para posteriores estudios
en modelos in vivo. Esta investigacion destaca la relevancia de los productos naturales
en el desarrollo de nuevas estrategias farmacolégicas contra el cancer, subrayando la

importancia de continuar explorando su potencial terapéutico.
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punicalina, verbascoside, acteoside, kusaginina



Characterization of bioactivities of natural compounds in endothelial and

tumor cells.

ABSTRACT

There exists a significant challenge in the search for novel drugs crucial to
cancer progression, particularly in highly aggressive cancer types such as ftriple-
negative breast cancer. Consequently, the bioactivities of the natural compounds
rhamnetin, punicalin, and verbascoside were evaluated in endothelial and tumor cells,
focusing on key processes relevant to the tumor microenvironment dynamics:
angiogenesis, autophagy, and oxidative stress.

The hypothesis is proposed that the selected natural compounds could act as
potential modulators of key processes in the dynamics of the tumor microenvironment,
such as angiogenesis, autophagy, and oxidative stress. To test this hypothesis, the
effects of the selected natural compounds on endothelial and tumor cells were
characterized in relation to Tumor Angiogenesis, and their effects on the dynamics of
Autophagy and Oxidative Stress were evaluated using a High Content Analysis
System (HCS).

In vitro experiments were conducted using human endothelial cells (HMEC-1)
and triple-negative breast cancer cells (MDA-MB-231). Cell proliferation was assessed
through the MTT assay, cell migration was analyzed using wound healing assays, and
angiogenesis was evaluated through the tube formation assay on Matrigel. Autophagy
was assessed by detecting autophagosomes under basal conditions and nutrient
deprivation-induced conditions. Oxidative stress was studied by detecting reactive
oxygen species under basal conditions and hydrogen peroxide-induced conditions.
The dynamics of these latter processes were observed and analyzed using fluorescent
probes via HCS.

The results indicated that the three compounds significantly inhibited cell
proliferation and migration in both endothelial and tumor cell lines. Additionally, they
disrupted tube formation, indicating potent anti-angiogenic effects. The compounds
also modulated autophagy and oxidative stress processes under basal conditions and

conditions induced by nutrient deprivation and hydrogen peroxide, respectively.



In conclusion, rhamnetin, punicalin, and verbascoside exhibit strong anticancer
and anti-angiogenic properties by targeting the pathways of angiogenesis, autophagy,
and oxidative stress. These findings suggest their potential for further investigation as
therapeutic agents in the treatment of aggressive cancers, warranting additional
research in preclinical and clinical contexts. The in vitro characterization and validation
in human cell lines provided crucial insights into the underlying mechanisms, forming
a solid foundation for subsequent in vivo studies. This research underscores the
relevance of natural products in developing new pharmacological strategies against

cancer, highlighting the importance of continuing to explore their therapeutic potential.
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