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RESUMEN

Cuphea aequipetala, denominada popularmente como hierba del cancer, es una planta
de uso comun en el centro de México para tratar el cancer. Esta hierba muestra efecto
citotoxico sobre diferentes lineas celulares de cédncer. Sin embargo se desconoce su
efecto sobre células no neoplésicas, el tipo de muerte que provoca y su mecanismo
molecular, este trabajo pretendié conocer el efecto téxico de los extractos acuoso y
metanodlico de C. aequipetala sobre las lineas celulares transformadas B16F10, MCF7,
INERS1, HEPG2 y HEK293 y el cultivo primario de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) in vitro, asi como en un modelo de melanoma murino. Ademds de
explorar el efecto en la expresion de genes apoptoticos, de proliferacion y angiogénicos
en las lineas celulares. La citotoxicidad y proliferacion celular se evaluaron mediante el
ensayo de MTT y el ensayo clonogénico; los detalles del mecanismo de muerte se
examinaron por citometria de flujo por medio de tincién simple con PI, para el ciclo
celular; y con la tincién doble de Ann-PI para observar apoptosis e inhibicion de
caspasas con Q-VD-OPh; la condensacion nuclear se observé mediante tincién con
Hoechst 33258; la modulacion de genes como bcl-2, bel-X; s, wtl, vegf'y egr-1 se
realiz6 por PCR; y la expresion de proteinas de WT1,Bcl-2 y Bax, se llevé a cabo por
Western blot. Los resultados in vitro muestran que el extracto metandlico presenta
mayor citotoxicidad en contra de las células neoplésicas estudiadas que el acuoso y
ningun extracto afecté la viabilidad de las CMSP. En cuanto al mecanismo de muerte, se
observaron cambios morfoldgicos tipicos de las células apoptéticas: condensacion de la
cromatina, fragmentacion nuclear, asi como la detencion del ciclo celular en la fase G1
con el aumento de las proporciones de células sub-G1, pero por otro lado se obtuvo que
la muerte celular es independiente de caspasas, por lo que se necesitan mds estudios
para elucidar el mecanismo exacto de muerte, ya que la modulacién de genes pro y anti
apoptoticos no fueron claros. In vivo ambos extractos redujeron la masa tumoral,
teniendo mayor eficiencia el acuoso. Nuestros resultados indican que los extractos de C.
aequipetala son selectivos a células neoplasicas, disminuyen el tamafio de los tumores y
mejoran la calidad de vida en ratones. Basados en estos datos, C. aequipetala representa

un candidato potencial como agente quimiopreventivo y/o quimioterapéutico.

XVII



ABSTRACT

Cuphea aequipetala, popularly known as “hierba del cancer” is a plant commonly used
in central Mexico to treat cancer. This herb shows cytotoxic effect on different cancer
cell lines. However its effect on non-neoplastic cells, the mechanism of death and its
molecular mechanism are unknown, this paper aims to determine the toxic effect of the
aqueous and methanolic extracts of C. aequipetala on B16F10, MCF7, INERSI,
HEPG2, HEK293 transformed cell lines and peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) in vitro, also in a murine melanoma model in vivo. Also to explore the possible
effect on the expression of apoptotic, proliferation and angiogenic genes on cell lines.
The cytotoxicity and cellular proliferation were assessed by the MTT and clonogenic
assay; the details of the mechanism of death were examined by flow cytometry using PI
simple staining, for the cell cycle and with Ann-PI double staining for observing
apoptosis and caspase inhibition with Q-VD-OPh; the nuclear condensation was
observed with Hoechst 33258 staining; genes modulation such as bcl-2, bcl-X; and g,
wtl, vegf and egr-1 was performed by PCR; and WT1, Bcl-2 and Bax protein expression
was carried out by Western blot. The in vitro results show that the methanol extract
exhibits a major cytotoxicity against the tumor cells studied than the aqueous one and
viability of PBMC is not affected. Regarding the mechanism of death typical
morphological changes of apoptotic cells was observed: chromatin condensation,
nuclear fragmentation, and the cell cycle arrest in the Gl phase with increasing
proportions of sub-G1 cells. Furthermore we found cell death caspases independent,
more studies are needed to elucidate the mechanism of death exact, pro and anti-
apoptotic genes modulation still unclear. Aqueous and methanolic extracts reduced the
tumor mass in vivo, having more efficiency the aqueous one. Our findings indicate
extracts of C. aequipetala are selective to cancer cells, reduces tumor size and improved
quality of life in mice. Based on these data, C. aequipetala represents a potential

candidate as a chemopreventive and / or chemotherapeutic agent.
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INTRODUCCION

El conocimiento de que el cancer es una enfermedad caracterizada por el crecimiento y
proliferacién incontrolada de células malignas, con origen multifactorial (factores
fisicos, quimicos, genéticos y estilo de vida), que afecta a toda la poblacién sin importar
sexo, edad o clase social, representando un serio problema de salud a nivel mundial, nos

hace buscar nuevas terapias para su tratamiento.

Los métodos empleados en la medicina convencional para este padecimiento son la
escision quirdrgica, quimioterapia, radioterapia, terapias hormonales e inmunoterapia, a
pesar de estos procesos las neoplasias siguen siendo una de las principales causas de
muerte en todo el mundo; en 2012 causé 8.2 millones de defunciones (WHO, 2014). La
mayoria de los tratamientos mencionados son agresivos en contra del paciente, por lo
cual se buscan tratamientos menos téxicos de diversos origenes para tratar dicha
enfermedad. A las terapias que estdn fuera de la medicina alopética se le conoce como
Medicina Alternativa y Complementaria (MAC), la integraciéon de MAC’s en cuanto al
manejo de cancer, muestran a menudo un beneficio para el paciente; el uso de extractos

de plantas estd dentro de esta categoria de medicina.

Los extractos de plantas medicinales han sido utilizados por la humanidad desde la
antigiiedad para tratar diferentes dolencias y a pesar de que algunas de las propiedades
terapéuticas atribuidas a las plantas han demostrado ser erroneas, la herbolaria medicinal
se basa en los hallazgos empiricos de miles de afios y ha logrado proporcionar
medicamentos valiosos, tales como analgésicos (morfina), antitusigenos (codeina),
antihipertensivos (reserpina), cardioténicos (digoxina), antipalidicos (quinina y la

artemisinina) y antineopldsicos (vinblastina y taxol) (Ramawat et al., 2009).

Mas del 50% de los medicamentos utilizados en ensayos clinicos para la actividad contra
el céncer, se aislaron a partir de fuentes naturales o estdn relacionados con ellos

(Newman y Cragg, 2007). Por lo tanto, la bisqueda de productos naturales a ser



utilizados en la terapia del cdncer representa un area de gran interés. Se dice que hay dos
estrategias principales para la seleccion de especies de plantas en el descubrimiento de
medicamentos: la seleccion aleatoria y los conocimientos médicos tradicionales. Este
ultimo enfoque incluye plantas usadas en sistemas organizados de medicina tradicional
como la herbolaria, el folclor y el chamanismo, que han demostrado, de manera

empirica, tener un efecto curativo (Pieters y Vlietinck, 2005).

Se necesita mds investigacion en el campo de la herbolaria, tanto para demostrar si las
plantas empleadas por cientos de personas poseen propiedades curativas veridicas, como
para encontrar nuevos compuestos que puedan ser purificados y empleados en
enfermedades que no poseen un tratamiento definitivo, como lo es el cancer. Este tltimo
punto debido a que se sabe que algunas hierbas tienen actividad citotoxica en contra de

células cancerosas, mostrando efectos apoptéticos y antiproliferativos.

Por lo anterior este trabajo pretendié probar el efecto citotéxico tanto in vitro como in
vivo de los extractos metandlico y acuoso de la planta Cuphea aequipetala, conocida en
México como Hierba del Céncer por su uso entre personas con alguna neoplasia y la

cual posee limitada descripcion de su capacidad antineopldsica y antiproliferativa.

Es de gran importancia dilucidar si los extractos de esta planta son una opcidn para
ayudar a tratar diferentes tipos de neoplasias y con ello poder usar dichos extractos como

terapia alternativa o de ayuda junto con tratamientos quimioterapéuticos.



ANTECEDENTES

Generalidades del Cancer

El céncer es una enfermedad que tiene la capacidad de afectar a cualquier tipo celular,
su caracteristica principal es la falta de control de la proliferacion celular, diferenciacién
y muerte, invadiendo a tejidos y 6rganos (Laundry de Mesquita ef al., 2009). Este
padecimiento puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo y puede
originarse por diversos factores como la exposicion a sustancias carcinogénicas,
radiacion, agentes infecciosos, desordenes genéticos, edad, estilo de vida, entre otros,

causando un gran ndmero de muertes al aio (WHO, 2014).

Caracteristicas del Cancer

Las caracteristicas del esta enfermedad comprenden seis capacidades bioldgicas

adquiridas durante el desarrollo de los tumores humanos.

Mantenimiento de la sefalizacién proliferativa.
Evasion de supresores del crecimiento.
Resistencia a la muerte celular.

Inmortalidad replicativa.

Induccién de la angiogénesis.

AN

Activacion de la invasion y la metdstasis.

Actualmente se afiaden dos caracteristicas: La reprogramaciéon del metabolismo

energético y la evasion del sistema inmune.

Ademas los tumores muestran otra dimensiéon de complejidad: contienen un repertorio
de células reclutadas generando un 'microambiente tumoral' que afectar cada vez mas el

desarrollo de nuevos medios para tratar el cdncer (Hanahan y Weinberg, 2011).



Hay muchas dificultades en el tratamiento del cancer, siendo las mds frecuentes:
e Resistencia a los farmacos.
e La toxicidad.
e Baja especificidad.

(Laundry de Mesquita et al., 2009).

Epidemiologia de cancer a nivel Mundial

La Organizaciéon Mundial de la Salud estima que en el 2030 habrd 13.1 millones de
muertes por cancer en todo el mundo; se le atribuyen 8.2 millones de muertes en el 2012
y mas de 32.6 millones de personas viven con este padecimiento, siendo esta
enfermedad la principal causa de muerte en el mundo. (WHO, 2014). Las clases mas
habituales de cancer en todo el mundo (en orden del nimero de las defunciones

mundiales) y la frecuencia para hombres y mujeres se muestran en la tabla 1.

Las neoplasias que causan la mayoria de las defunciones cada afio son: céncer de
pulmoén (1.59 millones de muertes), higado (745 000 defunciones), ciancer de estomago
(723 000 defunciones), colorectal (694 000 defunciones), ciancer de mama (521 000
defunciones) y esofagico (400 000) (WHO, 2014).

Tabla. 1. Neoplasias predominantes en el mundo, separadas por género

Principales tipos de cancer en el mundo (WHO, 2012).
Hombres ‘ Mujeres
Pulmén (23.6%) Mama (14.7%)
Higado (11.2%) Pulmén (13.8%)
Estéomago (10.1%) Colorrectal (9.0%)
Colorrectal (8.0%) Cérvico-Uterino (7.5%)
Prostata (6.6 %) Estomago (7.2%)
Esofago (6.0%) Higado (6.3%)




Cancer en América

El céncer representa la segunda causa de muerte en la regién de las Américas, donde se
registraron unos 2,8 millones de casos nuevos y 1,3 millones de muertes por céncer en
2012 y se espera que aumente a 2.1 millones de defunciones para el 2030. Los tipos mas
frecuentes de cédncer en la region incluyen: los cédnceres de pulmoén, préstata y
colorrectal entre los hombres; y los cidnceres de mama, pulmén y colorrectal entre las
mujeres. Ademds se espera que la carga del cdncer aumente de forma significativa como
consecuencia del envejecimiento de la poblacién y de la transicidon epidemioldgica que

estd registrando América Latina y el Caribe (OPS/WHO, 2014).

Cancer en México

En México las neoplasias son la tercera causa de mortalidad con 71, 350 defunciones en
el afio 2011 y en Nuevo Leon los tumores malignos son la segunda causa de muerte (2,
954 defunciones en el 2007) de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y

Geografia (INEGI, 2013).

Medicina Alopatica contra el cancer

En general se aplican tres principales tipos de tratamientos contra el cdncer: escision
quirdrgica o cirugia, quimioterapia y radioterapia, sin embargo, otros métodos
aceptados para el tratamiento de esta enfermedad son la terapia hormonal y la

inmunoterapia.

Escision Quirirgica

Fue la primera terapia anticancerosa empleada y hasta nuestros dias sigue siendo la mas
utilizada debido a que es rdpida y efectiva, cuenta con el mayor nimero de curaciones y
ofrece la oportunidad de demostrar que el cancer ha sido erradicado del organismo ya
que el patélogo puede examinar el espécimen retirado, el cual debe presentar una capa

de células normales alrededor de la forma cancerosa. Sin embargo, presenta desventajas
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ya que la eliminacién de la masa tumoral visible no garantiza la eliminacién de
extensiones microscopicas, que caracterizan al cdncer (metéstasis). Ademads si el tumor
afecta 6rganos vitales puede dafar las funciones fisioldgicas y apariencia del paciente al

intentar removerse. (Hellman y Vokes, 1996).

Quimioterapia

La quimioterapia consiste en la administracion de farmacos antineopldsicos que
provocan la destruccion de las células tumorales, al obstaculizar sus funciones, incluida
la division celular. Se emplea ante todo para el tratamiento de neoplasias generalizadas,
aunque a veces se utiliza para lesiones localizadas como coadyuvante de otros

tratamientos.

El tratamiento, su duracion, dosis, tipo de farmaco, entre otros, dependen de factores tan
diversos como el tipo de cancer, su localizacion y estado general del paciente (NANDA,

2003).

En la actualidad se usan mas de 100 medicamentos diferentes para combatir la
enfermedad y prevenir el crecimiento de las células malignas, se emplean los farmacos
solos 0 en combinacion con otros medicamentos o tratamientos. Dichos farmacos estdn
dirigidos a bloquear la multiplicacién cadtica que implica la enfermedad. Algunos
quimioterapéuticos sOlo ejercen su accidon en células que se estin reproduciendo
activamente, otros atacan especificamente a las células en una fase particular del ciclo
celular, por ejemplo en la fase M o S. Sin embargo no estdn especificamente dirigidos
hacia células malignas y es por ello que células normales con una tasa alta de
proliferacién como las células del sistema inmune y los foliculos pilosos, células de
recubrimiento del tracto digestivo y del tracto reproductor, se ven afectados por estos
quimioterapéuticos, causando efectos secundarios en los pacientes tratados (American

Cancer Society, 2010).



Algunos efectos secundarios son:

- Fatiga - Lesiones en la boca

- Naduseas - Dolor

- VOmitos - Conteo de células sanguineas bajo
- Caida del pelo

Los 6rganos que sufren dafio principalmente son:
e Elcorazon
e Los pulmones
e Los nervios
e Los rifiones

e Los 6rganos reproductores

Radioterapia

Consiste en el uso de energia ionizante y su finalidad es eliminar las células cancerosas y
reducir la masa tumoral. La radiaciéon puede daiar a cualquier molécula dentro de la
célula, el dano mds notable es al ADN causando muerte celular que se expresa como
perdida de proliferacion, las células pueden morir en interfase o muerte relacionada con
la mitosis. Pero este tipo de terapia puede afectar a las células normales, ademds de que
se ha observado que el efecto depende de la fase del ciclo celular en la que se encuentran
las células malignas. Adicionalmente, existen células mas resistentes que otras, por lo
cual no se asegura la muerte de todas las células malignas irradiadas (Tannock y Hill,

1998).

Terapia Hormonal

Las hormonas son sustancias que funcionan como mensajeros quimicos en el cuerpo.
Pueden ser proteinas pequeiias o derivados de los esteroides. Afectan las acciones de las
células y de los tejidos en varios lugares del cuerpo y ordinariamente llegan a sus

objetivos por medio del torrente sanguineo (Instituto Nacional del Cancer, 2012).



La terapia hormonal (llamada también hormonoterapia, tratamiento hormonal o terapia
endocrina) hace més lento o detiene el crecimiento de tumores sensibles a las hormonas
ya que bloquea la capacidad del cuerpo para producir hormonas o interfiere en la
actividad hormonal. Las neoplasias sujetas a tratamientos hormonales son: cdnceres de
la mama, de ovario y de prdstata. Sin embargo, los tumores que no son sensibles a las

hormonas no reaccionan a la terapia hormonal (Instituto Nacional del Cancer, 2012).

Los farmacos de la terapia hormonal se clasifican:

e Moduladores Selectivos del Receptor de Estrogeno (SERMs por sus siglas
en inglés): Estos farmacos funcionan al interferir con la actividad
del receptor de estrégeno.

eInhibidores de la aromatasa: Estos agentes funcionan al bloquear la
produccion del estrogeno por la enzima que la hace de sus precursores.

eReguladores de receptores: Esta clase de farmacos funcionan al bajar los
niveles del receptor del estrogeno.

e Moduladores Selectivos de los Receptores de Andrégenos (SARMs por sus
siglas en inglés): Estos agentes funcionan al interferir con la actividad

del receptor de andrégeno (Instituto de Cancer Winship, 2008).

Su principal inconveniente es su uso limitado a pocos tipos de neoplasias ademés
el uso de los farmacos pueden aumentar el riesgo de enfermedades cardiovasculares
por el aumento de colesterol en la sangre en el caso del uso de andlogos y
antagénicos de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) y
antiadrégenos en el tratamiento de cancer de préstata (American Cancer Society,

2013).

En el caso de los tratamientos para cancer de seno en mujeres y hombres los efectos
adversos ademds de los bochornos y cambios de humor son la formacién de
codgulos sanguineos y el tamoxifeno puede ayudar al desarrollo de cédncer en el

endometrio y uterino en mujeres (Fisher et al., 1998).
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Inmunoterapia

El Sistema inmunolégico es una organizacién de defensa de mudltiples funciones que
evoluciondé para proteger a los animales de la invasién de los microorganismos
patégenos y el cancer (Kindt et al., 2007). En el cancer el rol del sistema inmunolégico
consiste en erradicar las células cancerigenas por medio de respuestas especificas del
tipo adaptativo mediadas principalmente por células T (Abbas, 2008).

Existen dos formas en que el sistema inmunoldgico puede responder contra las células

neoplasicas:

1. Respondiendo contra antigenos especificos del tumor (Moléculas que se
encuentran presentes unicamente en las células malignas y no aparecen en
células normales del cuerpo).

2. Antigenos asociados al tumor (Moléculas que no son tnicas de células tumorales
pero que estdn presente de forma diferente en células normales) (Kindt et al.,

2007).

En la inmunoterapia del cancer el tratamiento puede consistir en un refuerzo del sistema
inmunitario a través del uso de un coadyuvante o una citocina, entre las citocinas
valoradas en inmunoterapia se encuentran: INF-a, INF-f e INF-y, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-
12, GMS-CSF y TNF, o algo maés especifico como el uso de anticuerpos monoclonales
dirigido contra tipos especificos de tumores (Kindt et al., 2007) asi como los
tratamientos que estd en investigacion como la inmunoterapia de células T adoptivas

(Gattinoni et al., 2000).

Otros Tratamientos

Actualmente, a pesar del desarrollo de técnicas modernas de cirugias y trasplantes,
mejores métodos de irradiacion, al igual que nuevos farmacos citotdxico, que dan la
posibilidad de tratar exitosamente algunas formas de céncer, existen células neoplésicas

que logran sobrevivir y diseminarse en el organismo. Es por ello que siguen las



investigaciones para proponer otros tratamientos experimentales como el uso de vacunas
de ADN, vacunas de proteinas, uso de microRNAs, RNA de interferencia, entre otros
para combuatir las neoplasias, buscando evitar los efectos secundarios devastadores para

los pacientes.

Sin olvidar que hay remedios usados tradicionalmente por personas que sufren algin
tipo de neoplasia, como la herbolaria, uso de suplementos alimenticios, cambios de
dietas y estilo de vida, a este tipo de tratamientos se les conoce como medicina

alternativa y complementaria

Medicina Alternativa y Complementaria

La medicina alternativa y complementaria (MAC o CAM por sus siglas en inglés;
Complementary and Alternative Medicine) es comunmente practicada en nuestro pais,
en especial por adultos con enfermedades crénicas-degenerativas (Aceves -Avila et al.,

2001; Argaez-Lopez et al., 2003).

Se define a MAC como un dominio amplio de los recursos curativos que abarca todos
los sistemas de salud, modalidades précticas, teorias y creencias, que no sean los
intrinsecos al sistema de salud politicamente dominante de una sociedad o cultura dentro
de un determinado periodo histérico (NIH 1997). De igual forma lo definen como
aquellos tratamientos que generalmente quedan fuera de la corriente principal de la
medicina alopatica (Kelly et al., 2004). Otros lo definen como cualquier agente o
practica iniciada a partir del diagndstico que no forman parte de la norma de atencién

para un paciente con cdncer (Goémez-Martinez et al., 2006).

El uso de terapias alternativas no necesariamente es inocuo y puede ser daifiino a través
de una variedad de mecanismos, tales como: la reduccién de la eficacia de la
quimioterapia debido a las interacciones de los suplementos a base de hierbas o
antioxidantes, la contaminacién por Salmonella o sustancias téxicas como el mercurio y
el arsénico o la interrupcion del tratamiento formal, ya que algunas terapias se han

promocionado como curas para el cdncer; en especial el uso de extractos de hierbas
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puede afectar el funcionamiento correcto de diversos 6rganos como el higado o rifiones

(G6émez-Martinez et al., 2006).

En una encuesta realizada en México, a padres de niflos con cancer (110 pacientes), que
han usado la Medicina Alternativa y Complementaria; la informacién recabada arrojo
que el uso de la terapia con hierbas o extractos de plantas es del 69% (53 pacientes),
seguido por otros productos como piel de vibora, calcio de coral, cartilago de tiburén
entre otros. Esta preferencia por el uso de remedios herbolarios refleja un patrén cultural
antiguo observado en adultos mexicanos con enfermedades reumdticas, en los cuales
estas terapias han sido documentadas hasta en el 50% de los pacientes, lo anterior se

resume en la Tabla 2 (Aceves—AVila et al., 2001).

Tabla 2. Tipos de Medicina Alternativa y Complementaria més empleadas.

Tratamiento Alternativo Utilizado # de Pacientes  Porcentaje (%)

Hierbas o  extractos de  plantas

53 69
administrados oralmente
Otros productos administrados por via oral | 20 26
Homeopatia 19 25
Suplementos nutricionales 9 12
Cambios en la dieta 7 9
Bioenergeticos 7 9
Oraciones 3 4
Pomadas directamente en la piel 1 1

Tabla tomada de Aceves-Avila et al., 2001, N=77 encuestados, algunos usan mds de dos MACs.

Plantas Medicinales. Tradicion herbolaria

Las plantas han constituido la base de sofisticados sistemas de medicina tradicionales

que han existido desde hace miles de afios y seguirdn proporcionando a la humanidad

nuevos remedios (Gurib-Fakim, 2006). Es en el hemisferio sur del planeta donde el 80%
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de la poblacion todavia depende de un sistema tradicional de la medicina basada en

hierbas medicinales (Ramawat y Goyal, 2008).

A medida que las civilizaciones se desarrollaron para los 3000 afios a. C. en Egipto,
Medio Oriente, India y China, el uso de las hierbas medicinales se volvié maés
sofisticado y se prepararon registros escritos sobre ellas. Los primeros registros, estdn en
tablillas de arcilla en escritura cuneiforme y son de Mesopotamia, datan de alrededor de
2600 a. C. (Gurib-Fakim, 2006), pero las plantas especificas a ser utilizadas y los
métodos de aplicacién para las dolencias particulares se transmitian a través de la
historia oral. Posteriormente, la informacién sobre las plantas medicinales a base de
hierbas se registr6 en herbarios (Balunas y Kinghorn 2005). Histéricamente, los
medicamentos a base de hierbas se utilizaron como tinturas, emplastos, polvos y tés

seguido de formulaciones, y por ultimo, como compuestos puros (Ramawat et al., 2009).

Plantas como fuente de compuestos anticancer

Moléculas vegetales, sus derivados semisintéticos y sintéticos son fuentes importantes
de farmacos antitumorales. Segin Cragg y Newman en el 2007, més del 50% de los
farmacos en los ensayos clinicos para actividad contra el cancer, se aislaron a partir de

fuentes naturales o estan relacionados con ellos.

Alrededor de dos docenas de nuevos farmacos derivados de fuentes naturales fueron
aprobados por la FDA y se introdujo en el mercado durante el periodo 2000-2005 y se
incluyen medicamentos para el cdncer, enfermedades neuroldgicas, cardiovasculares,
metabdlicas e inmunoldgicas, y desdérdenes genéticos (Ching et al., 2006). Siete
derivados de plantas farmacos actualmente utilizados clinicamente para varios tipos de
canceres son taxol a partir de especies de Taxus, la vinblastina y la vincristina de
Catharanthus roseus, topotecan e irinotecan a partir de Camptotheca accuminata,

etoposido y tenipdsido de Podophyllum peltatum (Patwardhan et al., 2004).
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Paclitaxel (Taxol), es un diterpeno aislado de la corteza de Taxus brevifolia. A pesar
de que el interés por este drbol se dio en 1960, ya se conocian las propiedades
medicinales del drbol del tejo desde siglos atrds; a este drbol se le conocia como arbol de
la muerte por sus caracteristicas venenosas; las tribus norteamericanas las usaban como
desinfectante, para provocar el aborto, asi como para el tratamiento del cancer de piel
(Nicolaou et al., 1996). En 1964 el Instituto Nacional de Cancer (NCI, por sus siglas en
inglés) encontré que un extracto de la corteza Taxus brevifolia, era téxico para los
cultivos de células de leucemia. Sin embargo el aislamiento del compuesto responsable
de la citotoxicidad fue realizado en 1967 por Mansuck C. Wani y Monroe E. Wall y lo
nombraron Taxol, ya que comparte similitudes quimicas con la familia de taxanos,
ademds que se obtuvo de una planta del género Taxus (Orbelies y Kroll, 2004). El
mecanismo de accién del paclitaxel y docetaxel, ambos compuestos conocidos como
taxanos, es unirse a los microtubulos (Horwitz, 2004), afectando de manera dindmica la
division celular induciendo de esta manera la muerte de las células (Rowinsky y

Donehower, 1995; Tannock y Hill, 1998).

El paclitaxel se puso en el mercado en 1993, para el tratamiento de céncer de ovario, de
pulmén, sarcoma de Kaposi y cdncer de mama. El docetaxel se aprobé en Estados
Unidos en 1996 para su uso en cancer de mama (Shu, 1998). Estos farmacos atacan
preferentemente a que las células cancerosas ya que se dividen con mayor frecuencia
que las normales, sin embargo existen células normales con una alta tasa de
proliferaciéon como los linfocitos y los foliculos pilosos, que con frecuencia son
afectados, teniendo como consecuencia la depresion del sistema inmune, retraso de las

sanciones nerviosas, nauseas y pérdida de cabello (Tannock y Hill, 1998).
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Fig. 1. Izquierda: imagen representativa de Taxus brevifolia. Derecha: Diterpenos anticancerosos

obtenidos de especies del género Taxus (Shu 1998)

Vinblastina y Vincristina: se aislaron de una planta usada para el tratamiento de la
diabetes: Catharanthus roseus (Vinca de rosada) (Cragg et al., 1994). Posteriormente
con modificaciones quimicas se logr6 obtener compuestos semisintéticos como la
vinorelbina y vindesina (Newman et al., 2000). La vincristina junto con otros
medicamentos se emplea para tratar leucemia linfocitica infantil aguda, céncer de
cervicouterino, de colon, de mama, entre otros carcinomas (Moura et al., 2002), la
vinblastina se ha empleado para el linfoma de Hodgkin, carioepitelioma y céncer de
ovario al igual que la vinorelbina (Silva ef al., 2003). Estos compuestos son alcaloides
que se unen a la tubulina, evitando la polimerizacion de los dimeros de tubulina y por
ende la formacién de los microtibulos, los cuales son de vital importancia para la
formacidn del huso en la célula que entrara en mitosis, ademds de proporcionar forma y
estabilidad a la célula, motilidad, adherencia y trasporte a la célula. Cuando el complejo
tubulina-alcaloide se une a los microtibulos trae como consecuencia que la célula sea

arrestada en la fase M del ciclo celular. (Warber, 1999).
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Fig. 2. Imagen del arbusto y flores de la vinca de

Madagascar o vinca rosada Catharanthus roseus.

Fig. 3. Estructuras de los
complejos anticancer
naturales y

semisintéticos obtenidos

CHO cogMe

de Catharanthus roseus. Vincristina (1) Vinblastina (2)

Vinorelbina (3)

Vindesina (4)

La camptotecina fue aislada de la Camptotheca acuminata, arbol de ornato chino, sus
extractos fueron investigados en la década de los 50 como fuente de saponinas
esferoidales para su posterior conversion en cortisona y fue al azar que se decidid
evaluar su actividad antitumoral (Cragg et al., 1994), observandose que el principio
activo era la camptotecina (Oberlies y Kroll 2004). Sin embargo, debido a la alta
toxicidad de la sal sddica de la camptotecina, la evaluacion clinica de este extracto fue
suspendida (Newman et al., 2000). Y fue hasta 1985 que el interés por esta molécula se
retomo debido a su novedoso mecanismo de accidn que involucra a la topoisomerasa I,
una enzima encargada del relajamiento del ADN durante la replicacion (Newman 2004).
Esta molécula fue modificada quimicamente y se obtuvieron distintos compuestos

quimicos como el topotecan, aprobado posteriormente para el tratamiento contra el
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cancer de ovario en 1996 en Estados Unidos (Shu 1998), el irinotecan (CPT 11), usado
en Japon desde 1994 y posteriormente aprobado en EUA en 1996, para tratar el cancer
colorrectal, ovario y pulmén (Shu, 1998; Oberlies y Kroll 2004), y los compuestos 9-
aminocamptotecina, 9-nitro-camptotecina y DX-8915F los cuales tienen mayor efecto
citotéxico que la irinotecan y la topotecan. (Shu, 1998). Estos estudios corroboraron que
el bloqueo de la actividad de la Topoisomerasa I puede ser usado como blanco
terapéutico, ya que esta enzima se ha encontrado sobreexpresada en los tumores
malignos (Husain et al., 1994). La camptotecina y sus andlogos (CPT’s) actian al
enlazarse con el ADN-Topo I, lo que estabiliza dicho complejo divisible, evitando asi la

liberacién del ADN y por lo tanto la replicacion (Fan et al., 1998).
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camptotecina alcaloide obtenido T 9-aminocamptotecan (12)
de C. acuminata. (Cragg y

Newman 2004). wo
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Etopésido y Teniposido son derivados semisintéticos provenientes de un lignano
conocido como podofilotoxina 1, extraido de la planta Podophyllum peltatum. Estos

farmacos resultan utiles en el tratamiento de neoplasias como linfomas, leucemias
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agudas, Sarcoma de Kaposi asociado a al sindrome de la inmunodeficiencia adquirida, y
canceres de pulmoén, ovario, testiculo, vejiga y cerebro (Xiao et al, 2004). La
podofilotoxina 1 es un potente inhibidor de la polimerizacién de la tubulina y mientras
que el etopdsido y el tenipdsido actiian como inhibidores de la topoisomerasa II, una
enzima nuclear que resuelve diversos problemas topolégicos del ADN, los cuales surgen
en procesos bioldgicos involucrados en la division celular, tales como trascripcion,
recombinacion-replicacion y reparacién cromosémica (Alton y Harris, 1993). Tanto el
etopdsido como el tenipdsido han sido sometidos a modificaciones estructurales, esto
para mejorar su eficiencia clinica asi como para superar algunos problemas asociados a

su uso como el desarrollo de resistencias, mielosupresiéon y baja biodisponibilidad por

via oral, algunos productos generados son TOP53, GL331 y el etopofos (Abad-Reyes et
al., 2008).

Fig. 6. Planta Podophyllum peltatum.
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Fig.7. Farmacos andlogos a la podofilotoxinal, Etopdsido y Tenipdsido y sus derivados (Abad-Reyes et

al., 2008).
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Extractos de plantas con actividad citotoxica in vitro e in vivo

En un estudio realizado por Laundry de Mesquita y colaboradores en el 2009, se
investigd el potencial citotéxico de 412 extractos de plantas obtenidos mediante la
extraccion con etanol, hexano, diclorometano y con una solucién hidroetanélica, dichos
extractos fueron derivados de 50 plantas brasilefias utilizadas en la medicina tradicional
pertenecientes a 21 familias, se probaron contra lineas de células tumorales en cultivo.
Sus resultados muestran que de los 412 extractos, 28 presentan un efecto
antiproliferativo importante, inhibiendo por lo menos el 85% de la proliferacion de las
células tumorales a 50 pg/mL en contra de cuatro lineas tumorales carcinoma de colon
humano (HCT-8), carcinoma mamario (MDA-MB-435), cerebro (SF-295) y Leucemia
(HL-60). De los 28 extractos, 19 mostraron un Indice de Concentracién media menor de
30pug/mL, 14 mostraron un ICsyp menor a 20ug/mL y 6 menores a Sug/mL en contra de

las cuatro lineas celulares. (Laundry de Mesquita et al., 2009).

En Colombia, Betancur-Galvis y sus colaboradores encontraron en el 2002 que seis de
diez especies de Euphorbia empleadas en el tratamiento de cdncer presentaron
citotoxicidad en células HelLa. Mientras tanto en México se encontrd que los extractos
de hexano, acetato de etilo, y metanol de Cuphea aequipetala (Lythraceae), conocida
comunmente como “Hierba del Cancer”, presentan una ligera citotoxicidad en una linea
celular de cancer de cérvix (UISO-SQC1) (Waizel-Bucay et al., 2003), mientras que las
fracciones obtenidas con acetona-agua presentaron una dosis efectiva 50 (DEs) de 0.418
y 2.40 pg/mL en la linea DU-145 de carcinoma de préstata (Vega-Avila et al., 2004).
Por otro lado se encontr6 que el extracto etandlico crudo de hojas de Cupressus
lusitanica Klotzsch (Cupressaceae) resultd ser citotoxico en un panel de lineas celulares
de cancer, observandose que la via de muerte celular fue por apoptosis (Lopez, 2001;

Lopez et al., 2002).

Mena-Rejon y sus colaboradores en el 2009 trabajaron con 9 plantas de la peninsula de
Yucatin (México), empleadas cominmente por mayas, encontraron que de los 25

extractos metandlicos obtenidos, 16 resultaron tener una citotoxicidad significativa.
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Dichos extractos fueron retados contra cuatro lineas celulares de cancer humano:
carcinoma nasofaringeo (KB), carcinoma de laringe (Hep-2), adenocarcinoma de cérvix
(HeLa), carcinoma escamoso de cérvix (SiHa), y una linea de células normales, las
células de rinén canino (MCDK). A dichos extractos se les calculd tanto el indice de
actividad citotoxica media como el indice de selectividad, el cual se define como la

relacidn de la citotoxicidad en células normales entre las células cancerosas

SI= CCsp_células normales

CCsp lineas celulares de cancer)

De los 16 extractos, 4 mostraron actividad contra células HEp-2; 5 en células HeLa, 8 en
las células SiHa y 4 mostraron efectos citotoxicos tanto en SiHa y HeLa. Ninguno de
los extractos ensayados mostraron una citotoxicidad significativa en las células KB y
solo un extracto mostrd alta actividad citotéxica sobre las células normales (MDCK). El
extracto de corteza de raiz de Hamelia patens fue el que mostr6 mayor citotoxicidad

contra células HeLa (13ug/mL) y en células SiHa (22ug/mL) (Mena-Rejon et al., 2009).

Otro trabajo de investigacion realizado en México, fue elaborado por Villavicencio y
colaboradores en el 2008, en el estado de Hidalgo con tres plantas de la region Juniperus
deppeana, Solanum rostratum y Bidens odorata, utilizadas para el tratamiento de
heridas, tlceras, tumores y cancer de matriz. El extracto etandlico de J. deppeana fue el
que presento mayor citotoxicidad con Clsy de 4.63ug/mL seguida de S. rostratum con
ICso de 127.5 pg/mL, mientras que B. odorata no mostro actividad citotoxica

(Villavicencio et al., 2008).

También hay estudios que comienzan con pruebas in vitro y los completan en modelos
murinos como por ejemplo el trabajo realizado por Sacoman y sus colaboradores donde
prueban la actividad citotoxica del extracto crudo diclorometano (DCE), obtenido a
partir de las partes aéreas de Pothomorphe umbellata. Este extracto se evalud frente a
nueve lineas celulares de cancer humano (cancer de mama (MCFE-7), cancer de ovario

resistente a multiples drogas (NCI ADR / RES), cancer de ovario (OVCAR-3), cancer de
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prostata (PC-3), cdncer de colon (HT-29), cdncer de pulmén de células no pequeiias
(NCI-H460), renal (786-O), melanoma (UACC-62), leucemia (K-562). El DCE
presentan actividad antiproliferativa contra todas las lineas celulares a bajas
concentraciones (entre 4,0 y 9,5 ug/mL). Ademds también se probd el extracto in vivo
inyectando intraperitonealmente 100, 200 y 300mg/Kg del extracto, la supervivencia en
numero y la duracién de la vida de los animales aumentaron al menos un 45% con 100 y
200 mg/Kg del extracto y 50% con el tratamiento de 300 mg/Kg, (8 animales por grupo)
(Sacoman et al., 2008).

Es de importancia mencionar que no existen muchos trabajos in vivo donde se induzca el
tumor y se prueben extractos de plantas medicinales. En México diversas especies de la
flora medicinal son utilizados popularmente para el tratamiento de enfermedades como

el cancer sin embargo muy pocas de ellas se han estudiado cientificamente.

Generalidades de la Hierba del Cancer (Cuphea aequipetala)

Aspectos etnobotanicos y etnomédicos

Cuphea aequipetala Cav. es una de las plantas de origen americano utilizada en la
herbolaria mexicana (Argueta et al., 1994), cuyas hojas y tallos han sido empleados
empiricamente en el tratamiento de golpes, diarreas, padecimientos estomacales,
paperas, bafos post-parto, lavado de lesiones, para disminuir fiebre, en tumores y
heridas cutdneas de dificil cicatrizacion y en contra de la caida del cabello (Waizel-
Bucay et al., 2003). Esta planta recibe el nombre popular de hierba del cancer, alfilerillo
o arnica falsa, entre otros (Aguilar-Rodriguez, et al., 2012). Aguilar-Rodriguez y
colaboradores, realizaron entrevistas a habitantes de un lugar llamado Villas de Carbon
en el Estado de México, constatando que esta planta aun es empleada en la herbolaria
mexicana e indicaron los porcentajes de los usos medicinales que los lugarefios le dan a

C. aequipetala, los cuales se muestran en la figura 8.

20



B Caspa, 6%

B Cancer, 12%

u Cdlicos
Menstruales, 9%

Fig. 8. Porcentajes de los usos medicinales de Cuphea aequipetala reportados por los habitantes de Villa

del Carbon, Estado de México (Aguilar-Rodriguez, et al., 2004).

La especie se agrupa en el orden de Myrtales dentro de la familia Lythraceae, posee
Sinonimia botdnica. Parsonsia aequipetala (Cav.) Es una hierba de 40cm a 1m de altura,
su tallo es generalmente postrado y con filamentos de color violdceo o rojizo, sus hojas
son opuestas, en forma de lanza, con la parte inferior mds ancha y el envés también con
filamentos; tiene flores que salen de entre la unién de la hoja y el tallo, de color purpura
o rosa purptireo, en forma de trompeta; en México se distribuye principalmente en la
zona centro y sur, fuera del pafs se registra hasta Guatemala (Aguilar-Rodriguez, et al.,
2012). Crece en climas cdlido, semicélido, semiseco y templado; estd asociada a terrenos
de cultivo de temporal, bosques tropicales caducifolios y subcaducifolio, matorral

xerdfilo, pastizal y bosques espinoso, meséfilo de montafia, de encino, de pino, mixto de

A Fig. 9. Flor, tallo y hoja de la planta

Cuphea aequipetala “hierba del cancer”.
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Aspectos quimicos y farmacolégicos

Con respecto a la composicion quimica, Maximino Martinez reporta en su libro “Las
plantas Medicinales de México”: que “la planta contiene grasa sélida, concha, aceite
esencial, 4cido ténico, clorofila y material colorante amarillo, un glucésido, resina 4cida
y glucosa, principios pépticos, dextrina y sus andlogos, almidon, sales minerales,

celulosa y lefiosa” (Baytelman, 1992).

En ensayos mds recientes un extracto de acetona-agua de C. aequipetala mostrd la
presencia de taninos hidrolizables (elagitaninos) y condensados, asi como de flavonoides
y compuestos fendlicos (Vega-Avila er al., 2004). También se conoce C. aequipetala
contiene manitol (Aguilar-Rodriguez et al., 2012), el cual también ha sido identificado
de especies relacionadas como C.writii (Pérez-Castorena y Maldonado, 2003), C.
epilobifolia, C. infundibulum, y C. carthagenesis (Gonzdlez et al., 1994), Waizle-
Bucay y colaboradores encontraron en el 2003 que el extracto metandlico de la Hierba
del cancer presenta alcaloides, flavonoides, glucosidos y lactonas sesquiterpenicas y
consideran que dichos compuestos pueden ser los responsables de su actividad
bioldgica. De igual forma se reporta que un extracto acuoso de C. aequipetala contiene
aldehidos y cetonas, carbohidratos, cumarinas, cloruros, hidrocarburos insaturados, p-
benzoquinonas, ademds de los ya mencionados flavonoides y taninos (Uscanga-

Palomeque, 2012).

Los estudios relacionados con actividad bioldgica realizados por Villarreal vy
colaboradores en 1992 muestran que las fracciones del extracto obtenidas con hexano,
cloroformo y etanol procedentes de las hojas de Cuphea aequipetala tienen actividad
citotéxica sobre las células cancerosas: P388 (leucemia murina), KB (carcinoma
nasofaringeo humano) y KB-VI (células de carcinoma nasofaringeo resistentes a
vincristina). Sin embargo Instituto Nacional del Céncer de E.U.A., (Suffness & Pezuto,

1991) report6 que estos extractos fueron inactivos en las lineas celulares evaluadas.

Por otro lado Vega-Avila y colaboradores en el 2004 reportaron que el extracto de

acetona-agua de Cuphea aequipetala presenta actividad citotéxica in vitro contra las
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linea tumorales humanas DU-145 (préstata) y HCT-15 (colén) con DE5p = 8.15 y 18.70
ug/mL (Vega-Avila et al., 2004). Mientras que en un trabajo realizado con el extracto
acuoso de esta hierba muestra que la Concentraciéon Efectiva media para la lineas
celulares de melanoma murino (B16F10) es de 261.52ug/mL, en el carcinoma mamario
humano (MCF7) la CEsg fue de 301.93ug/mL y en la linea celular de cadncer de pulmén
(INERS1) result6 de 487.20ug/mL (Uscanga-Palomeque, 2012).

Muerte celular

La muerte celular programada (MCP) es una via evolutiva conservada necesaria en el
desarrollo embrionario y para mantener la homeostasis de los tejidos adultos. Surge
como una respuesta fisiologica normal a diversos estimulos, incluyendo dafios
irreparables al ADN. (Sjostrom y Bergh, 2001). Asi pues defectos en el proceso de MCP
contribuye a enfermedades en las cuales ocurre la acumulacion celular como es el caso

del cancer.

Tipos de Muerte Celular Programada

e Tipo 1: Apoptosis.

Se manifiesta por formacién de ampollas en la membrana, la exposiciéon de
fosfatidilserina en la membrana plasmatica, activacion de caspasas, condensacion
nuclear y picnosis, con reduccion del volumen citoplasmdtico, fragmentacion celular
tardia y fagocitosis.

La activacion bioquimica de la apoptosis se produce a través de dos vias generales: la
via intrinseca, originando de la liberacion de citocromo C y la activacion asociada de la
caspasa 9 y la via extrinseca, proveniente de la activacion de los receptores de muerte de
la superficie celular, tales como Fas y que resulta en la activacién de la caspasa 8 o 10.
Una tercera via, se origina en el reticulo endoplasmaético y resulta en la activacion de la
caspasa 12 y 9, que convergen en la activacion de la caspasa 3, la caspasa efectora

(Castro-Obregén et al., 2004).
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e Tipo 2: Autofagia.
Es un proceso en el cual citoplasma y organelos son secuestrados en vesiculas con
membrana celular duplicada, liberando su contenido dentro de lisosomas, para su
degradacion y reciclaje de macromoléculas. Tiene funciones homeostiticas y de
biosintesis. Existen mecanismos de regulacién similares entre la apoptosis y la autofagia,
la via de sefalizacién que implica la quinasa PI3, AKT, quinasas mTOR, que es
estimulada por las sefiales de supervivencia para bloquear la apoptosis, inhibe la
autofagia de manera similar; cuando las sefiales de supervivencia son insuficientes, la
via de sefializacién de PI3K es regulada negativamente, con el resultado de que la

autofagia y / o la apoptosis puede ser inducida (Hanahan y Weinberg, 2011).

Otra interconexion entre estos dos programas reside en la proteina beclin-1, que se ha
demostrado por estudios genéticos ser necesaria para la induccion de la autofagia.
Proteinas BH3 sensoras de estrés pueden desplazar Beclin- 1 de su asociacion con Bcl-2
/ Bcl-X1, lo que permite la liberaciéon beclin-1 para activar la autofagia, como pueden
liberar a Bax y Bak para activar la apoptosis. Por lo tanto, la transduccion de las
proteinas de estrés BH3 (por ejemplo, Bid, Bad, Puma) pueden inducir la apoptosis y / o
la autofagia dependiendo del estado fisiologico de la célula (Hanahan y Weinberg,

2011).

e Tipo 3: Necrosis o Muerte citoplasmadtica.

Se caracteriza por una desintegracion general con pérdida de los organelos.

La definicion de necrosis es negativa, ya que se considera como tal aquel tipo de muerte
sin signos de apoptosis o autofagia. Algunas caracteristicas son: el volumen celular
aumentado, nicleo fragmentado con ADN fragmentado de forma irregular con patrén de
barrido, la membrana celular conserva su asimetria fosfolipidica y pierde su integridad,
el citoesqueleto se desorganiza y el citoplasma se vierte al espacio intersticial
fundamental que distingue la mayoria de las formas de necrosis de la apoptosis es la

rdpida perdida de los potenciales de membrana (De Toro, 2006).
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Necroptosis

Es un mecanismo de muerte que no requiere la activacion de caspasas o la presencia de
los miembros de la familia Bcl-2 proapoptéticos Bax o Bak, posee morfologia necrética,
esta estimulada por TNF-4, ligando de CD95 o TRAIL, en presencia de inhibidor de
caspasa de amplio espectro. Esta via de muerte celular puede ser inhibida por medio de
la sustancia Necrostatin-1, una sustancia derivada del indol, que Degterev y
colaboradores aislaron en 2005 , la cual funciona mediante la inhibicién de la actividad
quinasa de receptor de interacciéon con proteina quinasa 1 (RIPK1), por otro lado
Moujalled y colaboradores mencionan que RIPK1 no es indispensable para que ocurra la
necroptosis, pero que RIP3K (receptor de interaccion con proteina quinasa 3) y MLKL
(quinasa de linaje mixto de dominio similar) son necesarios para este tipo de muerte

celular (Moujalled et al., 2014).

Piroptosis

Esta via de muerte celular es dependiente inicamente de la caspasa-1. Esta caspasa no
estd involucrada en la muerte celular apoptética y su funcidn es procesar los precursores
de las citoquinas inflamatorias IL-18 e IL- 18, activdndolos. La activacion de la caspasa-
1 lleva a la fragmentacion del ADN vy a la lisis celular, ambos. Se puede considerar a la
piroptosis como un tipo de muerte necrética dependiente de la caspasa-1 (De Toro,

2006).

Paraptosis

La Paraptosis se define como la vacuolizacion citoplasmaética asociada con aumento de
volumen mitocondrial y del reticulo endoplasmaético el cual no responde a la inhibicion
de las caspasas y no existe formacion de cuerpos apoptdticos u otras caracteristicas
morfoldgicas de esta. Es mediada por la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAKP) y que puede ser activada por miembros de la familia TNF como TAJ/TROY y

por el receptor del factor de crecimiento tipo insulina. Es posible inhibir la paraptosis

25



por medio de la proteina AIP1/Alix, que interactia con otra relacionada a muerte, ligante
de calcio ALG-2, sugiriendo que este tipo de muerte es totalmente distinta de la
apoptosis. Existen pocos estudios sobre este tipo de muerte, por lo que aun su regulacion

es desconocida (Sperandio et al., 2004).

Genes de proliferacion y muerte

Gen p53

El gen p53 es conocido como “el guardian del genoma” ya que es un supresor de tumor
que desempefia un papel importante en la regulacion de la proliferaciéon celular y su
producto (la proteina) estd involucradado en la regulacion negativa del ciclo celular.
(Chang et al., 1993). Dicho gen que se ubica en el brazo corto del cromosoma 17
humanos y que estd compuesto por 5 dominios y 11 exones conservados evolutivamente
(Soussi, De-Fromentel y May, 1990). El gen p53 esta mutado en mas del 50% de las
neoplasias humanas, las alteraciones se dan entre los residuos aminoacidicos 130 y 290,
siendo en su mayor parte mutaciones de sentido equivocado que dan como resultado una
proteina alterada incapaz de desempefiar sus funciones normales. Siendo asi un cofactor

para desarrollar neoplasias debido a su mutacion (Soussi, De-Fromentel y May, 1990).

Genes bcl-2

Una familia de genes que contribuyen en la activacion y represion de la apoptosis son
los genes de la familia bcl-2. La sobreexpresion de la proteina Bcl-2 previene la
apoptosis, considerada por lo tanto como una molécula antiapoptética (Hanada, et al.,
1995). Por el otro lado, la proteina Bax actiia como un inductor de la apoptosis al influir
en la liberacion del citocromo C por la mitocondria activando asi a las caspasas
(proteinas efectoras de la muerte celular) (Eskes et al., 1998). Sin embargo, la regulacion
de la apoptosis parece ser mas compleja, debido a que existe evidencia de que algunos
miembros pro y antiapoptéticos de la familia Bcl-2 son capaces de actuar en vias

independientes para promover o reprimir la apoptosis (Knudson y Korsmeyer, 1997).
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También cabe mencionar que la familia de Bcl-2 participa en la muerte celular tipo 2
(Autofagia), ya que la proteina Beclin-1, la cual es un miembro de la subfamilia que
posee solo el dominio BH3, es necesaria para la induccién de la autofagia, su dominio
BH3 le permite unirse las proteinas antiapoptoticas como Bcl-2 / Bcl-X;, cuando Beclin-
1 es liberada de dicha unioén, la autofagia se dispara, lo anterior indica que la familia de
proteinas Bcl-2 no sélo regula la apoptosis, sino también controla la muerte celular
programada no apoptdtica que depende de los genes autofagia (Hanahan y Weinberg,

2011).

Gen del Tumor de Wilm’s (wtl)

El gen de wtl se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 11p13 (Call et
al., 1990) y las mutaciones en dicho gen fueron inicialmente descubiertas en el tumor de
Wilm’s (TW), un cancer renal pediatrico que afecta células precursoras embrionarias
pluripotentes. El dominio N-terminal de WT1 estd compuesto de secuencias ricas en
prolina-glutamina y esta involucrado en interacciones ARN y proteina, este dominio es
critico para la funcién de regulaciéon transcripcional ya que contiene dominios de
represién y activacion. El dominio C-terminal estd formado por cuatro dedos de zinc
tipo Krupple Cisteina2-Histidina2, que representan su dominio de unién a ADN, pero

también esta involucrado en interacciones ARN y proteina. (Menke et al., 1998).

Estudios han demostrado que WT1 es capaz de modular el mecanismo de apoptosis,
debido a su asociacion con bcl-2 y P53. El promotor del gen bcl-2 es activado
transcripcionalmente a través de un sitio de unién a WT1 de alta afinidad, sugiriendo
que WT1 exhibe un potencial oncogénico a través de la regulacion positiva de genes
anti-apoptoticos (Mayo et al., 1999). Por otro lado la asociacién fisica entre WT1 y p53
puede modular sus respectivas propiedades regulatorias de la transcripcion. En presencia
de p53 de tipo silvestre, WT1 actda como represor y en su ausencia como activador.
Ademads se sabe que WTI ejerce un efecto cooperativo en la transcripcion activada por
P53, ya que WTI1 estabiliza a la proteina P53 mediante sus dedos de zinc 1 y 2.
(Scharnhorst et al., 2000). También se ha encontrado que WTI1 activa o reprime

diferentes genes, que se muestra en la siguiente tabla
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Tabla 3. Blancos en los que actia WT1 y efecto que provoca. (Yang et al., 2007)

BLANCO EFECTO

Anfiregulina
F.C. de la insulina I (IGF-11)
F.C. ransformante (TGF)

Transcriptasa reversa de telomerasa
Humana (TERT) Represion

Receptores _

R. del factor de crecimiento epidermal Represion
(EGFR)

c-Myb
Ciclina £
P21
CélulaMadre Embrionaria

WT'1 Activacion/Represion
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Angiogénesis

La angiogénesis es un proceso fisiolégico que consiste en la formacién de vasos
sanguineos nuevos a partir de vasos sanguineos preexistentes. El proceso involucra la
participacion de células vasculares endoteliales, las cuales entran en division por
estimulos con factores de crecimiento y algunas otras moléculas como adenosina, 1-
butiril glicerol y nicotinamida. También participan células no vasculares, enzimas
proteoliticas que disocien membranas basales y matriz extracelular (Vera-Janavel et al,
2006). La angiogénesis es fundamental para la reproduccién, desarrollo y reparacién de
sistemas. Sin embargo, también es central para el crecimiento del cincer. Esto es, sin

vasos sanguineos, las células son incapaces de crecer en grandes tumores.

La angiogénesis tumoral es la proliferacion de un grupo de vasos sanguineos que
penetran en el interior del tumor, aportdndole el oxigeno y nutrientes indispensables para
su replicacion y crecimiento. Los estimulos de la angiogénesis tumoral son la hipoxia, la
inflamacion y las lesiones genéticas de los oncogenes o los supresores tumorales que

alteran la expresion génica de la célula tumoral. (National Cancer Institute, 2012).

Algunos de los genes de factores de crecimiento mds estudiados involucrados en la

angiogénesis son:

e K] factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). El VEGF se une al
receptor VEGFR-1 y VEGFR-2, y es capaz de inducir proliferacion, migracion y
formacion tubular con células endoteliales. Tiene nueve isoformas posibles de
diferente tamafio, las cuales se denominan VEGF145, VEGF148, VEGF162
VEGF165b VEGF183, VEGF206, VEGF121, VEGF165 y VEGFI189, las
ultimas tres isoformas son difusibles y son secretadas por la mayoria de las
células (Testa et al., 2008). Con ayuda de ratones transgénicos que
sobreexpresan VEGF se han podido observar las funciones de este gen, estos
ratones muestran tener abundante angiogénesis a nivel cutdneo y una condicion
de piel con el proceso inflamatorio, también se observé que estos ratones tienen

un crecimiento experimental del tumor més rédpido en comparacién en ratones
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tipo silvestre. En base a estos y otros resultados se observé que el VEGF estd
altamente correlacionado con la progresiéon tumoral y supervivencia (Ferrara,

2002).

El factor de crecimiento de respuesta temprana (EGR-1). Este gen codifica
para una proteina nuclear que funciona como regulador transcripcional,
pertenece a la familia de las proteinas con dedos de zinc tipo C2H2. Los
productos de los genes blanco que activa son necesarios para la diferenciacion y
la mitogénesis. En ensayos de inmunoprecipitacién de cromatina, en tejidos de
prostata, mama y coldn, se observé que EGR1 se une de manera especifica al
promotor del gen de las heparanasas, enzimas que degradan la matriz
extracelular permitiendo la movilidad de las células. Por otro lado, en un ensayo
de trans-activacion in vitro, se observo que la sobreexpresion de EGR1 en células
de melanoma actia como represor transcripcional de las heparanasas,
demostrando que el gen puede tener un rol como activador y represor de la
angiogénesis dependiendo del tipo tumoral donde se exprese ( De Mestre et al.,

2005).
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JUSTIFICACION

Entre los principales problemas del céncer se encuentran: la ausencia de tratamiento
especifico, sobre todo en etapas avanzadas (cuando existe metdstasis), y la toxicidad y
agresividad de los métodos para tratar de erradicar esta enfermedad. Sumado a lo
anterior, se sabe que la incidencia de esta enfermedad en nuestro pais y en el resto del
mundo va en aumento, llevdndonos a la bisqueda de tratamientos alternativos para
ayudar a combatir los diferentes tipos de neoplasias. México cuenta con una cultura
herbolaria ancestral y gran biodiversidad de plantas medicinales, a las cuales no se les ha
corroborado sus efectos anticancerigenos representando un gran potencial para el
descubrimiento de nuevos farmacos antineoplésicos. En este trabajo se busca determinar
el efecto toxico de los extractos acuoso y metandlico de Cuphea aequipetala “hierba
del cancer” in vitro, sobre varias lineas celulares de cancer e in vivo, en un modelo
murino de melanoma. Buscando que dichos extractos sean una terapia alternativa o se
empleen como adyuvantes de tratamientos quimioterapéuticos para disminuir los

efectos dafiinos de los tratamientos convencionales.
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HIPOTESIS

Los extractos metandlico y acuoso de C. aequipetala presentan actividad citotdxica,
mediante la modulaciéon de genes apoptéticos, de proliferacién y angiogénicos, sobre
diferentes lineas celulares de cancer asi como actividad antineopldsica in vivo en un

modelo murino de melanoma.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la citotoxicidad de los extractos acuoso y metandlico de C. aequipetala y su
efecto en la expresion de genes apoptéticos, de proliferacion y angiogénicos en las lineas
celulares, asi como la evaluacién del efecto antineopldsico en un modelo de melanoma

murino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener los extractos acuoso y metandlico de Cuphea aequipetala.

2. Determinar la citotoxicidad de los extractos acuoso y metandlico en las
diferentes lineas celulares de céncer.

3. Determinar la expresion génica involucrada en proliferaciéon y apoptosis y
angiogénesis celular.

4. Determinar la expresion de proteinas involucradas en proliferacion y apoptosis
celular.

5. Evaluar la actividad de los extractos sobre la masa tumoral en un modelo murino.

6. Evaluar la sobrevivencia de los ratones tratados con los extractos acuoso y

metanodlico de C. aequipetala.
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MATERIAL Y METODOS

Lineas Celulares

Se emplearon las linea de melanoma murino ATCC B16F10, la linea de carcinoma
pulmonar humano, INERS51 donada por el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, del ATCC se obtuvieron las siguientes lineas celulares: MCF7, linea
celular de cancer de mama humano, HEPG2, hepatocarcinoma humano, asi como una
linea transformada de rinén humano HEK?293 ,dichas células se trabajaron y preservaron
en cajas de cultivo celular con medio modificado de Dulbecco’s Eagle’s (DMEM)
suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino inactivado y antibiético antimicético 1X;
los cultivos se mantuvieron en una atmosfera con himeda relativa de 50% con 5% de
Didxido de Carbono a una temperatura de 37°C (en la incubadora Thermo scientific,
HEPA class 100; el medio de cultivo de las lineas celulares se cambiaba dos veces a la
semana, en el laboratorio de Biologia Molecular del Cancer de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn).

Material vegetal

La planta Cuphea aequipetala comtinmente denominada Hierba del cancer, se obtuvo en

el mercado Sonora del Distrito Federal.

Obtencion del extracto acuoso

Se hirvieron 300 mL de agua destilada por 10min y se dejo enfriar por Smin, pasado el
tiempo se le agrego el agua caliente a 100g de la planta, previamente molida y pesada, se
dej6  reposar por 15min, posteriormente se removié el material insoluble por
centrifugacién a 10,000 rpm durante 10min a 4°C y se pasé el sobrenadante por filtros
de papel Whatman con un tamafio de poro de 125mm, posteriormente el filtrado se
liofilizd, se pesoé el liofilizado siendo este el peso seco del extracto acuoso, el cual se
disolvia en el agua destilada necesaria para obtener una solucién stock de 25mg/mL,

empleando los cdlculos necesarios y se esterilizaba mediante el uso de filtros con un
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tamaio de poro de 0.2um, después de esta segunda filtracién la solucion stock result6 en

20mg/mL. Es decir un rendimiento del 80%.
Obtencion del extracto metanoélico

Se colocaron 100g de la planta molida en un matraz y se le agregaron 300mL de
metanol grado reactivo, el matraz se cubrié con papel aluminio y se dejé macerar por
48h a temperatura ambiente, se retir6 el material insoluble por centrifugaciéon a
10,000rpm por 10min a 4°C, el sobrenadante se hizo fluir a través de papel filtro
Whatman con poro de 125mm, se evapord el metanol por medio de incubacién a 50°C,
obteniendo un solido, este serd el peso seco del extracto metandlico el cual se
reconstituyo en agua destilada necesaria para obtener una solucion stock de 25mg/mL y
se esterilizé mediante el uso de filtros con un tamafio de poro de 0.2um, al filtrarse de

nuevo, la concentracion real resulto en 17mg/mL. Un rendimiento del 68%.
Ensayos in vitro

Analisis Morfolégico de las células tratadas con los extractos empleando el

microscopio invertido

La morfologia de las diferentes lineas celulares se examiné con el microscopio invertido,
antes y después de ser tratadas con los extractos tanto a las 24h, 48h como a las 72h de

exposicion y se registraron los datos.
Ensayo de citotoxicidad

El efecto de los extractos se probd en las lineas celulares B16F10, MCF7, HEPG?2,
HEK293 ¢ INERS51; 3x10° células fueron sembradas en placas de 96 pozos.
Posteriormente se incubaron por 24h, pasado el tiempo se retd6 a diferentes
concentraciones (0.25mg/mL, 0.5mg/mL, Img/mL y 2mg/mL) del extracto acuoso y

metanolico.
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Posteriormente a las 72h se evalué la viabilidad de las células por medio de la técnica
de reducciéon de MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazdlico)
(Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) la cual consiste en la preparacién de una solucién de
MTT 5 mg/mL en buffer PBS1X, se afadié 20uL por pozo y se incubo por 5S0min a
37°C, pasado el tiempo se retir6 el sobrenadante decantando la placa sobre papel secante
sin golpear la placa para evitar perdida de sales y se afiadieron 100uL de Dimetil
Sulféxido (DMSO) por pozo, posteriormente se incubaron por 10min a temperatura

ambiente y se leyo al espectrofotdmetro a 570nm.

Los ensayos se realizaron por triplicado y se graficaron incluyendo la desviacion

estandar.

Determinacion de la Concentracion Citotoxica 50 del extracto acuoso y metanoélico

en las diferentes lineas celulares.

Para calcular la CCsy de cada extracto se utiliz6 el logaritmo de las diferentes
concentraciones empleadas en unidades de microgramo/mililitro para cada extracto y
linea celular, obteniendo la ecuacion de la pendiente, en la cual se sustituird el valor de
50, debido a que este es el porcentaje de efecto que se busca calcular, posteriormente se
obtiene el antilogaritmo del resultado para tener la concentracion en pg/mL. A
continuacién se presenta un ejemplo grafico con la linea celular BI6F10 expuesta al

extracto de C. aequipetala
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Tabla 4. Ejemplo para calcular la CCs, de los extractos empleados

Cuphea aequipetala B16F10

mg/mL | pg/mL Log % Viabilidad
Concentracion Celular
0
0.25 250 2.40 52.15
0.5 500 2.70 33.08
1 1000 3.00 18.76
2 2000 3.30 3.89
CC 50 C. aequipetala
3.5 -
31 \\
£ 2.5 A
8 L,
8 15 y=-0.0188x + 3.3575
g 1 R? = 0.9954
0.5 -
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
%kEfectividad

Formula de la pendiente-intercepcion:

y=mx +b

Log CCso=m (50) + b

CCs) = Potencia base 10 o Antilog (log CCs)

Se sustituye X en la ecuacién de la pendiente:

Log CCsp = ((-0.0188*50)+3.3575)) resultando 2.4175 este es un logaritmo, por lo tanto
se calcula su antilogaritmo para obtener la CCs tedrica.

CCsp =POTENCIA (10, 2.4175) = 261.517045ug/mL
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Obtencion de Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP)

Como un control para probar la citotoxicidad de los extractos en células normales
humanas, se obtuvieron 20ml de sangre periférica de donadores sanos por puncién
venosa, colectada en tubos con EDTA, para evitar la coagulacion. Las CMSP se aislaron
por medio de un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) por
centrifugacién a 1600rpm durante 30min a 20°C, posteriormente fueron lavadas por dos
ocasiones con 10mL PBS1X a 1600rpm por 10min y se descart6 el sobrenadante, de
inmediato se resuspendi el pellet en medio DMEM adicionado con 10% de SFB y
antibidtico —antimicético 1X (Invitrogen). Posteriormente se sembraron en una
microplaca de 96pozos ajustando a 2.5 x 10° células por pozo y se retaron tanto con el
extracto acuoso como con el metandlico, se incubaron por 24h en una atmosfera con
humedad relativa de 50% con 5% de CO, a 37°C (Incubadora Thermo scientific, HEPA

class 100), posteriormente se realizé el ensayo de citotoxicidad.

Ensayo clonogénico

Se sembraron 100 células de la linea B16F10 por pozo en placa de 6 para los controles
y 500 células para ser retadas con los tratamientos, se dejaron incubar a condiciones
previamente descritas por 24h, pasado el tiempo se retiré el medio y se adicionaron 2mL
medio fresco a las diferentes concentraciones del extracto metandlico y se incubo por
24h, posteriormente se retird el medio con tratamiento y se agregaron 3mL de medio
nuevo y se dejo incubar por 8 dias a 37°C en una atmosfera de humedad al 50% y CO; al
5%, revisando el crecimiento de las células cada 48h. Concluyendo los 8dias se retir6 el
medio y se fijaron las células con 0.5 mL de Metanol: Acido acético (3:1) y se dejaron
incubando a -20°C durante 30min, después se retir6 el metanol: dcido acético y se lavd
la placa con 1 mL de PBSI1X, después de retirar el buffer se adicioné ImL del colorante
cristal violeta y se incub6 a 37°C durante 4 h, pasado el tiempo se retir6 el tinte y fueron
realizados 3lavados con PBS1X para quitar el exceso de cristal violeta, a continuacion se
procedié a contar cada colonia, se considera una colonia a un grupo de mas de 50

células.
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La férmula para tener datos cuantitativos son:

Efici 2 de Pl _ #de colonias contadas en el control 100%
ficiencia de Plaqueo = # de células sembradas x 0

#de colonias formadas después del tratamiento

Fraccion de sobrevivencia = —
# de células sembradas x EP

Ensayo de la Fragmentacion del ADN

Mediante esta prueba se determiné la integridad del ADN, se colectaron 1x10° células
tratadas previamente con la concentracion citotoxica media, en tubos eppendorf y fueron
centrifugados a 4000rpm durante Smin, se lavaron con buffer PBS1X y se centrifugé de
nuevo, inmediatamente se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 uL.
de buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, EDTA 10 mM, pH 8.0 y 0.5% Triton X-
100), incubandolo posteriormente por 10min a 4°C y centrifugando a 16000g por 30min.
Se tomo el sobrenadante y se le adiciono 2 pLL de RNAsa A (20mg/ml), seguido de una
incubacion de 60min a 37°C y después fue incubado con 5 puL de proteinasa K
(20mg/mL) a las mismas condiciones. E1 ADN en el sobrenadante se precipito toda la
noche a -20°C mediante la adiccion de 20 pL. de NaCl 5SM y 120 pL de isopropanol.
Posteriormente hubo una centrifugacion a 16000g durante 30min y se descartd me
sobrenadante y el pellet se lavé con ImL de Etanol al 75%, centrifugdndolo a 7500g por
Smin, el pellet se resuspendié en 30uL. de buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1 mM,
pH 8.0), seguido del corrimiento electroforético en gel de agarosa al 2.0%, el gel fue
tefiiddo con bromuro de etidio y el patron de ADN resultante se observé y fotodocumento

bajo luz UV.

Determinacion de la condensacion nuclear por medio de la tincién de Hoescht

En cajas de 6 pozos se colocaron cubreobjetos estériles y se sembraron 6x10* células
por pozo, se dejaron incubar por 24h a 37°C, HR 50% y 5% CO,, pasado el tiempo se

retird el medio cuidadosamente y se adicioné nuevo medio con la CC50, las placas se

39



incubaron durante diferentes periodos de tiempo (24, 48 y 72h), se retir6 el medio de los
pocillos y se lavaron con 1mL de PBS1X, posteriormente se fijaron con 1 mL de
Paraformaldehido (PFA) 4% durante 15min a temperatura ambiente, se retiré el PFA4%
y se lavaron dos veces con PBS1X, se prosigui6 a tefiir los cubreobjetos con 200 uL. del
colorante de Hoechst 33258 (0.5ug/mL) durante Smin, enseguida se descarto el exceso
de colorante, mediante tres lavados con PBS1X y se procedi6 al montaje del
cubreobjetos en un portaobjetos con ayuda de una solucién de glicerol: agua (50:50), se
dejoé secar por 48h a 4°C, al finalizar el tiempo se observaron las preparaciones en el

microscopio de fluorescencia en la regién UV (280 a 315nm).

Las imagenes se analizaron mediante el software ImageJ y los ensayos se realizaron por

triplicado y se graficaron incluyendo la desviacion estdndar.

Determinacion de apoptosis por medio de citometria de flujo usando anexina y

yoduro de propidio

La citometria de flujo fue empleada para dilucidar el tipo de muerte celular, para ello se
sembraron 4x10* células por pozo en placas d 24 pozos, dejando que las células se
adhirieran al plastico incubando 24h a 37°C, pasado dicho periodo las placas se
expusieron a los tratamientos (Omg/mL, 0.135mg/mL, 0.270mg/mL, 2mg/mL vy
etopdsido (EnZo) 1.5 mM, como control positivo) durante diferentes horas (24,48 y
72h), pasando los respectivos tiempos se recuperaron los sobrenadantes en tubos
eppendorf y a los pocillos se les agregaron 150uL de PBS1X estéril a modo de lavado y
se recuperd, posteriormente se agregaron 100uL tripsina dejdndola por 2min y se
neutralizo con 200 uLL de medio DMEM, tomando todo en el tubo eppendorf, seguido de
un lavado extra con PBSI1X. Una vez que se recuperaron todas las células, se
centrifugaron a 1,600rpm por 15min, se desechd el sobrenadante con ayuda de la
micropipeta, al pellet se le agrega una mezcla de Anexina-APC (0.25 pL) més Yoduro
de propidio (0.5 pg/mL) en 100 uL de Buffer de uniéon (HEPES 10mM pH 7.4, NaCl
140mM, Ca,Cl 2.5mM, filtrado y almacenado a 4°C) por muestra, posteriormente se

incub6 en oscuridad a 4°C durante 20min, por ultimo se ley6 en el citometro de flujo
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(Accuri C6 BD) y se analiz6 con el software proporcionado por la misma compaiia
Becton Dickinson. Cabe mencionar que los experimentos se realizaron por triplicado y

se graficaron con su desviacion estdndar.

Ensayo de inhibicion de caspasas

Este experimento se realizé de forma similar que el expuesto anteriormente, con la
diferencia de la adicién del inhibidor de amplio espectro Q-VD-OPh (10uM), 30min
antes de exponer a las células a los tratamientos (Omg/mL, 0.270mg/mL y etopdsido
1.50 mM, como control positivo). Los ensayos se realizaron por triplicado y se

graficaron incluyendo la desviacion estandar.

Analisis del ciclo celular y subG1

Sembraron 1x10° células por pozo en placas de 6, se dejo incubar 24h, posteriormente
se retaron con la CC50 y se incubaron a 37°C en una atmosfera con HR del 50% y 5%
de CO, durante 24, 48 y 72h, al cabo de cada tiempo se recuperaron las células en tubos
eppendorf, centrifugidndolas a 1,600rpm durante 15min, se retiré el sobrenadante y se
fijaron con etanol al 70% con burbujeo constante durante 60seg con una posterior
incubacion en hielo por 30min, pasado dicho periodo se realiz6 la centrifugacion a
1600rpm durante 10min retirando el sobrenadante, después fueron lavadas con PBS1X,
centrifugadas a 1600rpm durante 10min y posteriormente resuspendidos en 100uL de
RNAsa A (Smg/mL) + PBS1X , se incubaron por 10min, enseguida se les agregd 200
uL de PI (Img/mL) + PBS1X y se incubaron protegidos de la luz durante 20min y se
leyeron al citometro de flujo (flujo (Accuri C6 BD) y se analizé con el software

proporcionado por la misma compaiia BD.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa de genes de proapoptoéticos, antiapoptéticos,

angiogénicos y WT1

Se extrajo el ARN total de diferentes las células BI6F10, MCF7 y HEPG?2, las cuales
fueron sembradas en placas de 6 pozos a razén de 3x10° por pozo y tratadas con la CC50
y expuestas a plazos diferentes (24, 48 y 72h), terminado el tiempo, las células se
recolectaron mediante el método de Trizol, posteriormente se cuantificé el ARN y se
realizé la reaccidén de transcriptasa reversa, una vez que se obtuvieron los ADNCc, se
llevé a cabo la PCR, las reacciones se realizaron usando SuL. de ADNc de cada una de
las muestras, SuL. de buffer 5 X (10nM de Tris-HCIl, 50nM de KCl a pH final de 8.4),
0.5uL de dNTP’s (10mM), 0.5uL de cada oligonucledtido (100ng/uL. de sentido y
100ng/uL de antisentido), 1.5uL. de MgCl, (25mM), 0.2 unidades de Taq polimerasa y

aforando a un volumen total de 25uL por reaccion.

Tabla 5. Oligonucleétidos y condiciones usados para la reaccién en cadena de la polimerasa de wtl y

genes angiogénicos, antiapoptdticos y proapoptéticos.

Oligonucleétidos utilizados para PCR

GEN SENTIDO ANTISENTIDO

WT1 GATAACCACACAACGCCCATC CACACGTCGCACATCCTGAAT
VEGF GCGGGCTGCCTCGCAGTC TCACCGCCTTGGCTTGTCAC
EGR-1 TGACCACAGAGTCCTTTTCTGACA GAGAAGCGGCCAGTATAGGTGAT

Bcl-2 TCATGTGTGTGGAGAGCGTCAA GTGTGTGTCTGTCTGTGTGTGTGA

BelX TTGGACAATGGACTGGTTGA GTAGAGTGGATGGTCAGTG
G3PDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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Tabla 6. Condiciones usados para la reaccion en cadena de la polimerasa de wtl y genes angiogénicos,

antiapoptdticos y proapoptéticos.

Fragmento
Gen Desnaturalizacion Alineamiento Extension # ciclos wb)
P
G3PDH 94°C por 40 s 64 °C por 30 s 72°Cpor40s 35 452
VEGF 94°C por 30 s 59.2°C por 30 s 72°C por4dSs 35 512,644y 716
WT1 96°C por 40 s 64°C por 30 s 72°C por 40 s 35 120
EGR-1 94°C por 30 s 55°C por 30 s 72°Cpor45 s 35 115
Bcl-2 94°C por 30 s 60°C por 35 s 72°C por 30 s 35 422
BcelXg 591
BelX 94°C por 45 s 60°C por 45 s 72°C por 60 s 35
BCIXL 780

Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa al 1% en buffer SB para el corrimiento y visualizacién
de los productos de PCR de los genes estudiados. Las condiciones de electroforesis
utilizadas fueron de 100V por 30min. Los geles se analizaron en un transiluminador con

luz UV y se foto documentaron.

Extraccion y cuantificacion de proteinas

Se recolectaron las células de los tratamientos con los extractos de las placas de 6 pozos
en tubos eppendorf y se lavaron con PBS 1X. El paquete celular fue resuspendido en
buffer de lisis (Tritén 1%, NaCl 150mM, Tris 25mM pH 7.6) e incubado en hielo por 30
min. Transcurrido ese tiempo se centrifugd por 5 min a 10,000rpm y el sobrenadante
conteniendo las proteinas se transfirié a un nuevo tubo y se cuantificé por el método de
Lowry en microplaca, se tom6 el volumen necesario de proteinas y el resto se almaceno

a -80°C, para usos posteriores.
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Western Blot

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Se corrieron 50ug de proteina mas 4 ul de buffer de carga 6X (Tris base, SDS, azul
bromofenol, B mercaptoetanol y se colocaron a 90°C en el termoblock para su
desnaturalizacién) en un gel al 12 % de acrilamida, se corrié el gel en la cdmara de
electroforesis con buffer de corrida (25mM Tris Base, 250mM glicina pH 8.3 y SDS
1%), se dejo6 correr por 20min a 40V y posteriormente se aumenté el voltaje a 100V por

1h con 40min.

Trasferencia a membrana de nitrocelulosa

Se pasaron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa; como sigue: se formé el
“sandwich”, primero se colocaron esponja, papel filtro y membrana de nitrocelulosa en
buffer de trasferencia (Buffer de trasferencia 10X: 30g Tris-Base y 144g de glicina. Sol
de trabajo: 100mL de stock 10X mds 200mL de metanol y 700mL de agua) para
mantener humectada la membrana y a continuacién se preparé el sdndwich en el
siguiente orden: esponja, papel filtro, gel de acrilamida, membrana de nitrocelulosa y de
nuevo papel filtro y esponja y se corri6 en la camara humeda de transferencia a 25V toda

la noche a 4°C.

Inmunodeteccion

Se colocd la membrana de nitrocelulosa en una solucién bloqueadora compuesta de
TBS-Tween con leche descremada al 5% durante 1h, se retir6 dicha solucién y se
colocaron los anticuerpos primarios correspondientes para la deteccion de las proteinas
de Bcl-2, Bax, WT1 y B-actina como control de carga, para la normalizacion,
(anticuerpos mWT1-F2, mBcl-2, pBax-20, mf-actina, Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, CA, USA), la concentracién de anticuerpos primarios monoclonales fue de

1:500 en TBS-Tween 1% + leche descremada 2.5%, se incubaron durante 2h, mientras
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que los anticuerpos policlonales su concentraciéon fue de 1:1000 pasado el tiempo se
retird la solucidn anterior y se lavé la membrana con TBS-Tween 1% por 10min en 3
ocasiones y enseguida se anadié el anticuerpo secundario (conjugado) anti-ratén para
anticuerpos monoclonales y anti-conejo para anticuerpos policlonales, diluido a 1:5000
en TBS-Tween + leche al 2.5% y se incubaron por 2h, se retir6 el anticuerpo secundario
y se realizaron tres lavados a la membrana y finalmente se revel6 por medio del sistema
de quimioluminiscencia Lumi-Light Western Blotting (Roche, Pleasanton, CA, USA), el
cual se agregd en partes iguales y se dejo incubando durante Smin, se eliminé el exceso
de luminol y se fij6 en el cassette para ser expuesto al film y revelado en el cuarto

oscuro.

Ensayos in vivo

Material animal

Se emplearon ratones C5S7BL/6 negros de 7 a 8 semanas de edad (20-25g), obtenidas de
Harlan México (México, D.F). Los animales se mantuvieron en un ciclo de 12h luz-12h
oscuridad y se alimentaron con dieta para roedores y agua ad libitum. Se hicieron 2
grupos de 5 ratones cada grupo. El grupo control solo tenia el tumor sin ningun extracto,

el otro grupo se trato con el extracto metandlico en dosis de 25mg/mL.

Establecimiento de tumor subcutaneo en ratones

Se inocularon 5 x 10° células de B16F10 resuspendidas en 150ul de medio DMEM-F12
con SFB de los pases 3-12, en el flanco derecho de la pata posterior de los ratones

C57BL6 por via subcutdnea. El conteo de células para la preparacién de las inyecciones

se hizé por el método de exclusion de azul tripan.
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Esquema de tratamientos con los extractos metandlico y acuoso

Una vez implantado el tumor se procederd al tratamiento con los extractos, bajo el

siguiente esquema:

Tabla 7. Esquema de tratamiento in vivo

Control (Agua) Extracto Acuoso 25mg/mL Extracto Metandlico 25mg/mL

5 Ratones 5 Ratones 5 Ratones

al libitum durante 15 dias

Necropsia: Extraccion y medicion del tumor

El tratamiento fue administrado via oral, por medio del agua y tratamiento al libitum.

Los ensayos se realizardn siguiendo los lineamientos de ética y cuidado animal.

Obtencion del indice tumoral

Se obtuvieron los indices tumorales en base al volumen en mm®, se extrajé el tumor al
final de cada uno de los tratamientos, se tomaron las medidas con un vernier digital para
obtener el volumen que reflejo el indice tumoral. Los datos obtenidos se graficaron y se
sometieron a un andlisis estadistico, obtenindo la diferencia significativa entre los

grupos.
Evaluacion de la sobrevivencia de ratones tratados y no tratados
Se corrieron experimentos paralelos con cada uno de los tratamientos y se monitorearon

durante el tiempo para analizar su sobrevivencia, es decir no fueron sacrificados. Los

datos obtenidos se graficaron y se sometieron a andlisis estadistico.
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Extraccion del tumor

Pasado el periodo del tratamiento se procededié a sacrificar a los ratones, mediante la
dislocacion cervical, se extirparon los tumores, una parte de los tumores se colocaran en
formaldehido 10% para realizar inmunohistoquimicas y otra parte se preservara en
congelacién a -80°C para realizar extraccion de ARN y posteriormente RT-PCR, dichas

muestras podran ser usadas para trabajos posteriores.
Analisis estadistico
Los resultados se analizaron mediante ANOVA y prueba t-student, con ayuda del

programa SPSS Statistics ver. 18.0 y Prism Graphpad. La sobrevivencia se evalu6

usando la prueba log-rank. p<0.05 se consider6 significativa.
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RESULTADOS

Se obtuvieron los extractos tanto acuoso como metandlico, provenientes de la planta
Cuphea aequipetala, conocida como hierba del cancer y se retaron contra cinco lineas
celulares diferentes. El rendimiento del extracto acuoso fue de 80% y del metandlico de

68%.

Determinacion del efecto citotoxico de los extractos acuoso y metandlico de

C. aequipetala en las lineas celulares B16F10, MCF7, HEPG2, INER51 y HEK293.

Los porcentajes de viabilidad en las 5 lineas celulares, tratadas con dosis creciente del
extracto acuoso se muestra en la figura 10, las lineas celulares MCF7 y HEK293 fueron
las mas susceptibles al tener tan solo un 14.04% y 17.64%  de viabilidad
respectivamente a una concentraciéon de 0.2mg/mL, las siguientes fueron INERS1 y
HEPG2 que a la concentraciéon de 0.4mg/mL tuvieron un porcentaje de viabilidad de
9.46 y 4.40% respectivamente, mientras que la linea B16F10 necesit6 una concentracion

de 0.8mg/mL para presentar una viabilidad de 16.01%.
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Fig 10. Grdéfica del Porcentaje de viabilidad celular en las lineas de cdncer B16F10, INER51, HEPG2,
HEK?293 y MCF7 expuestas al extracto acuoso de C. aequipetala a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4,
0.6 y 0.8 mg/mL.
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La figura 11, muestra el efecto citotoxico del extracto metandlico, el cual tiene un efecto
mayor que el preparado acuoso. MCF7, HEK293 y HEPG?2, tienen una viabilidad de
9.67, 9.80 y 10.03 % a la concentracién de 0.17mg/mL, respectivamente. La linea
INERS1 alcanza porcentajes de viabilidad similares (7.02%) a los mencionados a la
concentracion de 0.34mg/mL y B16F10 resulta ser la menos susceptible al necesitar la
concentracion de 0.68mg/mL para tener una viabilidad de 8.34%. (Ver anexos tabla 8 y
9 para conocer los porcentajes exactos).
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Fig. 11. Gréfica del Porcentaje de viabilidad celular en las lineas de cancer B16F10, INERS51, HEPG2,
HEK?293 y MCF7 expuestas al extracto metanélico de C. aequipetala a concentraciones de 0.042, 0.085,
0.17,0.34,0.51 y 0.68 mg/mL.

Se lograron apreciar los efectos citopaticos ocasionados por los extractos sobre las
células tratadas con la ayuda del microscopio de luz visible con el objetivo 10X, los
cuales se muestran en las figuras 12 y 13 para el extracto acuoso y metandlico
respectivamente. En las imdgenes se logra apreciar los cambios morfolégicos de cada
linea celular, asi como su encogimiento, a concentraciones mayores se observa solo el
nucleo y restos celulares. Para la linea B16F10 sus cambios se observan desde la
concentracion de 0.40 mg/mL del extracto acuoso y a 0.34 mg/mL del metandlico, para
MCF7 los dafios se hacen aparentes a 0.10 mg/mL en el acuoso y 0.085 mg/mL en el
metandlico, a concentraciones de 0.20 mg/mL del extracto acuoso y 0.085 mg/mL del

extracto metanodlico tanto en INER51 y HEPG2 se ven los cambios morfoldgicos, por
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ultimo en la linea transformada HEK?293 se aprecia el dafio en la membrana celular a
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concentraciones de 0.10mg/mL y 0.085mg/mL de los extractos acuoso y metanolico.
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Empleando la ecuacién de la pendiente de las gréficas se obtuvieron las Concentraciones

Citotoxicas Medias, tal como se explico en la metodologia, los resultados se muestran en

la siguiente tabla.

Tabla 10. Concentraciones Citotdxicas Medias del extracto acuoso y metandlico en las diferentes lineas

celulares empleadas.

en pg/mL

B16F10 MCF7 INER51 HEPG2 @ HEK293
Extractos de | Acuoso 364.33 173.54 205.02 212.52 168.81
C. aequipetala
Metanolico | 269.71 96.45 169.24 145.88 146.62

En el modelo que implementamos in vivo se utiliz6 la linea celular de melanoma murino

(B16F10) los experimentos posteriores se realizaron sobre esta linea y empleando solo

el extracto metandlico ya que fue el que present6 un efecto mayor.

Determinacion de la citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica.

Para probar si los extractos afectan a células humanas no neopldsicas, se obtuvieron

CMSP, poniéndolas a prueba en contra de los extractos, se encontrd que la citotoxicidad

presentada frente a dichas células es muy baja o inexistente, ya que el ensayo de

viabilidad celular (MTT) no muestra diferencia entre el control sin tratamiento y las

diferentes concentraciones empleadas (Fig. 14).
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Fig. 14. Gréficas del porcentaje de viabilidad en las células mononucleares de sangre periférica, tratadas
con el extracto acuoso (grafica de la izquierda) y el extracto metandlico (grafica derecha) a diferentes

concentraciones.

Ensayo de formacion de colonias o clonogénico

Este es un ensayo de sobrevivencia basado en la habilidad de una sola célula de formar
una colonia, se considera colonia cuando estd formada al menos de 50 células hijas. Es
el método de eleccion para determinar la muerte celular reproductiva después del
tratamiento con radiaciones ionizantes, pero también se puede utilizar para determinar la
eficacia de otros agentes citotoxicos. En este caso usamos como agento citotéxico el
extracto metanodlico de C. aequipetala el cual fue adicionado a un nimero conocido de
células (50 y 100 para los controles y 500 para las tratadas) y solo se dejo en contacto
célula-extracto por 24h, las concentraciones empleadas fueron de 0.085, 0.17, 0.34,
0.68mg/mL, obteniendo un promedio de 162, 132, 138 y 4 colonias respectivamente.

La figura 15 muestra un ejemplo representativo de las colonias formadas a las diferentes

concentraciones utilizadas.
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Empleando la formula descrita en la metodologia se obtuvo una eficiencia de plaqueo
(EP) de 72.25% vy las fracciones sobrevivientes (FS) resultaron en 32.2% a la
concentraciéon de 0.085mg/mL, de 26.4%, 24.6% y 0.8% a las concentraciones de
0.17mg/mL, 0.34mg/mL y 0.68mg/mL respectivamente. Los datos se resumen en la

figura 16.
A B C
D E F

Fig. 15. Ensayo de formacién de colonias. A y B: Control con 200 y 100 células B16F10 sin tratamiento,
C, D, E y F; 500 células tratadas a las concentraciones de 0.085, 0.17, 0.34, 0.68mg/mL respectivamente.
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Fig. 16. Grifica de porcentaje de sobrevivencia de las células B16F10, tratadas con el extracto metandlico

de C. aequipetala, donde se aprecia que al aumentar la concentracidn, la sobrevivencia celular decrece.
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Fig. 17. Morfologia de las colonias observadas en el ensayo clonogénico. A: Control con 100 células
B16F10 sin tratamiento, B, C, D y E; 500 células tratadas a las concentraciones de 0.085, 0.17, 0.34,
0.68mg/mL respectivamente. A y B vistas con aumento de 10X, C con 20X, D y E 40X.

Ciclo celular y SubG1

El anélisis del ciclo celular mediante citometria de flujo nos permite no solo representar
en histogramas las tres principales fases del ciclo celular (G1, S y G2/M), sino ademads
hace posible la deteccidn de células apoptéticas con contenido de ADN fraccionado, esto
en base al andlisis univariado del contenido de ADN celular, después de la tincién con
yoduro de propidio o 4 ', 6'-diamino-2-fenilindol (DAPI). En nuestro caso empleamos el
Yoduro de propidio (PI) para tefiir el 4cido nucleico y se interpreté median te el software
del FACS Accury de BD. La fig. 18 nos ilustra los histogramas, donde se designé de
negro el control negativo (Sin Tratamiento), de azul el control positivo (etoposido a
150uM) y la linea roja es el tratamiento con extracto metandlico, el inciso 1 a, b) son las
c€lulas analizadas a las 24h, 2 a, b) alas 48h y 3 a, b) a las 72h, en el control negativo,

se comporta como esperaba, con un pico en G0/G1, después la meseta S y otro pico
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menor que representa las fases G2/M, mientras que en el tratado con el extracto de
C. aequipetala, se observan dos picos muy juntos, el pico que esta préximo al eje de las
ordenadas es la fase SubGl, fase en la que se considera que las células estin en
apoptosis ya que su material genético estd fragmentado, conforme pasa el tiempo de
exposicion al tratamiento (48h y 72h) este pico va aumentando , en el control positivo
desde las 24h se observa como el pico de GO/G1 esta disminuido y corrido hacia la

derecha, mostrando la fase SubG1 lejos del pico GO/G1.
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Fig. 18. Histogramas del ciclo celular. 1a y b. Ciclo celular pasadas las 24h con los respectivos
tratamientos. Negro (C-) , Rojo (Trat metanolico), Azul (C+). 2 a y b. células despues de 48h y 3 ay b.

células despues de 72h con los tratamientos
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En la siguiente grafica se resume el porcentaje de distribucion celular de los diferentes
tratamientos a traves de los diferentes tiempos. La fase SubGl fue aumentando
conforme las células estaban mds tiempo expustas tanto al tratamiento con el extracto

metandlico como el control positivo, los que nos sugiere la muerte por apoptosis.
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Fig. 19. Porcentaje de la distribucién de las fases del ciclo celular, en las células de melanoma murino, sin

% de distribucion celular

tratamiento (Cneg), tratadas con extracto metanolico de la hierba del cancer (CC50) y tratadas con

etoposido 150uM (Cpos) a diferentes horas (24, 48 y 72h).

Cinética e Inhibicion de caspasas

Para conocer el porcentaje de células que entraban en apoptosis, se empled la citometria
de flujo, se tifieron las células de BI6F10 con Anexina-APC y PI. Las células fueron
tratadas con el extracto metandlico a concentraciones de 0.135mg/mL (la mitad de la
CC50), 0.270mg/mL (CC50) y 2mg/mL, un control negativo sin tratamiento y un
control positivo el etopdsido a 150uM, ademds se expusieron durante diferentes
periodos, 24, 48 y 72h, esto para confirmar lo que el ensayo de citotoxicidad nos
demostrd, de a mayor concentracién y mayor tiempo de exposicién, mayor muerte
celular. La grafica 20 nos muestra la cinética de muerte de las células B16F10 con los

diferentes tratamientos a los diferentes tiempos d exposicidn, en el control se observa
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muerte del 5% a las 24 y 48h mientras que a las 72h aumenta a 12%, esto se explica
porque se van acabando los nutrientes del medio, ya que este no se cambia durante el
experimento, con la concentracion de 0.135mg/mL la muerte a las 24h es de 19% y a las
48 y 72h llega a los 35%, la concentracién citotéxica media a las 24h nos dio un
porcentaje de anexina positivo del 52%, mientras que a las 48h este porcentaje solo llego

a 58%, a las 72h alcanzo un porcentaje de anexina positivo de 98%.

A la concentracién mds alta empleada de 2mg/mL la muerte fue muy similar en los tres
periodos de tiempo, teniendo alrededor del 98% de anexina positivo. El control positivo,
se comport6 de una forma esperada ya que fue causando muerte de manera progresiva a
las células, comenzando con un 19% a las 24h, seguido de un 47% a las 48h y al final un

87% alas 72h.
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Fig. 20. Cinética de muerte de la linea celular B16F10 tratada a diferentes concentraciones y periodos de

tiempo.

Las figuras 21, 22, 23, 24 y 25 muestran los histogramas representativos de cada
tratamiento a lo largo del tiempo y con las diferentes concentraciones, las cuales

sirvieron para hacer la grafica de cinética de muerte.
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Fig. 21. Cinética de muerte del control negativo, células B16F10 sin tratamiento, que fueron tefiidas con
Anexina-PI. A la izquierda se muestran la granularidad y el tamafio celular, lo que indica que estas células
estan vivas, del lado derecho se muestra el histograma de la tincién de Anexina+ y las lineas punteadas

indican el porcentaje de células con Ann. A=24h, B= 48h, C=72h.
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Fig. 22. Cinética de muerte en células B16F10 tratadas con 0.135mg/mL del extracto metanolico de
C. aequipetala, que fueron tefiidas con Anexina-PI. A la izquierda se muestran la granularidad y 1 tamafio
celular, lo que indica que estas células estan vivas, del lado derecho se muestra el histograma de la tincién

de Anexina+ y las lineas punteadas indican el porcentaje de células con Ann. A=24h, B= 48h, C=72h.
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Fig. 23. Cinética de muerte. Células B16F10 tratadas con 0.270mg/mL del extracto metanolico de
C. aequipetala, que fueron tefiidas con Anexina-PI. A la izquierda se muestran la granularidad y el tamafio

celular, del lado derecho se muestra el histograma de la tincién de Anexina+ y las lineas punteadas indican

el porcentaje de células con Ann. A=24h, B=48h, C=72h.
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Fig. 24. Cinética de muerte. Células B16F10 tratadas con 150uM del etoposido, usado como control

positivo, tefiidas con Anexina-PI. A la izquierda se muestran la granularidad y el tamafio celular, del lado

derecho se muestra el histograma de la tincion de Anexina+ y las lineas punteadas indican el porcentaje de

células con Ann. A=24h, B= 48h, C=72h.
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Fig. 25. Cinética de muerte. Celulas B16F10 tratadas con 2mg/mL del extracto metanolico de C.
aequipetala, que fueron tefiidas con Anexina-PI. A la izquierda se muestran la granularidad y el tafiano
celular, lo que indica que estas células estan muertas debido a la falta de tamafio y exceso de granularidad,
del lado derecho se muestra el histograma de la tincién de Anexina+ y las lineas punteadas indican el

porcentaje de células con Ann. A=24h, B= 48h, C=72h.
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De igual manera se realiz6 la inhibicién de caspasas en células de la linea de melanoma
murino empleando el inhibidor Q-VD-OPh a una concentraciéon de 10uM, solo se
realizé a las 24h de expuestas las células a los tratamientos, de nuevo un control
negativo sin tratamiento y uno positivo ademds del extracto en cuestion. La siguente
grafica nos muestra como en el control negativo no hay una citotéxicidad significativa
por parte del inhibidor, ademds de que no hay un cambio en el porcentaje de las células
tefiidas con Anexina, en la células con el extracto metandlico no hubo una diferencia
significativa entre las células con inhibidor y sin inhibidor, mientras en el control
positivo existe una diferencia significativa entre las células con y sin Q-VD-OPh,
indicando que apoptosis genrada por el etoposido es dependiente de caspasas para la

linea celular BI6F10. Los datos fueron analizados con el paquete Graphpad.
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Fig. 26. Porcentaje de células anexina positivas en los difrentes tratamientos, con y sin inhibidor de

caspasa (Q-VD-OPh).
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Fig. 28. Plots de células B16F10
(CCsp) sin inhibidor y con el
inhibidor de caspasas, a la izquierda
se muestran la granularidad y el
tamafio celular, a la derecha se
muestra el dot plot de la doble tincién
con PI (FL2-A) y Ann (FLA-A),
donde se observa que sin inhibidor el
doble positivo es de 46.7% y con
inhibidor disminuye a 39.5%, pero el
simple positivo para PI aumenta con

el Q-VD-OPh.

Fig. 27. Plots de células B16F10
(Cneg) sin inhibidor y con el
inhibidor de caspasas A la izquierda
se muestran la granularidad y el
tamafio celular, a la derecha se
muestra el dot plot de la doble tincién
con PI (FL2-A) y Ann (FLA-A),
cuadrante inferior izquierdo es doble
negativo, derecho inferior Ann+,
superior derecho doble positivo y

cuadrante superior izquierdo PI+.
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Observacion de la condensacion nuclear por medio de tincion con Hoechst

La tinciéon con Hoechst 33258, mostr6 que ocurrieron cambios morfologicos
significativos en la cromatina nuclear de las células tratadas con el extracto metandlico
de C. aequipetala. En el grupo no tratado, los nicleos se tifieron de un azul menos
brillante, lo que indica menos condensacion nuclear mientras que en las células tratadas
con la CC50 del extracto (0.270 mg/ mL) durante 24, 48 y 72horas, el azul emitido fue
mds intenso, lo que nos da una idea de que estas células estdn muriendo, también se
metio el etopdsido como control positivo de muerte por apoptosis, pero en esta linea de
melanoma murino, no se aprecia un encogimiento del nucleo, pro si se aprecia un azul

mas brillante que en el control negativo.
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Cneg 20X 48H

Fig. 30. Tincién nuclear con Hoechst 33258. Micrografia fluorescente de las células B16F10 después de
48h tratadas con al, 2.Control positivo, tratamiento con Etopdsido (150uM), bl, 2. 0.270mg/mL del
extracto metandlicas y cl, 2 Control negativo sin tratamiento. Las figuras a,b y ¢ 1 son imdgenes
compuestas la luz visible traslapada con la luz fluorescente, las imdgenes a,b y ¢ 2. Son solo las

fluorescentes.

Con ayuda del programa Imagen]J, se realizaron mediciones de drea a los nticleos de las
c€lulas, tratadas y sin tratar, los resultados se resumen en la grafica siguiente, donde se
demuestra estadisticamente que existe diferencia significativa entre los tamafios del

nucleo de las células tratadas respecto al control sin tratamiento.
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Fig. 31. Gréfica del porcentaje de picnosis en células B16F10 sin tratamiento y tratadas con el extracto

metandlico de C. aequipetala a una concentracion de 270pg/mL (CC50), p = 0.001

Fragmentacion del ADN

El ensayo de fragmentacion del ADN se empled para conocer la integridad del ADN y
darnos una idea del tipo de muerte generada por el extracto metandlico de
C. aequipetala en las lineas B16F10. Se conoce que la muerte por apoptosis fragmenta
el ADN generando bandas de aproximadamente 150pb, que al correrlas en un gel de
agarosa se aprecia un patron escalonado, en este caso corrimos un control positivo que
consistio en células BI6F10 tratadas con el quimioterapéutico Doxorrubicina, el cual
presento el patrén de escalonamiento aunque esta enmascarado por el barrido de la
degradacion del ADN, comparando este resultado con el del tratado con los extractos, se
aprecia que es similar al control positivo, mientras que el control negativo que consiste
en células BI6F10 sin tratamiento no se observa ni el patron de escalonamiento ni el
barrido (Fig. 32) , los ADNs obtenidos se cuantificaron al nanodrop y se ajustaron para

cargar 25ug/uLL (10uL) en el gel de agarosa a 2% durante 20min a 100volts.
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Fig. 32. Fragmentacién de ADN. La imagen muestra el gel
de agarosa al 2% en el cual se cargaron 10uL de las
extracciones de ADN de las células B16F10 tratadas con 1.
Control Negativo, 2. Control positivo (Doxorrubicina), 3.
Extracto metandlico, 4. Extracto acuoso. Se aprecia como
un escalonamiento, en los carriles 2,3 y 4 mientras que en
el primero no. La estela en forma de escalera que se
observa, nos indica que la forma de muerte es por

apoptosis.

1= C- Sin Trat.

2= C+ trat. Doxo

3= B16F10 trat. Metandlico
4= B16F10 trat. Acuoso

Expresion de genes anti y pro apoptoéticos, de proliferacion y angiogénicos

La obtencion del ARN mensajero de las células de melanoma murino se llevo acabo
para conocer si existia alguno tipo de modulacién en ciertos genes de apoptosis,
proliferacién y angiogénicos, que dieran paso a conocer mds sobre el mecanismo en que

el extracto actia produciendo la muerte de las células neoplasicas en cuestion.

Los genes antiapoptéticos analizados fueron: bcl-2 'y bcl-x;, mientras que el
proapoptético fue bcl-xs, como control de carga se empled el gen endégeno G3PDH.

La fig. 33 muestra los resultados de los diferentes PCRs, donde se observa gracias al gen
constitutivo que la cantidad de producto de PCR fue homogénea, para las 3 lineas
celulares tratadas, en B16F10 el gen bcl-x solo la isoforma grande (large) la cual es
antiapoptética se vio modulada, primeramente parecié incrementar su expresion y
posteriormente fue disminuyendo conforme pasaron las horas a las que las células
estuvieron expuestas al extracto, mientras que las lineas malignas humanas MCF7 y

HEPG?2 presentaron ambas isoformas tanto la grande como la pequefia, es hasta las 48h
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donde se observa que la isoforma proapoptética comienza a expresarse y la isoforma
grande tiende a disminuir. Por otro lado el gen bcl-2 en las lineas humanas no presenta
ningtin tipo de modulacién y en la BI6F10 no se logra amplificar el gen. La falta de
modulacién del gen antiapoptético bcl-2 no indica que el extracto no estd afectando
dicho gen, solo da una idea de que quizd no es la via de muerte que utiliza, ademds cabe
mencionar que a pesar de no estar disminuido, no se conoce si es funcional, para ellos se
realiz6 ademds el ensayo de Wester blot, fig. 34 donde se observa que la expresion de la
proteina de Bcl-2 disminuye al paso de la exposicién con el extracto metandlico y la
proteina del gen Bax, un gen proapoptético, se aprecia conservado, esto en la linea

celular B16F10.

B16F10

1= Marcador
2= Sin Trat
3= 6horas
4=12horas
5= 24horas
6= 48horas
7=Control (-)

- N e .

Fig. 33. Gel de agarosa al 1%, con los productos del PCR de los diferentes genes pro y antiapoptéticos, en
las lineas celulares B16F10, MCF7 y HEPG2. 1. Marcador de talla molecular. 2. ST, 3. Cél. Expuestas al
extracto metandlico a 6h, 4. 12h, 5. 24h, 6. 48 y 7. C- (sin ADN).
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Bcl-2 26kDa

Bax 21kDa

B16F10

B-act 42kDa

Fig. 34. Expresion d las proteinas de los genes bcl-2 y bax, en B16F10. El carril 1, célula sin tratamiento,
2, 3,4,5 y 6, diferentes tiempo d exposicion al extracto, 6h, 12h, 24h, 48h y 72h respectivamente. B-actina

empleado como gen constitutivo de control de carga.

Continuando con la amplificacién de los genes, en la fig. 35 se muestran los geles al 1%
de agarosa con los productos de los genes vegf'y egr-1 considerados importantes en la
angiogénesis y a wt/, el cual es un factor de transcripcion involucrado en diferentes tipos
de neoplasias y es considerado un marcador universal de cancer. En B16F10 la
expresion de wt!/ resulto baja, ya que las bandas se aprecian tenues y constantes en todos
los carriles, sucede lo mismo con las lineas celulares MCF7 y HEPG2, donde en el
control sin tratamiento la expresion es apenas perceptible y en los demads carriles las
bandas no son tan videntes. Mientras que para el gen egr-1, el cual estd ampliamente
relacionado con wtl, ya que este dltimo puede modularlo tanto negativa como
positivamente, vemos que en las 3 lineas neopldsicas se comporta como un constitutivo,
es decir no se ve modulada su expresion, por otro lado el gen vegf, el cual con la ayuda
de estos oligonucledtidos, amplifican 3 isoformas diferentes la VEGF121 (716pb),
VEGF165 (512pb) y la VEGF145 (644pb), dos de ellas involucradas en la angiogénesis
maligna (512pb y 716pb). Se aprecian en las células B16F10 las tres isoformas y no se
observa un cambio significativo en la modulacion de VEGF al pasar las horas. Mientras
que en las células MCF7 y HEPG?2 se observa que no amplifican ninguna isoforma en
las células no tratadas y conforme se exponen al tratamiento aparecen dos bandas una de

716pb y la de 512pb, que posteriormente desaparecen.

En cuanto al Western blot se realiz6 en MCF7 solo para ver la expresion de WT1 y se

aprecia como la expresion la proteina de WT1 es muy conservada.
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Fig. 35. Gel de agarosa al 1%, con los productos del PCR de los diferentes genes angiogénicos y wtl en
las lineas celulares B16F10, MCF7 y HEPG2. 1. Marcador de talla molecular. 2. ST, 3. Cél. Expuestas al
extracto metandlico a 6h, 4. 12h, 5. 24h, 6. 48 y 7. C- (sin ADN).
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Fig. 36. Expresion d las proteinas del gen WT1, en MCF7. El carril 1, célula sin tratamiento, 2, 3, 4,5y 6,

diferentes tiempo d exposicion al extracto, 6h, 12h, 24h, 48h y 72h respectivamente. B-actina empleado

como gen constitutivo de control de carga.
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Actividad de los extractos sobre el indice tumoral en un modelo murino

Lo que corresponde a la parte in vivo, se encontré que tanto el extracto acuoso como
metandlico de la hierba del cdncer no modificaron los pesos de los ratones
significativamente, como se aprecian en las graficas 37 en el grupo de ratones tratados
con el extracto acuoso el peso disminuye al dia 10 y vuelven adquirir peso para el dia
15, mientras que en los ratones que consumian el extracto metandlico su peso disminuyo

al dia 5 y luego fue en aumento gradual.
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Fig. 37. Gréfica de los cambios de peso en los ratones durante ensayo in vivo, tanto para el extracto

acuoso como para el metanélico.

Pesos de los tumores tratados y sin tratar

Pasado el periodo de experimentacién se extrajeron los tumores tanto de los controles
sin tratamiento como los tratados con ambos extractos, al comparar el peso de los
tumores sin tratamientos con los tumores provenientes de ratones tratados con el
extracto acuoso obtuvimos que existe diferencia significativa en los pesos de los tumores
sin tratamiento y los tratados, resultando en que el extracto ayuda a la disminucién del
volumen del tumor (fig.38). Mientras que el extracto metandlico no obtuvo los

resultados que se esperarian, ya que presento mejor citotoxicidad in vitro, pero in vivo
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mostré que si disminuye el tamafio de la masa tumoral, pero no significativamente,

como el acuoso (fig. 39).

p =0.0283
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Fig. 38. Grifica del promedio de los pesos en gramos de los tumores, tratados con el extracto acuoso y sin

tratar, se observa que existe diferencia significativa entre los tratamientos. p=0.0283.
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Fig. 39. Grifica del promedio de los pesos en gramos de los tumores, tratados con el extracto metandlico y

sin tratar, se observa que no existe diferencia significativa entre los tratamientos.
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DISCUSION

La quimioprevenciéon es una estrategia preventiva para inhibir, retrasar o revertir el
cdncer, ya sea con agentes naturales o sintéticos, se conoce que muchos de los
compuestos activos en los farmacos empleados contra diferentes neoplasias son de
origen natural, con esta visiébn y ya que en México la medicina alternativa es
ampliamente utilizada, ademds de contar con una gran variedad de flora a la cual se le
atribuyen poderes curativos, pero que cientificamente no se conoce, como funcionan ni
cOmo actdan, en este trabajo se buscé comprobar si la hierba del céancer

Cuphea aequipetala posee algin efecto en de contra dicha enfermedad.

En este proyecto se desarroll6 el estudio de los extractos acuoso y metandlico de la
planta Cuphea aequipetala conocida en nuestro pais como Hierba del céncer, a la cual se
le adjudican entre otras cosas el tratamiento del cédncer, se analizé su capacidad para
generar dafio citotoxico a 5 lineas celulares diferentes y su efecto tanto in vitro como in

Vivo.

Los hallazgos fueron que tanto el extracto acuoso, del cual ya se tenia un precedente por
un trabajo previo en el laboratorio y el extracto metandlico resultaron téxicos contra las
células neoplasicas, teniendo un mayor efecto in vitro el extracto metandlico para todas

las lineas celulares, por lo cual fue empleado para los ensayos posteriores.

En las células tratadas en este trabajo, se encontré una variaciéon en la concentracion
citotoxica media del extracto acuoso de C. aequipetala en la linea celular MCF7
(173.54pg/mL), INERS1 (487.20ug/mL) y B16F10 (364.33ug/mL) a las reportadas en
el 2012 por Uscanga-Palomeque de 301.93ug/mL para la MCF7 , 205.02ug/mL para la
INERS1 y de 261.52 pg/mL para B16F10, estas variaciones se pueden explicar debido a
que el lote de la hierba no es el mismo, a la temporada que se obtuvieron las plantas,

ademds no se trabajo con el mismo niimero de pase de las células.
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El célculo de la concentraciéon citotdéxica media (CCsp) nos mostré que el extracto
metandlico es ligeramente mds toxico para las células empleadas que el acuoso,
estadisticamente existe diferencia significativa entre las CCsps de ambos extractos, esto

mediante el andlisis de ¢ student con un valor de p = 0.0113.

Vega-Avila y colaboradores en el 2004, usaron el extracto completo de acetona:agua
(7:3) de C. aequipetala, presentando dosis efectivas medias de 50ug/mL, 18.70ug/mL y
8.1ug/mL en las lineas Hep-2 (Carcinoma de laringe humana), HCT-15 (Céncer de
colon humano) y DU-145 (Cancer de prostata de humano) respectivamente, asi mismo
obtuvieron diferentes fracciones siendo la mds efectiva la de acetato de etilo con una
DEs, de 0.418ug/mL en la linea DU-145 (Vega-Avila et al., 2004). Ademds la fraccién
metandlica y hexdnica que obtuvieron Vega-Avila y col. no presentaron inhibicién que
en las lineas HCT-15 y Hep-2, sin embargo nuestra fraccién metandlica fue citotoxica en

todas las lineas celulares.

Se sabe que los antioxidantes incluidos los compuestos fendlicos (taninos, flavonoides y
acidos  fenodlicos) poseen diversos efectos bioldgicos como propiedades

antiinflamatorias, citotéxicas y antineopldsicas (Cardenas- Sandoval et al., 2012).

Cérdenas-Sandoval y colaboradores en el 2012, revisaron el contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides de varios organos de C. aequipetala asi como el poder
antioxidante. La concentracién mds alta de flavonoides la presentaron las hojas de C.
aequipetala (196.83+2.9 mg equivalentes de quercetina (EQ)/g PS). Mientras que la de
captura de radicales libres ABTS la obtuvieron las flores de C. aequipetala (541.10£2.32
umol trolox/g PS) y el poder reductor mds alto se observé en las hojas de C. aequipetala
(1186.25+£3.17 umol trolox/g PS), con esta informacién podemos ratificar que los
extractos de C. aequipetala que obtuvimos poseen propiedades antioxidantes y pueden

ser empleados en la medicina alternativa y complementaria para tratar el cancer.

Después de observar el efecto de los extractos en células neopldsicas, para determinar

que la citotoxicidad afectaba a células cancerigenas y no a células normales, se realiz6 el
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ensayo de viabilidad con MTT en células mononucleares de sangre periférica. Las
CMSP no resultaron afectadas por los extractos, ya que a las mismas dosis empleadas
en contra de las células malignas, no presentaron disminucién de su viabilidad, pero si
fue significativo el efecto de los extractos en la proliferacion, al presentar un porcentaje
de viabilidad relativa de 152% con el extracto acuoso a la maxima concentracion de
1.6mg/mL y el porcentaje de viabilidad fue de 147% con el extracto metanélico a una

concentracion de 1.36mg/mL.

Para conocer si el extracto metandlico de C. aequipetala era capaz de reducir o inhibir la
capacidad clonal de las células de melanoma murino (B16F10), se realizé el ensayo de
formacion de colonias. Se ratificé que el extracto metandlico tenia un efecto en contra de
la sobrevivencia de estas células neoplasicas y que ademds afectaba su capacidad
reproductiva ya que a la concentracion de 0.68mg/mL ya no existe la capacidad de

formar colonias, como se observa en las figuras 15, 16 y 17.

Cabe mencionar que los resultados tanto de la viabilidad celular empleando MTT como
el ensayo de formacién de colonias, resultaron similares, a mayor concentracién la
muerte era mds evidente lo que indicaba una dosis respuesta, pero se hace distincién que
el ensayo de viabilidad celular por medio de MTT es una prueba que mide componentes
necesarios para el crecimiento celular, mientras que el ensayo clonogénico es un ensayo
reproductivo, que determina la tasa de crecimiento que depende del potencial

reproductivo celular (Pratumvinit et al., 2009).

Las células en apoptosis se pueden reconocer por citometria de flujo por medio de la
tincién disminuida con el fluorocromo yoduro de propidio (PI) el cual es ADN
especifico, con este principio se realiz6 el ensayo del ciclo celular, para determinar en
qué fase del ciclo actia el extracto metandlico (esto en las células de melanoma murino)
y confirmar que existe degradacion del material genético. Los histogramas que gracias al
software del FACS Acurry de BD fueron analizados, nos permitieron observar las tres
fases del ciclo celular (GO/G1, S y G2/M ) ademas de la fase SubGl (células

hipodiploides), la cual algunos investigadores la toman como células en apoptosis
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(Siripong et al., 2012). En las células B16F10 tratadas con el extracto metandlico, se
apreci6 degradacion del dcido nucleico, al compararlas tanto con el control negativo (sin
tratamiento) como con el control positivo (etopdsido). Nuestro extracto generd una
degradacion del material genético en fragmentos grandes que se observan como un pico
desplazado al eje de las ordenadas (Fig. 18), mientras que en el control positivo se
observa la tipica fragmentaciéon del acido nucleico en fase SubGl y en el control

negativo no es significativa dicha fase.

Conforme al tiempo de exposicién al extracto (24,48 y 72h), las células tratadas
presentaron un aumento en el porcentaje de la fase SubG1 y disminucién en GO/G1, S y
G2/M, igual que el control positivo, lo cual nos ayuda a suponer que existe
fragmentacion del ADN y una modulacion del ciclo celular por parte del extracto de C.
aequipetala, con un posible arresto celular en GO/G1, ya que la variaciéon de los

porcentajes de PI no son significativas.

Andlisis biparamétricos con Anexina y PI, por medio de citometria de flujo nos
mostraron que las células tratadas con el extracto metandlico presentan caracteristicas de
apoptosis tardia, ya que la mayoria de las células se tifien doble positivas (Anexina +,

PI+).

Para saber si el mecanismo de muerte era dependiente o independiente de caspasas, se
usé un inhibidor de caspasas de amplio espectro, llamado Q-VD-OPh, el cual inhibe a
las caspasas 9/3, 8/10 y 12 (Caserta et al., 2003). Se observa que el porcentaje de células
anexina positivas tratadas con el inhibidor fue menor que en las células sin tratamiento
(figura 26) sin embargo no se presentd diferencia estadistica significativa entre las
c€lulas con y sin inhibidor de caspasas, expuestas al extracto metandlico, lo cual crea
contradiccion ya que estos resultados indica que la muerte celular no es por apoptosis
clasica estos difieren del trabajo de Uscanga-Palomeque, 2012 donde se determind la
actividad de la caspasa 3 en el extracto acuoso de la hierba del cancer (Uscanga
Palomeque 2012). Por lo cual se sugiere un mayor nimero de experimentos para

determinar el mecanismo real de muerte celular.
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Algunos tipos de muerte celular independientes de caspasas son necroptosis, paraptosis
y autofagia, se tendrian que hacer otros estudios especificos para determinar si los

extractos causan alguno de estos tipos de muerte mencionados.

El andlisis de la fragmentacion de ADN realizado a las células tratadas con el extracto
metandlico nos indica fraccionamiento comparado con el control negativo. En un trabajo
previo del laboratorio, se observd que el extracto acuoso de la hierba del cancer, produce
la muerte celular por medio de apoptosis (Uscanga-Palomeque, 2012), lo cual nos hace
suponer que la muerte generada por el extracto metandlico podria ser por apoptosis y se
necesita una mejor técnica de fragmentacion del ADN para observar el patron de bandas

caracteristico.

La tinciéon con Hoechst 33258 mostré cambios morfoldgicos significativos en la
cromatina nuclear, donde se aprecia un encogimiento del nucleo en las células tratadas,
ademds de una fluorescencia de mayor intensidad y formacién de cuerpos apoptéticos,
mientras que el control emite poca fluorescencia y el tamaiio del nicleo es mayor que el
expuesto al extracto. Lo anterior nos hace suponer que si ocurre apoptosis o al menos la
muerte que genera el extracto analizado, es un tipo de muerte celular programada, que

presenta caracteristicas similares a la apoptosis.

Para finalizar con la parte in vitro se determind la expresion de algunos genes tanto anti
como proapoptoticos, ademds de genes angiogénicos y del gen wtl. Los genes
antiapoptoticos analizados fueron Bcl-2 y BcelXy y el proapoptotico fue BcelXs, el
andlisis se realizo en las células BI6F10, MCF7 y en HEPG2. En B16F10 el gen BelXy
se vio modulado, en las primeras horas se incrementd su expresiéon y a las 48h
disminuy6, mientras que en las lineas malignas humanas MCF7 y HEPG?2 se expresaron
ambas isoformas tanto la grande como la pequefia, y hasta la hora 48h se observo que la
isoforma proapoptética comienza a expresarse. Mientras que la expresion del gen Bcel-2
no parecié ser modulado en las lineas humanas y en la B16F10 no se logré amplificar el

transcrito.
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El gen wtl, es un factor de transcripcion que esta expresado en diversas neoplasias. En
las lineas celulares B16F10, MCF7 y HEPG2, este gen mantuvo una expresion basal
constante durante los diferentes tiempos de exposicion al extracto metanolico, indicando
que no hay una modulacion del gen wtl. En este trabajo no observamos diferencia de
expresion entre las tres lineas celulares, sin embargo en la linea de melanoma murino
(B16F10) (Zamora-Avila er. al, 2007) y las células de céncer hepitico HepG2
(Perugorria et al., 2009) se ha detectado una expresion moderada del gen, mientras que

en células MCF7 la expresion es apenas apreciable (Wang et. al., 2010).

El anélisis de expresion de los genes angiogénicos se realizé en: vegf'y egr-1, donde egr-
1, estd ampliamente relacionado con wtl, ya que este ultimo puede modularlo tanto
negativa como positivamente (Yang et al., 2007), en las 3 lineas celulares estudiadas se
expreso fuertemente y sin variaciones, es decir no se ve modulada su expresion, mientras
que dos de las isoformas del gen vegf involucradas en la angiogénesis maligna
VEGF121 (716pb) y VEGF165 (512pb) se aprecian en las células B16F10 pero no se
observa un cambio significativo en la modulacion de vegf al pasar las horas. Mientras
que en las células MCF7 y HEPG?2 sin tratamiento no expresan a VEGF pero al estar en
contacto durante 6 y 12 h con el extracto metandlico de C. aquipetala las bandas de

716pb y de 512pb, se expresan y posteriormente desaparecen para las 48horas.

Dado que empleando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa no se puede
concluir si estos genes estudiados generan una proteina funcional o no, se realizé el
ensayo de Western blot, donde se observa que la expresiéon de la proteina de Bcl-2
disminuye al paso de la exposicion con el extracto metandlico y la proteina del gen Bax,
un gen proapoptotico, se aprecia conservado, esto en la linea celular B16F10, con lo cual
nos da la idea de que el extracto metandlico de la hierba del céncer afecta de alguna
manera la sintesis de la proteina Bcl-2, ya que al estar expuestas las células al extracto,
dicha proteina antiapoptética se ve disminuida. Lo que nos lleva a suponer que
probablemente el tipo de muerte celular implicado si sea apoptosis, ademds que Bax, la
cual es una proteina proapoptdtica se expresa sin verse afectada por el extracto, haciendo

posible que la apoptosis ocurra.
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En conclusién los resultados in vitro nos deja claro que la hierba C. aequipetala, posee
compuestos capaces de producir la muerte a células neopldsicas y que no es toéxica para
las células mononucleares de sangre periférica, en cuanto a los otros ensayos para tratar
de caracterizar el tipo de muerte, resulta poco prudente asegurar que la muerte celular
que provoca el extracto metandlico, es apoptosis, ya que existen resultados ambiguos,
por un lado ensayos nos indican posible apoptosis, como la modulacién de Bcl-2, la
condensaciéon del ADN vista con la tincién de Hoechst 33258, la fragmentacion del
material genético y la tincién con Anexina y PI, pero por otro lado, en el ciclo celular la
fase SubGl1 es diferente a la fase que indica degradacién del 4cido nucleico y apoptosis,
comparada con el control positivo (etopdsido), la prueba de inhibicion de caspasas que
resulta ser independiente, al igual que la observacion por PCR de la modulaciéon de
genes no genera nada conciso. Estos resultados indeterminados son consecuencia de la
naturaleza del extracto, ya que es un extracto crudo de una planta completa, con una
gran variedad de compuestos que pueden ser antagénicos entre si, o estar generando

diferentes tipos de muerte.

Por dltimo probamos nuestros extractos acuoso y metandlico de C. aequipetala in vivo
en un modelo murino, dado que se busca, el empleo de los extractos de la hierba del
cancer para uso terapéutico y que no se tiene un conocimiento sustentado
cientificamente de los efectos de la planta sobre organismos con neoplasias. Se probaron
ambos extractos, primero para ver si no causaban toxicidad en los ratones, usando
concentraciones de 5, 10 y 25mg/mL, no se registraron cambios en el comportamiento
de los ratones, no presentaron evacuaciones liquidas ni sanguinolentas, de igual forma
no hubo variacién en los pesos de los ratones, lo cual nos da una idea de que los

extractos a las dosis mencionadas no tienen efectos toxicos a los murinos.

Por otro lado después de inducir el tumor y dar tratamiento durante 15 dias, se observo
diferencia significativa en los pesos de los tumores tratados con el extracto acuoso,
respecto al control (p = 0.0283), mientras que la disminucién en los pesos de los tumores

tratados con el extracto metandlico no presentaron significancia. Esto nos demuestra que
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lo que in vitro puede resultar efectivo, in vivo este resultado puede variar, ya que resulto
ser mds efectivo el extracto acuoso que el metandlico para reducir el tamafio de tumor en

los ratones empleados.

Podemos concluir que ambos extractos contienen compuestos potenciales para combatir
el cancer y que son aparentemente inocuos para los ratones. Esta planta debe ser
estudiada mds a fondo y extraer y purificar el o los compuestos activos para dilucidar su

efecto en las células neopldasicas.
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CONCLUSIONES

Los extractos tanto acuoso como metandlico de Cuphea aequipetala poseen
efecto citotoxico sobre las lineas de céancer, teniendo mayor efecto el extracto
metandlico.

Los extractos de C. aequipetala presentaron un efecto citotdxico en lineas
transformadas, dependiente de la concentracion del extracto empleado y el
tiempo de exposicion con el tratamiento.

Los extractos acuoso y metandlico de C. aequipetala no son téxicos hacia
células mononucleares de sangre periférica (CMSP).

Las células neopldsicas de melanoma murino (B16F10), pierden su capacidad de
formar colonias al ser expuestas al extracto metandlico de la hierba del cancer.

El extracto metandlico de C. aequipetala provoca condensacion nuclear en las
células de melanoma murino (B16F10).

El extracto metandlico de C. aequipetala no ejercié algin tipo de modulacién
importante en los genes antiapoptoticos (bcl-2 'y bcl-xp), angiogénicos (egr-1'y
vegf), ni en el gen wtl (sobreexpresado en diversas neoplasias), en las lineas
celulares de: melanoma murino (B16F10); adenocarcinoma mamario humano
(MCEF7); ni en las células de hepatocarcinoma humano (HEPG2).

La expresion del gen proapoptético bcl-x,, se vio aumentado solo en las lineas
MCF7 y HEPG?2 hasta las 48h de exposicion al extracto metandlico de la hierba
del cancer.

La proteina del gen antiapoptético bel-2 disminuyo, mientras que la expresion de
la proteina de Bax (proapoptdtico) no se vio afectada, conforme al tiempo de
exposicion al extracto metandlico de C. aequipetala, esto en la linea celular de
melanoma murino (B16F10).

El mecanismo de muerte generado por el extracto metandlico no se logrd
dilucidar. El mecanismo que nosotros proponemos es un tipo de muerte celular
programada, para confirmar el resultado se necesitan estudios posteriores

especificos de otros tipos de muerte celular programada.
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El extracto con mayor regresion del tumor in vivo fue el acuoso.
La apariencia, estado animico y peso de los ratones tratados con los extractos
acuoso y metandlico de C. aequipetala fueron mejor que los controles sin

tratamiento.
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PERSPECTIVAS

Extraccion de los compuestos efectivos dentro del extracto, por cromatografia de
capa fina y purificacién por HPLC, para conocer con mayor precision la clase de
muerte que estd ocurriendo en las células neopldsicas.

Corroborar por citometria de flujo empleando anexina y yoduro de propidio, si
las células mononucleares de sangre periférica sufren efecto citot6xico a causa de
los extractos.

Llevar acabo ensayos de Western blot con las pro-caspasas como la 3,8y 9,y
con VEGF y otras proteinas angiogénicas.

Ensayos de activacion de caspasas para elucidar, si es por apoptosis, porque via
ocurre: intrinseca o extrinseca.

Realizar ensayos de migracion e invasion para conocer si los extractos afectan la
metdstasis.

In vivo probar mezclando los extractos con quimioterapéuticos ya conocidos,
para ver si existe efecto sinérgico, antagénico o si el extracto protege o
disminuye los efectos de la quimioterapia.

Estudiar el efecto inmunomodulador que puedan tener los extractos de C.

aequipetala.
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ANEXOS

Tabla 8. Efecto en la viabilidad celular causada por el extracto acuoso de C. aequipetala en las diferentes

lineas celulares B16F10, MCF7, INER51, HEPG2 y HEK293.

Cuphea aequipetala extracto acuoso

Conc. B16F10 MCF7 INERS1 HEPG2 HEK293
Desvest Desvest Desvest Desvest Desvest
mg/ mL | %Viabilidad %Viabilidad %Viabilidad %Viabilidad %Viabilidad
Std Std Std Std Std
C- 100.00 | 4.77 100.00 1.77 99.97 0.87 100.00 1.34 99.96 6.57
[0.05] 120.99 | 7.36 121.06 | 0.38 94.35 2.20 101.52 | 2.69 115.60 | 4.29

[0.1] 101.96 | 6.25 1.95 90.27 434 | 101.11 1.28
[0.2] 85.48 241

[0.4] 2.39 4.54 0.33 9.46 0.69 4.40 0.61 3.94 0.49

[0.6] 29.03 4.16 4.54 0.79 7.79 1.22 2.88 0.07 3.81 0.46
[0.8] 16.01 2.24 3.49 0.44 9.80 0.31 2.98 0.57 4.98 1.17

Tabla 9. Efecto en la viabilidad celular causada por el extracto metandlico de C. aequipetala en las lineas

celulares B16F10, MCF7, INERS51, HEPG2 y HEK293.

Cuphea aequipetala extracto metanélico

Conc. B16F10 MCF7 INERS1 HEPG2 HEK293
Desvest Desvest Desvest Desvest Desvest
mg/ mL = %Viabilidad %Viabilidad %Viabilidad %Viabilidad %Viabilidad
Std Std Std Std Std
C- 100.00 | 1.27 99.96 | 0.20 99.93 | 8.40 100.00 | 0.12 99.94 | 3.36

[0.042] 122.16 | 3.11 88.32 | 3.99 114.47 | 3.40 102.63 | 2.30 117.97 | 4.90

[0.085]  107.11 = 3.01 Eﬁﬁ 4.19

[0.17] 7143 282 9.67 1.05 3525 | 4.68 1003 1.77 9.80 1.13
Wﬁ 2.81 3.09 033 702 149 3.04 138 720 0.73
[0.51] 2265 2.10 519 072 780 0.5 283 0.61 6.05 137
[0.68] 8.34 | 0.80 353 0.78 780 0.68 328 037 756 0.10
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Tabla 11. Efecto en la viabilidad celular del extracto acuoso y metanélico de C. aequipetala sobre las

células mononucleares de sangre periférica.

4 eq Z a € AClO 4 OSO e e C AClO ctano O
Conc. CMSP Conc. CMSP
mg/mL %Viabilidad Desst‘"f“ mg/mL %Viabilidad Des“’tvde“
C- 100.04 1.77 C- 100.00 1.76
[0.05] 105.58 2.38 [0.042] 104.80 2.23
[0.1] 107.96 322 [0.085] 106.89 3.07
[0.2] 122.26 1.31 [0.17] 121.12 1.45
[0.4] 113.09 0.48 [0.34] 116.54 3.24
[0.6] 116.27 6.85 [0.51] 118.21 3.24
[0.8] 135.60 6.41 [0.68] 129.83 3.24
[1.6] 152.29 8.58 [1.36] 147.93 5.03
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