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RESUMEN

Al ser el cancer una de las principales causas de muerte en el mundo, es necesario conocer
el efecto antiproliferativo que pueden presentar algunos productos etnofarmacoldgicos, los
cuales pueden eliminar o detener las células cancerigenas y asi evitar su diseminacioén.
Muchos de los antineoplasicos empleados en la quimioterapia son de origen vegetal; es por
ello la importancia de la conservacion, proteccion y el estudio de los recursos vegetales con
usos farmacolégicos. En el presente trabajo se estudid las especies Grias peruviana y Grias
neuberthii, las cuales pertenecen a la familia Lecythidaceae, debido a su utilizacién en la
medicina tradicional, se propuso evaluar la capacidad antiproliferativa que presentan
diferentes extractos obtenidos a partir de estas dos especies. En el siguiente trabajo se
utilizé siete lineas celulares tumorales humanas, a las cuales se las expuso a diferentes
dosis de 20 extractos de G. peruviana y G. neuberthii, a través del ensayo de citotoxicidad
MTS, determinando asi que varios extractos poseen un interesante nivel antiproliferativo,
especialmente el extracto metandlico de tallo de Grias neuberthii, el cual mostré un potente
efecto citotdéxico en todas las lineas celulares utilizadas, de los cuales conciernen la linea
celular SW613-B3, correspondiente a cancer colorrectal y la linea celular PC-3,
correspondiente a carcinoma protatico de grado IV, ya que ambas presentan mutaciones a

nivel del gen de p53.



ABSTRACT

To be the cancer one of the principals causes of death in the world. Is necessary to know the
antiproliferative effect that some ethnopharmacological products can present. Those of them
can remove or stop the carcinogenic cells, so it could avoid its dissemination. Much of
antineoplastic used in the chemotherapy are of vegetable origin; therefore the importance of
conservation, protection and the study of vegetables resources with pharmacological uses.
In the present work was studied Grias Peruvian and Grias neuberthii, both of them belong to
Lecythidaceae family, due to their use in traditional medicine, it purpose to evaluate the
antiproliferative capacity that presents differents extracts obtained from both species. In the
next investigation was used seven human tumor cell lines, which was exposed to differents
doses of 20 extracts of G. Peruvian and G. neuberthii, trough of the essay of cytotoxicity
MTS, also determinate that some extracts have an interest antiproliferative level, specially
the methanolic extract of the stem of Grias neuberthii, which indicate a powerful cytotoxic
effect in all the cellular lines utilized, which of them concern the SW613-B3 cellular line,
corresponding to colorectal cancer and the cellular line PC-3, corresponding to prostatic

carcinoma grade 1V, so both have mutations at the level of the gen p53.



INTRODUCCION

La palabra cancer, la cual hace referencia a los tumores malignos o neoplasias malignas, se
caracteriza por el crecimiento incontrolado de células anormales en un érgano o tejido
especifico, que se expanden mas alla del limite normal desde su punto de origen (Jaramillo,
2017; OMS, 2017), es considerado como una de las principales causas de muerte en todo el
mundo, la cual en el 2012 fue responsable de aproximadamente 14 millones de muertes y
se estima que aumentara dentro de las siguientes dos décadas (OMS, 2017). Cuando se
desarrolla esta enfermedad las células cancerosas adquieren 10 diferentes caracteristicas
para su supervivencia, proliferaciéon y evasion de la muerte celular (Hanahan y Weinberg,
2011). Los canceres méas predominantes varian de acuerdo a la zona o pais, por ejemplo,
en el Ecuador, los 5 tipos mas comunes de cancer entre ambos sexos son: préstata,
estbmago, mama, cérvicouterino y colorrectal, los cuales causaron alrededor de 10000
defunciones en el 2012 segun lo reporta la Agencia Internacional para la Investigacion sobre
el Cancer (Globocan, 2012).

El cancer tiene causas multifactoriales, pudiendo ser ambientales, genéticas o biolodgicas
(Pérez, et al. 2016). Conjuntamente se conoce que para cada tipo de cancer existen
diferentes factores de riesgo tales como: el género, grupo étnico, la edad, mutaciones
heredadas, alimentacion y estilo de vida (Hanahan y Weinberg, 2011; ACS, 2017); de tal
manera que, cuando una persona desarrolla cancer se deben considerar todos estos
factores para someterse a los tratamientos que sirvan para combatir los distintos sintomas
gue éste produce. Uno de estos métodos es la quimioterapia, la cual utiliza farmacos o
antineoplasicos que destruyen o hacen mas lento el crecimiento de las células cancerosas
(NIH, 2015), considerandose que aproximadamente el 50 % de los antineoplasicos
empleados en la quimioterapia son de origen vegetal (Kinghorn, et al. 2016). Por lo tanto, las
investigaciones con respecto a la basqueda de farmacos contra el cancer se inclinan por
aquellos que se obtienen a partir de productos naturales de origen vegetal (NIH, 2015).

Tal es el caso de la familia Lecythidaceae, la cual posee 20 géneros con alrededor de 300
especies, siendo el objeto de nuestro estudio el género Grias. La familia presenta un papel
importante como fuente de alimento (Prance y Mori, 1979; Le6n, 1987), entre las que
podemos destacar a las especies Grias peruviana y Grias neuberthii, las cuales se emplean
como antiparasitarios, poseen propiedades diuréticas (Orellana, 2014), combaten la
sinusitis, son antihemorragicos (Alva, et al. 2002), poseen propiedades antibacterianas y
desinfectantes (Moya, 2012), y son utilizados como antitumorales (Tropicos, 2017).

Es por ello que, para el presente trabajo de fin de titulacion, nos enfocamos en la propiedad
antiproliferativa que presentan los extractos de las especies G. peruviana y G. neuberthii; ya

que, aunque el género Grias ha sido empleado por décadas como recurso
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etnofarmacoldgico (Huamén, 2015), poco se sabe sobre la capacidad que presentan para

inhibir el crecimiento de células tumorales humanas.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1. Céancer

Se utiliza el término cancer para referirse a un grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del cuerpo; ademas, son conocidos con otros nombres como tumores
malignos o neoplasias malignas, los cuales se caracterizan por el crecimiento incontrolado
de células anormales en un 6érgano o tejido especifico formando una masa tumoral que se
expanden mas alla del limite normal del cuerpo, capaz de diseminarse llegando a invadir
partes adyacentes y/o distantes formando tumores secundarios (OMS, 2017).

Al tiempo que se desarrolla la neoplasia, las células cancerosas adquieren diversas
caracteristicas para su supervivencia, proliferacién y evasion de la muerte celular. De dicho
modo, las células pueden: replicarse desmedida o ilimitadamente, invadir a tejidos sanos
mediante metastasis, mantener la sefializacion proliferativa (oncogenes activos),
reprogramar el metabolismo energético, evadir a los supresores de crecimiento (genes
supresores del crecimiento inactivos), formar tumores debido a inflamaciones repetidas,
generar inestabilidad del genoma para la acumulacion de mutaciones, evadir el sistema
inmunitario, estimular la angiogénesis y desarrollar resistencia a la muerte celular inducida
por farmacos quimioterapéuticos (Hanahan y Weinberg. 2011). Se conoce que el proceso
canceroso es el resultado de la combinacion de las diversas caracteristicas antes
mencionadas, en las cuales intervienen interacciones reciprocas entre las células
cancerosas, las células estromales y células pro y antiinflamatorias, de tal manera que, para
poder identificar esta proliferacién desregulada, un abordaje in vitro del cancer otorga una
vision completa del proceso canceroso y permite conocer qué genes Sse encuentran
involucrados segun el tipo de células estudiadas (Kocaturk y Versteeg, 2015).

Ademads, el desarrollo de un tumor primario, en la mayoria de los casos, no es la razon
principal de muerte de la persona, sino la migracion e invasion (metastasis) de las células
cancerosas del tumor primario a otro sitio a través de la circulacién sanguinea o el sistema
linfatico, de ahi la importancia de un pronto diagnostico que advierta a las personas de la

existencia y desarrollo de un tumor en su organismo (Kocatlrk y Versteeg, 2015).

1.2. Causas del Céancer

El cancer tiene causas multifactoriales, por consiguiente se puede dar por diversos factores
gue pueden ser ambientales, genéticos o biolégicos, los cuales pueden desencadenar un
proceso carcindgeno de forma individual o combinado, siendo ademas muchos de ellos
factores evitables (Pérez, et al. 2016). Dentro de estos factores se encuentran los bioldgicos
como el género, la raza, grupo étnico y la edad, pero también se encuentran factores
genéticos que no pueden evitarse como son las mutaciones heredadas de los padres, por lo
gue es importante que se conozcan dichos errores genéticos mediante exdmenes de

deteccidn precoz que ayuden a dar un tratamiento oportuno y eficaz a quienes los padecen
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(Hanahan y Weinberg, 2011; ACS, 2017). Un ejemplo bien conocido de genes mutados que
predisponen al cancer es p53 o TP53, el cual se localiza en el locus 17p13.2; esta
conformado por 11 exones de los cuales del exén 5 al 8 conforman al dominio de unién al
ADN, siendo el mas propenso a sufrir mutaciones (Lopez, et al. 2001; Rivlin, et al. 2015). Se
sabe que TP53 pertenece al grupo de genes implicados en el control del ciclo celular
(L6pez, et al. 2001; Vousden y Prives, 2009) ejerciendo funciones como la de supresor de
tumores induciendo principalmente a la detencién de la division celular, activacion de la
apoptosis, estimulacion de la reparacion del ADN y la inhibicion de la angiogénesis
(Vousden y Prives, 2009; Rivlin, et al. 2015). No obstante, estos procesos podrian modular
otros diferentes que resultan en enfermedades u otras derivaciones desfavorables como la
isquemia, la neurodegeneracion y el envejecimiento (Lopez, et al. 2001; Vousden y Prives,
2009; Rivlin, et al. 2015). Aproximadamente el 60 % de los distintos tipos de cancer se
originan por alguna mutacién en el gen de p53. Dicha mutacion puede darse por una
deleciéon de uno o ambos alelos de p53 o por mutaciones puntuales que generan cambios
en la secuencia del gen, provocando modificaciones de los aminoacidos que conforman a la
proteina (Lépez, et al. 2001; Muller y Vousden, 2013). Adicionalmente, al ser p53 una de las
proteinas supresoras tumorales mas intensamente estudiadas, existe evidencia que sugiere
gue la restauracion o reactivacion de su funcion tendré un beneficio terapéutico significativo
en el tratamiento del cancer (Muller y Vousden, 2014). Sin embargo, existen otros factores
relacionados con la inactivacion del gen de p53; tal es el caso de infecciones por el virus del
papiloma humano (VPH), el cual genera proteinas oncogénicas que ademas de inhibir la
funcion de p53, interviene en la funcion de otro supresor de tumor conocido como
retinoblastoma (Rb) (Jave-Suéarez, 2015).

Los factores ambientales afectan las tasas de mutagénesis, causando dafios en el ADN, que
a través de la acumulacion de alteraciones genéticas durante la division celular aumenta el
riesgo de desarrollar cancer, mediante agentes carcindgenos fisicos, como la radiacién
ultravioleta (UV) o la radiacion ionizante, y agentes carcindgenos quimicos, como el
arsénico, los componentes del humo de tabaco, el amianto, etc. (Hanahan y Weinberg,
2011; Pérez, et al. 2016; Wu, et al. 2016; OMS, 2017).

Particularmente, en los canceres de mama y prostata, al tratarse de ambientes o espacios
geograficos diferentes, se han observado variaciones en las tasas de incidencia, como en
Europa Occidental que posee 5 veces mas incidencia de cancer de mama que en Asia
oriental o Africa media y Australia que tiene casi 25 veces mayor incidencia de cancer de
préstata que el sur de Asia central (Wu, et al. 2016). Una evidencia mas clara se observa
cuando los inmigrantes que se trasladan de paises con menor incidencia de cancer a paises
con mayores tasas de cancer pronto adquieren un mayor riesgo del tipo de cancer del pais

en el que se encuentran (Wu, et al. 2016). El cancer colorrectal se considera que es
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causado en gran medida por el ambiente, con un 75 % o méas del riesgo de céncer
colorrectal atribuible a la dieta, el melanoma es atribuido a la exposicién al sol en alrededor
del 65 — 86 % (Hanahan y Weinberg, 2011; Pérez, et al. 2016; Wu, et al. 2016), y para el
cancer de piel no basal y escamoso no melanémico el 90 % es atribuible a la radiacion UV.
Al menos el 75 % del cancer de eséfago, o cancer de cabeza y cuello, es causado por el
tabaco y el alcohol (Pérez, et al. 2016; Wu, et al. 2016). También es bien sabido que ciertos
patégenos pueden aumentar notablemente el riesgo de cancer, por ejemplo, el nombrado
anteriormente VPH puede causar el 90 % de los casos de cancer cervical y 70 % de los
casos de cancer orofaringeo; la hepatitis B y C pueden representar aproximadamente el 80
% de los casos de carcinoma hepatocelular (Pérez, et al. 2016; Wu, et al. 2016); y
Helicobacter pylori puede ser responsable de 65 — 80 % de los casos de cancer gastrico,
ademés ha aumentado el riesgo de cancer de pulmén mas de 15 veces en los ultimos 80
afios, atribuible a ambientes cambiantes por el tabaco y los contaminantes del aire
(Hanahan y Weinberg, 2011; Pérez, et al. 2016; Wu, et al. 2016). Todo lo mencionado indica
gue los factores ambientales juegan un papel importante en la incidencia del cancer y son
modificables a través de cambios en el estilo de vida y/o vacunas (Pérez, et al. 2016; Wu, et
al. 2016).

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, en el 2012 se
reportaron cerca de 14 millones de muertes a nivel mundial y se estima que aumentaran a
22 millones en las proximas dos décadas (OMS, 2017). En el Ecuador se presentaron mas
de 23 mil nuevos casos de cancer en el 2012, de los cuales cerca del 60 % terminaron en
defunciones. Segun la agencia Globocan, los 5 tipos de cancer mas prevalentes en el pais
en el 2012, entre ambos sexos en orden descendente fueron: cancer de préstata, cancer de
estbmago, cancer de mama, cancer cervicouterino y cancer colorrectal y los 5 tipos de
canceres mas mortales, de igual manera en orden descendente, fueron: cancer de
estdbmago, cancer de prostata, cancer de pulmén, cancer de higado y cancer cervicouterino
(Globocan, 2012). En la ciudad de Loja, en el periodo comprendido entre enero y agosto de
2013, se atendieron 593 nuevos casos de pacientes oncoldgicos, los cuales fueron
diagnosticados principalmente con cancer de mama, cancer de tiroides, cancer
cervicouterino, cancer de estbmago y cancer de piel (SOLCA, 2013).

En base a lo expuesto anteriormente, se ha propuesto utilizar para el presente estudio los

siguientes tipos de cancer:

1.3. Cancer de Colon
El cancer colorrectal es el tercer tipo mas comdn en el mundo, al cual se le atribuyeron
alrededor de 8,2 millones de muertes en el 2012, con una incidencia de 9,7 %, siendo la

cuarta causa principal de muerte por cAncer en hombres y mujeres con un porcentaje de 8,5
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(Globocan, 2012; OMS, 2017). En Europa es una de las principales causas de defunciones.
Ademas, el 70 % de todas las muertes a causa de éste tipo de cancer registradas en 2012
se produjeron en Africa, Asia, América Central y Sudameérica (Siegel, 2014). En el Ecuador,
los datos reportados por Globocan (2012) presentan una incidencia y mortalidad

relativamente alta ocupando el quinto lugar con 6,4 %y 6,8 % respectivamente.

Foto 1: A) Células RKO y B) Células SW613-B3, ambas en cultivo, observadas en
microscopio Axioskop 2 plus (ZEISS) en aumento 40x. Barra de escala 50 pm.

Fuente y elaboracién: Autor.

El cancer colorrectal se forma a partir de un crecimiento anormal de tejido, que cominmente
es un polipo no canceroso en el revestimiento interno del colon o del recto, el pélipo es un
tumor benigno, no canceroso. Dependiendo de qué pélipo se trate, por ejemplo: polipos
adenomatosos (adenomas), lesiones dentadas, polipos inflamatorios, etc. (Gundin, et al.
2017), sera la probabilidad de transformarse en cancer (Torres, 2016). Como modelo
biol6gico para nuestro estudio se utilizé dos tipos de lineas celulares provenientes de
carcinomas colorectales. La primera es la linea celular RKO (Foto 1A), la cual expresa el
receptor uroquinasa (u-PAR), contiene p53 normal, carece de receptor nuclear endégeno del
receptor tiroideo humano (h-TRbetal), presenta una morfologia epitelial y crece en
monocapa (ATCC, 2016). La segunda linea celular es SW613-B3 (Foto 1B), tiene forma
epitelial, posee p53 no funcional debido a la mutacién por transicién de CGT a CAT en el
codon 273 del gen de p53, blogqueando la transcripciéon de dicho gen (Guaman-Ortiz, et al.
2014). Estas células son menos tumorigénicas, ya que poseen una baja amplificacion y
expresion del gen c-Myc (Donzelli, 1999).

Para conocer los multiples factores que influyen en el riesgo de presentar cancer de colon
se han realizado numerosos estudios, de los cuales se han destacado como modificables: la
dieta rica en grasas, el consumo de carnes rojas, blancas y de pescado, dieta pobre en
vegetales, fibras y vitaminas A, C y E, inactividad fisica, consumo de alcohol y obesidad

(Pérez, et al. 2016; Cuevas, et al. 2016). También se conocen factores como: la historia



familiar de cancer de colon, pdlipos adenomatosos, antecedentes de enfermedades

inflamatorias intestinales y edad superior a los 40 afios (Pérez, et al. 2016).

1.4. Céancer de Mama

El cancer de mama posee una mayor incidencia a nivel mundial en comparacién a otros
canceres, ocupando el segundo lugar a nivel mundial con 11,9 %, en cambio en indices de
mortalidad ocupa el quinto lugar con un porcentaje de 6,4 afectando principalmente a
mujeres. Mientras que en el Ecuador el nivel de incidencia de este cancer lo establece en el
tercer lugar con 9,8 % y con una mortalidad de 5,4 % ocupando el séptimo lugar (Globocan.
2012).

El cancer de mama es definido como la proliferacion desmesurada de células en el tejido
mamario (Martinez, et al. 2007). La mama se encuentra formada por un sistema de
conductos que permiten la unién de las glandulas mamarias con el exterior y por tejido
fibroadiposo (Eurocytology, 2014). El cancer en éste tejido se origina a partir de células que
constituyen el revestimiento interno de las glandulas de la secrecion externa (NIH, 2015),
comprometiendo la membrana basal del epitelio de la mama (Ramirez, 2014). La linea
celular utilizada en nuestro estudio es MCF-7 (Foto 2), que procede de epitelio mamario
diferenciado, expresa el receptor de estrégeno y el oncogén WNT7B, es deficiente de
caspasa 3 (Yang, et al. 2001; ATCC, 2016). La linea MCF-7 conserva varias caracteristicas,
incluyendo la capacidad de procesar estradiol a través de receptores de estrégeno
citoplasmaticos y la capacidad de formar cupulas (ATCC, 2016).

La probabilidad de padecer un cancer de mama aumenta con la edad, pero tiende a ser mas
agresivo cuando ocurre en mujeres jovenes, relaciondndose con un diagndéstico tardio;
puede darse por mutaciones en los genes BRCA1 y BRCAZ2, los cuales constituyen un 25 %
de los canceres de mama hereditarios y cerca de 5 a 10 % de todos los tumores de mama;
ademas puede ser heredado si algun pariente de primer grado como madres, hermanas,
hermanos e hijos, se les ha sido diagnosticado cancer de mama o de ovarios, en especial si
ha sido detectado antes de los 50 afios (Pérez, et al. 2016). La edad de la menarquia es un
factor de riesgo, esto se debe al aumento de exposicion de estrégenos a lo largo de la vida
de una mujer y de la biodisponibilidad de hormonas en el tejido glandular mamario (Tamimi,
et al. 2012; Pérez, et al. 2016). Adicionalmente, farmacos como el etinilestradiol aumentan la
cantidad del estrogeno de cuatro a dieciocho veces (Navarro-lbarra, et al. 2015), dos
postulados se han dado a conocer para entender el por qué los estrégenos aumentan el
riesgo de padecer cancer de mama, el primero es a través de la estimulaciéon de la
transcripcién mediada por receptor de estrégeno que da como resultado la proliferacion

celular y el segundo es la carcinogénesis directa mediante la activacion metabdlica y la
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union directa del ADN, estos dos mecanismos pueden actuar de manera aditiva o incluso

sinérgica para inducir la carcinogénesis mamaria (Casey, et al. 2008).
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Foto 2: Células MCF-7 en cultivo, observadas en microscopio Axioskop
2 plus (ZEISS) en aumento 40x. Barra de escala 50 pm.

Fuente y elaboracion: Autor.

No obstante, el sobrepeso, bebidas alcohdlicas, lo que incluye cerveza, vino y licor, aumenta
el riesgo de padecer cancer de mama, asi como también el riesgo de que el cancer
reaparezca después de haber recibido algun tipo de tratamiento (Rodriguez, et al. 2013). La
exposicion a radiacion ionizante a edades tempranas, por ejemplo, radiacion terapéutica en
el térax por linfoma de Hodgkin, puede aumentar el riesgo en la mujer de contraer cancer de
mama. Por otro lado, la cantidad minima de radiacion que recibe una mujer durante la
mamografia anual no se ha relacionado con un aumento del riesgo de desarrollarlo (Tamini,
etal. 2012).

1.5. Astrocitoma Cerebral o Cancer Cerebral

El cancer cerebral, o del sistema nervioso, tiene una incidencia relativamente menor en el
mundo con un porcentaje de 1,9 en comparacion con otros canceres, asi mismo posee una
baja mortalidad de 2,3 % (Globocan, 2012). En el Ecuador se presenta una incidencia de 2,7
%, la cual es relativamente baja con respecto a otros tipos de canceres, ocupando el
onceavo lugar y presenta una mortalidad de 3,4 %, lo cual lo ubica en el décimo lugar
(Globocan, 2012). Se conoce al cancer cerebral como la proliferacién de células anormales
en los tejidos que se encuentran recubriendo al cerebro, este crecimiento se produce en el
tejido conjuntivo cerebral conocido como glia, existiendo 3 tipos de células gliales: los
astrocitos, a través de su estrecha asociacién con las sinapsis, pueden controlar y alterar la
funcién sinaptica, dan lugar a astrocitomas; los oligodendrocitos, cuya funciéon es la
sintetizacion de mielina y la proteccion de los axones neuronales encerrandolos con
multiples capas de su membrana plasmatica, la cual es muy rica en mielina, dicha funcién

permite maximizar y mantener la velocidad de conduccién de los impulsos nerviosos para
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gue el sistema nervioso central (SNC) trabaje apropiadamente, generan oligodendrogliomas;
y las células ependimarias, que conforman el recubrimiento de las cavidades de fluido del
cerebro y originan ependimonas (Cueva, 2014; Chung, et al. 2015). En nuestro estudio se
decidio utilizar dos lineas celulares de éste tipo: D-384 (Foto 3A) y U-251 (Foto 3B), ambas
proceden de células gliales, concretamente de astrocitoma del SNC y poseen una

morfologia fibroblastica que crecen en monocapa (COSMIC, 2017; Kerafast, 2017).

Foto 3: A) Células D-384 y B) Células U-251, ambas en cultivo, observadas en microscopio
Axioskop 2 plus (ZEISS) en aumento 40x. Barra de escala 50 pm.

Fuente y elaboracion: Autor.

Para el desarrollo de los tumores cerebrales deben existir factores de predisposicion, entre
los cuales destacan los sindromes o enfermedades hereditarias multifactoriales; sin
embargo, solo el 4 % de tumores se relacionan con ellos. Entre los sindromes hereditarios
con mayor predisposicion tumoral en el SNC se encuentran: neurofibromatosis | y I,
esclerosis tuberosa, enfermedad de von Hippel-Lindau, sindrome de poliposis familiar y
sindrome carcinomatoso de células basales nevoides (Gonzélez, et al. 2008; Mendelsohn, et
al. 2014). Otro factor de riesgo considerable es el sexo, que segun datos estadisticos se
presenta mayormente en hombres que en mujeres; ademas, existe evidencia ambigua sobre
la influencia de la edad del padre durante la concepcién, el uso domiciliario de pesticidas y el
fumar pasivamente durante el embarazo (Gonzalez, et al. 2008). Por otro lado, existe
evidencia concluyente acerca de la exposicion del padre en la fabricacion de pintura, de
igual forma ha sido demostrado que las radiaciones ionizantes como la irradiacién craneal,
incluso a pequefias dosis, aumenta la incidencia de tumores primarios en el SNC, con un
periodo de latencia que oscila entre 10 a mas de 20 afios después de exposicion, de esta
manera se presentaran en edades adultas (Gonzélez, et al. 2008; Mendelsohn, et al. 2014).
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1.6. Céancer de Pulmodn

La incidencia del cancer de pulmoén a nivel mundial se encuentra ocupando el primer lugar

con un 13 %. A la par, este cancer se muestra como el principal causante de defunciones

con una mortalidad de 19,4 %. En relacion a esto, la incidencia en el Ecuador se encuentra

en 4,4 %, ubicandolo en el séptimo lugar; en cambio, con 7,6 %, ocupa el tercer lugar como

uno de los canceres que produce mas muertes en el pais (Globocan, 2012). El desarrollo del

cancer pulmonar se da por la proliferacién de células anormales en la mucosa interna que

recubre tanto a los pulmones como a los bronquios que, considerando su origen y

comportamiento, dara lugar a dos tipos de canceres:

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

Cancer pulmonar de células pequeias (CPCP): Casi todos los casos son
atribuibles al tabaquismo, poseyendo en su mayoria un tiempo de duplicacién
mas rapida, una fraccion de crecimiento mas alta y un desarrollo mas temprano
de metéastasis, ademas es altamente sensible a la quimioterapia inicial y
radioterapia; sin embargo, la mayoria de los pacientes mueren ya que el CPCP
es muy agresivo y representa el 25 % de todos los canceres pulmonares
(Kalemkerian, et al. 2013).
Céancer pulmonar de células no pequefias (CPCNP): constituye el 75 % de los
canceres pulmonares, con una tasa de supervivencia de 5 afios de sélo el 15 %
(Velasco y Zarco, 2009; Skrypnyk, et al. 2013), En etapa temprana es
potencialmente curable por cirugia, pero su supervivencia a largo plazo esta
limitada por recidivas locales o distales. La mejor terapia para CPCNP
inoperable y/o en etapa tardia es la radioterapia con 0 sin quimioterapia
(Skrypnyk, et al. 2013). Este tipo de cancer se divide a su vez en tres subtipos
gue afectan a los pulmones:
Céncer de células escamosas (epidermoide): Se caracteriza por un lento
crecimiento y metastasis tardia. En la mayoria de los casos se localiza en el
arbol bronquial, manifestandose como atelectasias obstructivas 0 neumonias
y hemoptisis; en cambio, al localizarse periféricamente, antes de desarrollar
sintomas, puede desarrollarse hasta tener un tamafio importante. Esta
asociado a un pronostico de mayor supervivencia y figura con un 30 % de
todos los casos de cancer (Velasco y Zarco, 2009).
Adenocarcinoma: Casi siempre se manifiesta como un nédulo periférico, el
cual puede generar una invasion ganglionar (hiliar y mediastinal) o metastasis
(cerebro y glandulas suprarrenales), los cuales son frecuentemente
encontrados poco tiempo después del diagnéstico que suele ser por medio de
radiografias o tomografias de térax. Es el tipo mas comdn en personas no

fumadoras, manteniéndose en primer lugar con una frecuencia
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epidemiolégica de 50 %. Este cancer surge de células mucoproductoras
(Velasco y Zarco, 2009).
1.6.2.3. Carcinomas indiferenciados: Se asocia al tabaguismo y muestra un prondstico
menor de supervivencia, representa alrededor del 5 % de los casos, entre
ellos el carcinoma de células grandes, el cual puede surgir en cualquier parte
del pulmoén (Velasco y Zarco, 2009).
Como modelo biolégico para el presente estudio se utilizo la linea celular A-549 (Foto 4), la
cual procede de tejido carcinomatoso pulmonar humano, posee una morfologia epitelial, con
propiedad de cultivo adherente, estas células son positivas para la queratina mediante
tincién con inmunoperoxidasa y segun los estudios de Lieber, et al. (1979) las células A-549
podrian sintetizar lecitina con un alto porcentaje de &cidos grasos desaturados utilizando la
via de difenfocolina de citidina (ATCC, 2016).
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Foto 4: Células A-549 en cultivo, observadas en microscopio Axioskop

2 plus (ZEISS) en aumento 40x. Barra de escala 50 pm.

Fuente y elaboracion: Autor.

Entre los factores de riesgo para desarrollar cancer pulmonar se encuentran la exposicion al
asbesto y radiacion, exposicion al humo de la lefia y al humo de cigarrillo principalmente
(Pérez, et al. 2016). Entre todos los casos de cancer pulmonar se conoce que nueve de
cada diez casos son causados por fumar cigarrillos; ademas, debido a la composicion y la
forma en que se fabrican, tienen un mayor riesgo de padecerlo hoy en dia que en afos
anteriores. Genéticamente, si existen familiares en primer grado que padezcan cancer
pulmonar, el riesgo aumenta para padecer esta enfermedad a una edad temprana. Existen
mutaciones y polimorfismos genéticos como los encontrados en el homélogo del oncogén
viral del sarcoma de la rata de Kirsten (KRAS) o en el gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), que son marcadores de mal pronéstico (Horn, et al. 2014;
Pérez, et al. 2016).
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1.7. Céancer de Prostata

A nivel mundial el cdncer de préstata es el cuarto cancer més incidente en varones con un
porcentaje de 7,8 y con una baja mortalidad a diferencia de otros canceres con 3,7 %,
ocupando el octavo lugar, aunque en el Ecuador el cancer de prostata ocupa el primer lugar
en incidencia en varones con el 15,6 % y es el segundo mas mortal en el pais con un
porcentaje de 9,8 (Globocan. 2012). La préstata se encuentra ubicada frente al recto y por
debajo de la vejiga, cuyo tamafio puede cambiar con la edad, detrds de la prostata se
encuentran las glandulas conocidas como vesiculas seminales, las cuales producen la
mayor parte del liquido del semen, y la uretra que pasa por el centro de la préstata (ACS,
2017; CTCA, 2017).

Foto 5: Células PC-3 en cultivo, observadas en microscopio Axioskop

2 plus (ZEISS) en aumento 40x. Barra de escala 50 pm.

Fuente y elaboracion: Autor.

Se define al cancer prostatico como el aumento descontrolado de células anormales que se
originan en la glandula prostatica (AMA, 2004), siendo casi todos los canceres de éste tipo
adenocarcinomas, se forman en el revestimiento interno de las glandulas secretoras de
moco (CTCA, 2017). La linea celular utilizada para éste estudio es PC-3 (Foto 5), la cual
procede de un adenocarcinoma prostatico humano de grado 1V, las células presentan una
morfologia epitelial, con propiedad de cultivo adherente, expresan los antigenos HLA (human
leukocyte antigens) Al y A9, los cuales se relacionan con procesos inflamatorios; ademas,
las células exhiben baja actividad de fosfatasa é&cida y de testosterona-5-a reductasa
(ATCC. 2016) y también presentan mutaciones en el gen de p53 por una delecion en el
coddn 138 que genera un punto de terminacion de la traduccion (Carrol, et al.1993).

El cancer de prostata tiene diversos factores de riesgo, uno de ellos es la edad, ya que se
ha observado que la probabilidad de padecer éste cAncer aumenta después de los 50 afios
(Pérez, et al. 2016). Otro factor es la raza, debido a que los hombres de raza negra tienen

mas del doble de probabilidades de fallecer debido al cancer de la préstata que los hombres

15


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?anno=2&depth=1&hl=es&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Human_leukocyte_antigen&usg=ALkJrhi3k6rCUu86lTIPXxG0EISGGOC6KQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?anno=2&depth=1&hl=es&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Human_leukocyte_antigen&usg=ALkJrhi3k6rCUu86lTIPXxG0EISGGOC6KQ

de raza blanca, suceso que ocurre con menos frecuencia en los hombres asiatico-
americanos (CTCA, 2017). Por otro lado, ciertos cambios genéticos heredados incrementan
el riesgo de padecer cancer de prostata, aunque es un grupo mas pequefio, tal es el caso de
mutaciones del gen BRCA2, que también lo aumenta 20 veces mas que la poblacion en
general (CTCA, 2017; Pérez, et al. 2016). De similar manera, los hombres con el sindrome
de Lynch (cancer colorrectal hereditario sin poliposis o HNPCC), una afeccién causada por
cambios genéticos hereditarios, tienen un mayor riesgo de padecer varios tipos de cancer,
incluyendo principalmente el cancer de prostata (CTCA, 2017).

Son varios los tipos de canceres existentes que pueden afectar a cualquier parte del
organismo; cada tipo de cancer difiere de otro debido al tejido del cual se origina, por ende,
para poder contrarrestar el crecimiento de células tumorales se deben considerar aspectos
especificos de cada tipo celular; de ello dependeran las principales formas de eliminar y/o

evitar el desarrollo del tumor con las diferentes terapias existentes.

1.8. Tratamientos antiproliferativos de células tumorales

Dentro de los métodos que se usan para evitar la proliferacion descontrolada de células
tumorales, eliminar las ya existentes y evitar su diseminacion se encuentran los procesos
quirargicos, la radioterapia y principalmente la quimioterapia, siendo esta Ultima la mas
utilizada, aunque las tres se pueden combinar de acuerdo a al tipo y a la gravedad con la

gue se presenta el cancer (Kun, et al. 2013).

1.8.1. Quimioterapia
La quimioterapia es uno de los métodos que se utiliza para contrarrestar el cancer, en el
cual se administra farmacos antineoplasicos que destruyen (citotdxico) o hacen mas lento el
crecimiento (citostatico) de las células cancerosas (NIH, 2015); de tal manera que,
dependiendo del tipo de céncer y la correcta administracion farmacoldgica, la quimioterapia
puede curar el cancer, disminuir la velocidad de su expansion o para detenerlo y reducir las
posibilidades de que recidiva. Es por ello que se administran diversos quimioterapéuticos en
secuencia con el fin de vencer la resistencia de las células tumorales a los farmacos
aislados (un solo farmaco), dicha resistencia se ha observado en un 50 % de los tumores
recién diagnosticados debido a diferentes factores, tal es el caso de mutaciones a nivel del
gen MDRL1 (gen de resistencia a multidrogas) el cual codifica una proteina del mismo
nombre encargada de la eliminacion de multiples farmacos hacia fuera de la célula,
incluyendo los antineoplasicos; la sobreexpresion de ésta proteina se ha observado en
muchos tipos de cancer de mama y de préstata (Fernandez-Plaza, et al. 2004; Housman, et
al. 2014); sin embargo, es imposible prever si un tumor en concreto podra responder a un

citostatico o citotoxico especifico; por lo cual la agrupacion de varios farmacos amplifica las
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probabilidades de respuesta antitumoral y retrasa la resistencia a los mismos (Fernandez-
Plaza, et al. 2004). Los farmacos seleccionados tienen que presentar actividad particular
frente a determinado tumor con las siguientes caracteristicas: “escasa superposicion de
efectos toxicos y actividad sinérgica o aditiva, es decir, que no presenten resistencias
cruzadas” (NIH, 2015; Fernandez-Plaza, et al. 2004).

1.8.2. Antineoplasicos de origen vegetal
En la actualidad se han reportado que varios de los farmacos antineoplasicos que se
administran en la quimioterapia son de origen vegetal, siendo desarrollados
aproximadamente el 50 % con este principio. Los antineoplasicos de origen vegetal lo
representan dos familias principalmente: los alcaloides de la vinca y los taxanos (Benedi y
del Rio, 2006).

1.8.2.1. Alcaloides de lavinca
Los alcaloides antitumorales de la vinca son la vinblastina y la vincristina, los cuales se
extraen de la planta Catharanthus rose, mas conocida como “vinca’. Estos alcaloides
ejecutan sus efectos citotoxicos obstruyendo los microtubulos durante la metafase, dichos
microtubulos constituyen los haces mitéticos, de tal manera que se interrumpe el ciclo
celular. Los alcaloides se acoplan a las subunidades a y B de la tubulina en la fase S del
ciclo celular; como consecuencia, la tubulina no consigue polimerizarse para lograr formar
los microtabulos que actlan en distintas funciones celulares, como la formacion del huso
mitotico, necesario para la division celular (Fernandez-Plaza, et al. 2004; Benedi y del Rio,
2006). A continuacion se describen los antineolplasicos que pertenecen a este grupo.
1.8.2.1.1. Vincristina: Es un medicamento altamente t6xico, su mecanismo de accion
se realiza interrumpiendo el ciclo celular uniéndose a las subunidades a 'y
B de la tubulina en la fase S, la tubulina al no poder polimerizarse para
formar los microtdbulos, desemboca agregandose para formar
protofilamentos que experimentan una desintegracion creciente (Benedi y
del Rio, 2006; Moudi, et al. 2013), en otro aspecto la vincristina esta
aprobada para tratar la leucemia aguda, céncer de pulmén
rabdomiosarcoma, neuroblastoma, tumor de Wilm, enfermedad de Hodgkin
y otros linfomas, pero en cambio posee efectos secundarios como:
neuropatia periférica, supresion de la actividad de la médula 6ésea,
estrefiimiento, toxicidad del sistema nervioso, nauseas y vomitos (Benedi y
del Rio, 2006; Moudi, et al. 2013).
1.8.2.1.2. Vinblastina: Tiene una estructura y mecanismo de accion parecido a la

vincristina, con una menor toxicidad y su espectro de accion incluye el
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1.8.2.1.3.

tratamiento para el carcinoma testicular, linfomas de Hodgkin y no
Hodgkin, cancer de mama y tumores de células germinales. Entre sus
efectos secundarios destaca la toxicidad para los glébulos blancos y
efectos débiles como nauseas, vomitos, estrefiimiento, disnea, dolor
toracico o tumoral, sibilancias y fiebre (Benedi y del Rio, 2006; Moudi, et al.
2013).

Vinorelbina: Es un producto semisintético de la vinblastina, que ademas
disminuye la estabilidad de las membranas de la bicapa lipidica y posee
una toxicidad similar (Benedi y del Rio, 2006; Moudi, et al. 2013). Tiene
una actividad antitumoral significativa llegando a afectar células tumorales
O0seas como el osteosarcoma, también es usado para tratar el cancer de
mama Yy ha sido aprobado para el tratamiento inicial de pacientes con
cancer de pulmén avanzado (Moudi, et al. 2013). Como efectos
secundarios se encuentran la disminucion a la resistencia de infecciones,
moretones o sangrados, anemia, estrefiimiento, diarrea, nauseas, fatiga y
entumecimiento u hormigueo en manos y pies (Moudi, et al. 2013). Los
efectos secundarios menos comunes incluyen pérdida del cabello y

reaccion alérgica (Benedi y del Rio, 2006; Moudi, et al. 2013).

1.8.2.2. Taxanos

Son compuestos citostaticos con actividad antitumoral importante en el cancer de mama, el

mecanismo de accion es inverso al conocido de los alcaloides de la vinca, ya que consiste

en fomentar la formacion de microtibulos uniéndose a la B-tubulina. La formacién de

estructuras microtubulares excesivamente estables impide su despolimerizacién para la

formacion del huso mitético (Benedi y del Rio, 2006). Dentro de este subgrupo podemos

mencionar:
1.8.2.2.1.

Paclitaxel: Es obtenido a partir de la corteza del tejo americano (Taxus
brevifolia), con un espectro de accién que incluye al cancer de mama,
ovario y pulmén (Benedi y del Rio, 2006; de Weger, et al. 2014). Se
administra sélo por via intravenosa y con el uso de premedicacion
(farmacos utilizados antes de un procedimiento con el fin de provocar
sedacion) para impedir reacciones de hipersensibilidad, ademas se conoce
que su metabolismo esta mediado por las enzimas CYP2C8 y CYP3A del
citocromo P450 (de Weger, et al. 2014). Por otro lado los efectos
secundarios que puede producir luego de la administracién intravenosa
pueden ser reacciones de hipersensibilidad, neurotoxicidad y alopecia
(Benedi y del Rio, 2006; de Weger, et al. 2014).
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1.8.2.2.2. Docetaxel: Es un derivado semisintético del tejo europeo (Taxus baccata),
con una elevada actividad en el cancer de mama diseminado. A diferencia
del paclitaxel, el docetaxel s6lo es metabolizado por el CYP3A4 del
citocromo P450 y puede administrarse en una infusion corta, con bajo
peligro de reacciones de hipersensibilidad, pudiendo ser mas mielotoxico

(Benedi y del Rio, 2006; de Weger, et al. 2014).
Es asi que, los farmacos que mas se emplean en la quimioterapia son aquellos que
provienen de productos naturales de origen vegetal, de tal manera que, la necesidad de
estudiar las distintas especies que se usan en la medicina tradicional es de gran interés, ya
gue se puede aprovechar aiun mucho mas las propiedades fitofarmacolégicas que éstas

representan, principalmente como agentes antitumorales.

1.9. Familia Lecythidaceae

En la actualidad se conoce que muchos de los farmacos utilizados en la medicina
convencional tienen su origen en la medicina tradicional; de este modo, existen aln
especies vegetales que requieren su estudio para poder ampliar su uso. Tal es el caso de la
familia Lecythidaceae, en la cual las distintas especies se la conoce con diversos nombres
como: membrillo, olleto, guasco, machimango etc. Es una familia de arboles que ocupan
estratos superiores, ubicados primordialmente en zonas geograficas tropicales humedas,
tales como la Amazonia ecuatoriana, donde presentan una gran abundancia y diversidad de
especies, con buena estructura y curso de conservacion (Leén, 1987; Tropicos, 2017), la
mayor parte de esta familia son exclusivas de bosques antiguos, posee 20 géneros y
aproximadamente 300 especies (Tropicos, 2017).

Morfolégicamente, la familia Lecythidaceae presenta arboles o arbustos pequefios o
grandes, con corteza interna fibrosa, hojas alternas, simples, sin estipulas o con estipulas
pequefias y de hoja caduca, bordes enteros, crenulados o serrulados, venas pinadas, en
racimos y paniculas (Prance y Mori, 1979; Ramirez, 2014); sus flores raras veces se
presentan solitarias, caulifloras axilares o terminales, ademas son hermafroditas,
actinomorfas, diclamideas o zigomarficas; con 2 a 6 sépalos triangulares u ovados; 4, 6, u 8
pétalos; estambres numerosos, ovario inferior, anatropos; fruto en pixideo, ligeramente
carnoso indehiscente (Grias y Gustavia) o pericarpio lefioso (Couroupita); semillas aladas en
cariniana y couratari, su frutos en pixidio, sin alas en otros géneros, con o sin arilo, sin

embrion diferenciado o cotiledones plano-convexos o folidceos (Mori, 2002; Tropicos, 2017).
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Foto 6: Arbol de A) G. peruviana'y B) G. neuberthii.
Fuente: Biocuencas, (2014) (A); Lépez y Ezazo, (2015) (B).
Elaboracion: Autor

Tienen un papel significativo como fuente de alimento, ya que la pulpa y las semillas de
algunas especies tienen alto valor nutricional, otras se utilizan econémicamente como
especies maderables (Prance y Mori, 1979; Le6n, 1987), y los frutos de muchas especies,
conocidos como mangos silvestres, son utilizados en medicina tradicional para tratar

multiples enfermedades (Prance y Mori, 1979).

1.10. Género Grias

Dentro de la familia Lecythidaceae podemos encontrar al género Grias, la cual corresponde
a un grupo de plantas que hasta la actualidad contempla 12 especies diferentes. Este
género es originario del noroeste de América del Sur, América Central y Jamaica (Cornejo y
Mori, 2012). La mayor parte de las especies de éste género han sido empleadas por
décadas en la medicina tradicional de las zonas antes mencionadas debido a que poseen
altas propiedades farmacologias (Huaman, 2015), principalmente dos de ellas las cuales se

describen a continuacion.

1.10.1. Grias peruviana
La especie G. peruviana se la encuentra generalmente en bosques hiumedos entre los 800 y
1600 msnm (Cardenas y Ordofiez, 2015). Es nativa de la vertiente oriental del Peru (Patifio,
2002) y del sur del Ecuador (Patifio, 2002; Cardenas y Ordofiez, 2015). Tiene una altura de
7 a 12 m; posee hojas largas obovadas en espiral y agrupadas en el apice de las ramas;
tiene flores amarillas con pétalos carnosos que crecen a nivel del tronco; su fruto es ovoide y

marrén con una semilla grande y de pulpa amarillenta (Cardenas y Ordofiez, 2015) (Foto
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6A). En medicina tradicional, mediante la coccién del fruto, se lo emplea como un
antiparasitario y para el tratamiento del estrefiimiento (Orellana, 2014), la semilla se utiliza
como enema, la cascara es hervida en agua para ser bebida con el fin de regular la
menstruacién y segun la comunidad Quichua la semilla es utilizada como antitumoral
(Huaman, 2015; Tropicos. 2017), ademas ha demostrado tener propiedades diuréticas y ha

sido utilizado para la prevencidn de la arterosclerosis (EcuRed, 2016).

1.10.2. Grias neuberthii
La especie G. neuberthii es nativa del sur de Colombia, Ecuador y del norte del Peru
(Lozano, 2013). Es un arbol de 20 a 25 m de altura y 30 a 40 cm de didmetro. El tronco es
recto y columnar, poco ramificado. Las hojas son simples y estdn agrupadas en la parte
terminal del tronco o de las ramas y sésiles; posee flores hermafroditas fragantes, caliz de 4
a 6 sépalos de color verde, corola de 4 pétalos de color blanco o amarillentos, fruto
elipsoidal con una sola semilla grande (Lozano, 2013). (Foto 6B). En medicina tradicional
es utilizada de diversas maneras: la semilla se usa como antidisentérico y cocida se utiliza
como enema, el mesocarpio cuando es rallado y mezclado junto con agua es purgativo,
cuando se instila el jugo de la semilla en las fosas nasales combate la sinusitis, ademas de
ello la pulpa cocida en agua y es usada como bebida laxante y la infusién de la corteza se
utiliza para detener la hemorragia uterina (Alva, et al. 2002); incluso posee propiedades

antibacterianas y desinfectantes (Moya, 2012).

1.11. Métodos para el estudio de la actividad citotoxica

Para evaluar el posible potencial antitumoral que pueden presentar los farmacos, o bien
extractos y/o moléculas aisladas de componentes vegetales, se han desarrollado diversas
técnicas in vitro que emplea el cultivo de células tumorales humanas. El uso de cada una de
las técnicas depende de las ventajas y desventajas que ofrecen para evaluar el efecto
antiproliferativo, citotoxico o citostatico de un determinado agente (Martinez-Torres, el al.,

2016). A continuacién describimos algunos que se utilizan de forma amplia:

1.11.1. Marcaje con azul tripan:
La solucion azul tripan (acido (32,3'2)-3,3’-[(3,3’-dimetilbifenil- 4,4’-diil)di(1Z)hidracin-2-il-1-
ilideno]bis(5-amino-4-oxo-3,4-dihidronaftaleno-2,7-disulfénico) es un colorante que no se
absorbe por células vivas, de tal manera que, cuando una célula sufren algun dafio o esta
muerta, su membrana deja de ser impermeable, permitiendo el ingreso del colorante en la
célula, haciendo que ésta se tifia de azul, lo que distingue a las células muertas de las vivas

para poder ser identificadas y contabilizadas. Es un método de tincién por exclusién que se
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aplica en ensayos de citotoxicidad y proliferacién celular (Gordillo, et al. 2016; Martinez-
Torres, et al, 2016).

1.11.2. Ensayo clonogénico:
Es un ensayo de supervivencia celular basado en la capacidad de las células para crecer en
colonias, por medio de este ensayo se puede determinar la muerte celular reproductiva,
midiendo la tasa de crecimiento y la tasa de supervivencia, ademas puede ser utilizado para
comprobar la eficacia de agentes citotoxicos incluso luego de eliminarlo del medio de cultivo
permitiendo elucidar si el efecto que induce del agente es de tipo reversible o irreversible
(Gordillo, et al. 2016).

1.11.3. Ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH):

La enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) se encuentra en todas las células,
de tal manera que, cuando la membrana plasmatica sufre dafios, la LDH se libera
velozmente en el medio de cultivo, por lo cual puede ser detectada y cuantificada. Su
fundamento se basa en que la NAD* (Nicotinamida adenina dinucle6tido) se reduce a
NADH/H* (Nicotinamida adenina dinucleétido de hidrégeno + hidrégeno) por la conversion
catalizada de LDH de lactato a piruvato, luego un catalizador contenido en la mezcla de
reaccién (diaforasa), transfiere H/H + de NADH/H a la sal de tetrazolio INT (2 - [4-yodofenil] -
3 - [4-nitrofenil] - 5 - cloruro de feniltetrazolio), la cual se reduce a formazan, el cual puede
ser evaluado mediante espectrofotometria (Gordillo, et al. 2016; Martinez-Torres, et al.
2016).

1.11.4. Ensayo de citotoxicidad por MTS:
Es un ensayo colorimético que determina la cantidad de células en estudios de proliferacion,
citotoxicidad o quimiosensibilidad. La reaccion se basa en el metabolismo de la sal de
tetrazolio [3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio],
0 reactivo MTS por las enzimas mitocondriales NADH o NADPH de las células vivas a
formazan otorgando una coloracion marron (Promega, 2012; Uribe-Clavijo, et al. 2012;
Lindsey, et al. 2013). Las células son sembradas generalmente en placa de 96 pocillos,
luego de un determinado tiempo las células son expuestas a agentes citotoxicos o
citostaticos y después del tiempo de aplicacién del tratamiento se coloca una pequefia
cantidad (de 15 a 20 pL) directamente a los pocillos de cultivo, el reactivo es metabolizado
por las células vivas por un tiempo aproximado de 1 — 4 horas, seguido la absorbancia es
monitoreada por un espectrofotémetro a una longitud de onda de 490 nm (Lindsey, et al.
2013; Promega, 2012). El reactivo contiene la sal interna de tetrazolio y un reactivo de

ensamble de electrones, etosulfato de fenazina (PES), esta union permite mejorar la
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estabilidad quimica, haciendo de la combinacion una solucion estable (Costa, 2015;
Promega, 2012).

OCH,COOH OCH,COOH
SOy SOy
N N
Y Z SN
,I H
CHj CH3
MTS >  Formazan

Figura 1: Estructura de MTS tetrazolio y su producto formazan.
Fuente: Promega, 2016.

Elaboracién: Autor

El ensayo de MTS otorga diversos beneficios, simplifica el ensayo viabilidad colorimétrica,
ya que mediante la adicion del reactivo permite en un solo paso, "Afadir-incubar-medir”, de
esa manera los ensayos son homogéneos con una deteccion con alto rendimiento, ademas
descarta los pasos de solubilizacion que son normalmente requeridos para los ensayos con
MTT, no es radiactivo, por lo cual no requiere la eliminacion de residuos radiactivos que
tiene el MTT, ya que no tiene incorporado [3H] -timidina (Promega, 2016)

En resumen, el estudio de compuestos de origen vegetal con propiedades antiproliferativas
es de suma importancia para el desarrollo de nuevos antineoplasicos, como se pudo
conocer. Cada tipo de cancer tiene caracteristicas diferentes, ya sea por distinto origen
tisular, mutaciones que presentan, por ejemplo en genes que intervienen en el ciclo celular,
en las vias de muerte 0 en genes supresores de tumores como p53, factores hereditarios o
ambientales, etc. Es por ello que, para el presente Trabajo de Fin de Titulacion se
consideran dos especies del género Grias: G. peruviana y G. neuberthii; las cuales se las
evalla en términos de citotoxicidad en cultivos celulares mediante el ensayo de MTS; ya que

poco se sabe sobre su capacidad para inhibir el crecimiento de células tumorales humanas.
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CAPITULO II. FIN DEL PROYECTO

24



21. Objetivo General

Evaluar la capacidad citotoxica de 20 extractos de Grias peruviana y Grias neuberthii sobre
las lineas celulares tumorales humanas: RKO, A-549, D-384, PC-3, MCF-7, SW613-B3, U-
251.

2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la capacidad antiproliferativa de 20 extractos de Grias peruviana y Grias
neuberthii expuestas durante un periodo de 48 horas a 50 ug/mL sobre las lineas
celulares tumorales humanas.

e Calcular y determinar la Clso de los extractos de Grias peruviana y Grias neuberthii que

ejercieron un potente efecto citotdéxico sobre las lineas celulares tumorales humanas.
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CAPITULO lll. METODOLOGIA
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3.1. Obtencién de los extractos

Se utilizaron 20 extractos 7 de Grias peruviana y 13 de Grias neuberthii, los cuales fueron
otorgados por el Ph.D. Juan Carlos Romero, docente del Departamento de Quimica y
Ciencias Exactas de la UTPL, los mismos que se describen en la Tabla 1. Brevemente, las
partes aéreas de Grias peruviana y Grias neuberthii fueron secadas a 30° C, molidas por
separado y maceradas a temperatura ambiente durante 72 horas, usando como disolvente
hexano, acetato de etilo y metanol en secuencia, procedimiento que se repitio tres veces.
Una vez macerados los extractos se filtraron, luego fueron concentrados de manera
individual en un evaporador rotatorio modelo R-210 marca Buchi, finalmente fueron

almacenados a 4° C protegidos de la luz hasta su uso.

Tabla 1. Extractos de Grias peruviana y Grias neuberthii

GPU1H Grias peruviana unién 1 Hexano
GPU2H Grias peruviana unién 2 Hexano
GPU3A Grias peruviana unién 3 Acetato de etilo
Grias peruviana GPU4A  Grias peruviana unién 4 Acetato de etilo
GPUSM  Grias peruviana union 5 Metanol
GPHVM Grias peruviana hoja vieja Metanol

GPHJM  Grias peruviana hoja joven Metanol

GNFH  Grias neuberthii fruto Hexano
GNFA  Grias neuberthii fruto Acetato de etilo
GNFM  Grias neuberthii fruto Metanol
GNTM  Grias neuberthii tallo Metanol
GNHM  Grias neuberthii hoja Metanol
GNEmMM Grias neuberthii epicarpio maduro Metanol
Grias neuberthii  GNMmA Grias neuberthii mesocarpio maduro Acetato
GNEM  Grias neuberthii epicarpio Metanol
GNEBA  Grias neuberthii embrion Acetato
GNEBM  Grias neuberthii embrién Metanol
GNU1H Grias neuberthii union 1 Hexano
GNU2A  Grias neuberthii union 2 Acetato
GNU3M  Grias neuberthii unién 3 Metanol

20 extractos, 7 extractos de Grias peruviana y 13 extractos de Grias neuberthii, utilizados
en pruebas bioldgicas.

Fuente: Departamento de Quimica y Ciencias Exactas.

Elaboracion: Autor.
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Los extractos fueron diluidos en DMSO (Sigma-Aldrich) a una concentracién stock de 10
mg/mL o 20 mg/mL, luego fueron mantenidos a —20° C hasta su uso. A partir de la
concentracion stock se procedié a diluir cada extracto a la concentracion deseada en medio

RPMI suplementado.

3.2, Cultivo celular

Como se explicd en el marco teérico varias lineas celulares tumorales humanas fueron
utilizadas como modelos biolégicos para el presente estudio, éstas son: RKO y SW613-B3
(colon), MCF-7 (mama), D-384 y U-251 (astrocitoma cerebral), A-549 (pulmén) y PC-3
(préstata), las cuales fueron cultivadas en medio RPMI suplementado: 10 % de suero fetal
bovino (SFB), 1 % de antibidtico-antimicético (penicilina G 100 U/mL, estreptomicina 100
pg/mL y anfotericina B 25 pg/mL) (Gibco — Invitrogen), L-Glutamina 2 mM (todos los
reactivos son marca Gibco — Thermo Fisher Scientific) y mantenidas a 37° C con 5 % de

CO; en atmosfera hiumeda.

3.3. Viabilidad mediante el ensayo MTS

Con el fin de determinar los extractos con un alto efecto antiproliferativo y las lineas
celulares mas susceptibles se procedié a realizar un screening general aplicando una Unica
concentracion. Cada linea celular se sembré a una densidad de 1500 o 2000 células/100
puL/pocillo en un multiplato de 96 pocillos. Luego de 24 horas de incubacién las células
fueron expuestas durante 48 horas a cada uno de los 20 extractos a una concentracion de
50 pg/mL; ademas, en cada ensayo se aplicé un control negativo (medio de cultivo) y un
control positivo, en éste Ultimo se utilizé la doxorrubicina (DOX, Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 1 pM, debido a que es un farmaco antitumoral con amplio espectro de
accion utilizado en el tratamiento de varios tipos de canceres (Tacar, et al. 2013). Dos horas
antes de finalizar el tiempo de exposicién se aplicé 20 pL del reactivo MTS (CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega). Culminado el tiempo de
tratamiento se obtuvieron las absorbancias en un espectrofotometro (Sunrise™), a través
del software Magellan, a una longitud de onda de 492 nm. Los datos de absorbancias fueron
procesados y transformados en porcentajes considerando al control negativo como el 100 %

de viabilidad celular.

3.4. Concentracion Inhibitoria del 50 % de Células (Clso)

Para establecer la Clso se utilizaron concentraciones crecientes de los extractos que tuvieron
un efecto citotdxico menor al 50 % de viabilidad en el procedimiento anterior considerando la
linea celular. De manera similar, cada linea celular se sembré a una densidad de 1500 o
2000 células/100 pL/pocillo en un multiplato de 96 pocillos, después de 24 horas de
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incubacion las células fueron expuestas a los siguientes extractos en concentraciones
crecientes: GPU2H (10, 25, 50, 75 pug/mL), GPHVM (40, 50, 60, 70 ug/mL), GPHJM (segun
la linea celular: 40, 50, 60, 70 pg/mL o 40, 60, 80, 100 pg/mL), GNTM (dependiendo de la
linea celular: 0,5, 10, 25, 50 ug/mL o 5, 20, 35, 50 ug/mL), GNHM (40, 50, 60, 70 pg/mL).
Seguidamente se incubd por 48 horas. Dos horas previo a finalizar el tratamiento se

adiciond el reactivo MTS y se procedié como se explica previamente.

3.5. Andlisis morfoldgico

Para observar el efecto inducido por el extracto que mostré mayor nivel de citotoxicidad en
las lineas celulares se procedié a sembrar 50000 células por duplicado en cajas Petri de 6
cm de diametro. Luego de 24 horas cada linea celular fue expuesta a la Clso del extracto con
mayor actividad antiproliferativa, ademas del control negativo. Luego de 48 horas las células
fueron observadas empleando el microscopio 6ptico (Axioskop 2 plus, ZEISS) con aumento
40x. Las imagenes tanto del control negativo como de las células tratadas fueron capturadas

a través del software Comet Assay IV empleando una camara Basler scA1300-32fm.

3.6. Analisis Estadistico

Todos los ensayos de citotoxicidad fueron realizados por triplicado en tres experimentos
independientes. Los resultados de viabilidad y de Clsp se muestran a partir de valores
medios con sus respectivas desviaciones estandar, los cuales fueron calculados empleando
el software estadistico GraphPad Prism® 5.0, a través del analisis estadistico ANOVA,
utilizando la prueba de rango multiple de Dunnet para comparar los resultados entre el
control negativo y los diferentes extractos; y la prueba de comparacion multiple de Tukey

para comparar entre el resultado de cada linea celular (si lo requiere).
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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Varios experimentos fueron ejecutados con el fin de determinar el porcentaje de células
viables luego de ser tratadas con los extractos de G. neuberthii y G. peruviana a una Unica
concentracion. Los extractos que mostraron un efecto inferior al 50 % de viabilidad fueron

luego evaluados para establecer su Cls.

4.1. Evaluacion de la actividad de los extractos Grias peruviana y Grias neuberthii
sobre las lineas celulares tumorales humanas
Con los resultados obtenidos mediante MTS, lo primero que se determin6 fue actividad

antiproliferativa de cada extracto en cada linea celular.
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Figura 2: Viabilidad de la linea celular RKO expuestas durante 48 horas a 50
pg/mL de cada extracto, expresados en porcentajes de la media de tres
experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar. Color de
barras: rojo, potente efecto antiproliferativo (<50 % de viabilidad); azul, efecto débil
o sin efecto antiproliferativo (>50 % de viabilidad); verde, control positivo DOX 1
MM. Analisis mediante Anova post test Dunnet y Bonferroni: ***p<0.0001,
**p<0.001.

Fuente y elaboracién: Autor.

Como se muestra en la Figura 2 en la linea celular RKO, los extractos GPU2H y GNTM, a la
concentracion 50 ug/mL, poseen una viabilidad de 235 * 42 % y 153 + 3.6 %,
respectivamente. Estos resultados se detallan en la Tabla 2 donde se observa que los
extractos descritos presentan porcentajes de viabilidad que se acercan al nivel de
citotoxicidad del control positivo, conjunto a esto la mayoria de extractos junto con la DOX
muestran una diferencia significativa con respecto al control negativo y s6lo GNEBM posee
una diferencia significativa menor.
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Figura 3: Viabilidad de la linea celular SW613-B3 expuestas durante 48 horas a
50 pg/mL de cada extracto, expresados en porcentajes de la media de tres
experimentos independientes con su respectiva desviacién estandar. Color de
barras: rojo, potente efecto antiproliferativo (<50 % de viabilidad); azul, efecto
débil o sin efecto antiproliferativo (>50 % de viabilidad); verde, control positivo
DOX 1 pM. Analisis mediante Anova post test Dunnet y Bonferroni: ***p<0.0001.

Fuente y elaboracién: Autor.

En cambio en la Figura 3, la cual corresponde a la linea celular SW613-B3 que posee p53
mutado, el extracto que presentd actividad antiproliferativa fue GNTM mostrando una
viabilidad de 10.4 * 2.2 %, incluso menor al observado en el control positivo, denotando que
tanto GNTM como la DOX poseen una diferencia significativa con respecto al control
negativo (Figura 3 y Tabla 2). De manera similar en la linea celular MCF-7 (Figura 4), el
extracto GNTM muestré mayor actividad citotéxica con un porcentaje de viabilidad de 15.8 £
7.6, que el control positivo que tuvo una viabilidad mayor, en el caso de esta linea celular los
extractos GNFM y GNTM, junto con la DOX presentaron una diferencia significativa
considerable con respecto al control negativo (Figura 4 y Tabla 2).

En los casos de las lineas celulares procedentes de astrocitomas cerebrales, se muestra
gue en ambos casos 3 extractos poseyeron actividad antiproliferativa, en la linea celular D-
384 (Figura 5), GPHIM, GNTM y GNHM, mostraron un porcentaje de viabilidad de 33.9 +
3.4,9.7 £ 3.5y 45.6 + 4.8, respectivamente (Tabla 2), y en las células U-251 (Figura 6),
GPHVM, GPHJM y GNTM, exhibieron una viabilidad de 30.8 + 6.3 %, 35.0 £ 1.8 %y 25.5
8.8 %, respectivamente (Tabla 2).
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Figura 4: Viabilidad de la linea celular MCF-7 expuestas durante 48 horas a 50
pg/mL de cada extracto, expresados en porcentajes de la media de tres
experimentos independientes con su respectiva desviacién estandar. Color de
barras: rojo, potente efecto antiproliferativo (<50 % de viabilidad); azul, efecto
débil o sin efecto antiproliferativo (>50 % de viabilidad); verde, control positivo
DOX 1 uM. Analisis mediante Anova post test Dunnet y Bonferroni:
***p<0.0001.

Fuente y elaboracién: Autor.
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Figura 5: Viabilidad de la linea celular D-384 expuestas durante 48 horas a 50
pg/mL de cada extracto, expresados en porcentajes de la media de tres
experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar. Color de
barras: rojo, potente efecto antiproliferativo (<50 % de viabilidad); azul, efecto

débil o sin efecto antiproliferativo (>50 % de viabilidad); verde, control positivo
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DOX 1 uM. Analisis mediante Anova post test Dunnet y Bonferroni:
***p<0.0001, *p<0.01.

Fuente y elaboracidn: Autor.

En las células D-384 el extracto GNTM resultd ser el mas citotoxico, incluso mayor al control
positivo, mientras que en las células U-251 el efecto citotdxico fue similar entre los extractos
GPU2H, GPHVM, GPHJM, GNTM, GNTBA, GNEBM, GNU1H junto con el control positivo.
Mediante el analisis estadistico se puede manifestar que gran parte de los extractos
utilizados muestran una diferencia significativa con respecto al control negativo y una
diferencia significativa menor la presenta el extracto GNFM (Figura 5 y Tabla 2), aparte en
las células U-251 los extractos nombrados anteriormente presentaron una diferencia
significativa destacable con respecto al control negativo (Figura 6 y Tabla 2).

Al tratarse de la linea celular A-549, solo el extracto GNTM mostré actividad antiproliferativa
(Figura 7), exhibiendo un porcentaje de viabilidad de 13.7 = 8.6 (Tabla 2), siendo superior
en comparacion al control positivo (Tabla 2). Ademas posee una superior diferencia
significativa al control negativo, seguido de GPUA4A vy al final los extractos GPU2H, GPU3A,
GPUJM que poseen una menor diferencia significativa.
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Figura 6: Resultados de viabilidad de la linea celular U-251 expuestas durante
48 horas a 50 pg/mL de cada extracto, expresados en porcentajes de la media
de tres experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar.
Color de barras: rojo, potente efecto antiproliferativo (<50 % de viabilidad); azul,
efecto débil o sin efecto antiproliferativo (>50 % de viabilidad); verde, control
positivo de DOX 1 pM. Analisis mediante Anova post test Dunnet y Bonferroni:
**n<0.0001.

Fuente y elaboracién: Autor.
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Figura 7: Resultados de viabilidad de la linea celular A-549 expuestas durante
48 horas a 50 pg/mL de cada extracto, expresados en porcentajes de la media
de tres experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar.
Color de barras: rojo, potente efecto antiproliferativo (<50 % de viabilidad); azul,
efecto débil o sin efecto antiproliferativo (>50 % de viabilidad); verde, control
positivo de DOX 1 pM. Analisis mediante Anova post test Dunnet y Bonferroni:
***n<(0.0001, **p<0.001, *p<0.01.

Fuente y elaboracién: Autor.
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Figura 8: Resultados de viabilidad de la linea celular PC-3 expuestas durante 48
horas a 50 ug/mL de cada extracto, expresados en porcentajes de la media de
tres experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar. Color

de barras: rojo, potente efecto antiproliferativo (<50 % de viabilidad); azul, efecto
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débil o sin efecto antiproliferativo (>50 % de viabilidad); verde, control positivo de
DOX 1 pM Analisis mediante Anova post test Dunnet y Bonferroni: ***p<0.0001.

Fuente y elaboracidn: Autor.

En la linea celular PC-3, también posee p53 mutado, luego de realizarse el tratamiento con
50 pug/mL con los 20 extractos, dos de ellos mostraron capacidad citotoxica, dandose a notar
en la Figura 8, GNTM posee un porcentaje de viabilidad de 4.9 £ 3.7 y GNHM un porcentaje
de 44.7 + 3.4 (Tabla 2), mostrando porcentajes incluso menores al control positivo, siendo el
extracto GNTM el que ostenta una mayor capacidad citotéxica, al mismo tiempo la mayoria
de extractos muestran una gran diferencia significativa con respecto al control negativo
(Figura 8).

Al realizarse el ensayo de viabilidad MTS con los extractos de G. peruviana y G. neuberthii,
se puede notar la actividad del extracto GNTM, el cual a la concentracion de 50 pg/mL
muestra una gran capacidad antiproliferativa, produciendo una disminucion de la viabilidad
celular en todas las lineas celulares (Figura 9 y Tabla 2). Mediante el analisis estadistico
Tukey se muestra que no existe una considerable diferencia significativa del efecto
antiproliferativo del extracto GNTM entre las distintas lineas celulares, a excepciéon de la
linea celular U-251 y PC-3 donde se observa que existe diferencia significativa entre el

efecto citotoxico producido en estas dos lineas celulares.
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Figura 9: Viabilidad de cada una de las lineas celulares expuestas durante 48

horas a 50 pg/mL del extracto GNTM, expresados en porcentajes de la media de

36



tres experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar.
Andlisis mediante Anova post test Tukey: * p<0.05.

Fuente y elaboracidn: Autor.

Tabla 2. Viabilidad de las lineas celulares tumorales humanas expuestas a los 20 extractos de Grias

peruviana y Grias neuberthii.

EXTRACTO RKO SW613-B3 MCF-7 D-384 U-251 A-549 PC-3
GPU1H 86.5 + 3.3 SE 93.3+1.7 SE SE 86.2+5.1 SE
GPU2H 235 #4.2 SE 88.3+7.9 SE 92.2+3.6 80.0+20 SE
GPU3A 852+58 946+80 944+21 880+80 59.1+48 79.2+59 50.6+8.3
GPU4A 63.8+3.4 SE SE 99.0+56 96.0+6.8 77.8%+8.0 97.1%52
GPUSM 58.8+2.3 SE SE 64.2+40 899+82 938+45 69.2+6.7
GPHVM 576+89 852+79 SE 543+95 308+6.3 845+84 548+7.3
GPHJIM 57.6+£9.0 SE 88.7+42 339+34 350+18 793+6.9 53.5+8.1

GNFH 96.0 +6.8 SE 96.7+x4.1 96.1x20 SE 92.7+7.1 93.7+6.7
GNFA SE SE 92.1+64 99.2+13 SE 91.6+5.9 SE
GNFM 72.2+6.4 SE 48.7+3.8 80.2+8.0 SE 93.1+5.7 70.1+8.2
GNTM 153+36 104+22 158+7.6 9.7+3.5 255+8.8 13.7+86 4937
GNHM 91.5+5.0 SE SE 456+48 95.7+6.2 89.6%x57 44.7+3.4
GNEmM 625+84 97.6+54 SE 57.5+8.0 834+43 905+6.7 67.8+6.6
GNEmMA SE SE SE SE SE 95.8+7.7 SE
GNEM 90.1+6.3 SE SE 86.2+4.4 SE 919+24 652+31
GNEDbA 81.0+7.38 SE SE SE 73.8+8.1 93.3+44 SE
GNEbM 747+44 950+53 SE 66.4+51 66.6+4.1 SE 69.5+6.1
GNU1H 68.6+44 89.1+53 SE 55.0+109 66.4+14 924+26 50.7%+9.3
GNU2A 96.5+9.5 SE SE SE SE SE SE
GNU3A 97.0+6.2 SE 98.7 +6.3 SE SE 96.2+4.8 SE
DOX 1uM 10.8+4.0 482+56 59.1+x74 210+x46 369+30 869*6.2 452=*19

Porcentajes de viabilidad de todas las lineas celulares expuestas durante 48 horas a 50 pg/mL de
cada extracto, expresados en porcentajes de la media de tres experimentos independientes con su
respectiva desviacion estandar; SE = sin efecto.

Fuente y elaboracion: Autor.

4.2, Determinacion de la Concentracion Inhibitoria 50 (Clso)

Con los resultados obtenidos anteriormente con 50 pg/mL de cada extracto, se procedio a
calcular la Concentracion Inhibitoria del 50 % de la poblacion celular (Clso), para lo cual se
aplicé diferentes concentraciones crecientes de acuerdo al efecto mostrado de los extractos

en cada linea celular, contando con un rango desde 0.5 hasta 100 yg/mL.
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Como se demostr6 en el ensayo anterior, existen 2 extractos con gran actividad
antiproliferativa sobre la linea celular RKO: GPU2H y GNTM, para el extracto GPU2H se
utilizaron concentraciones altas (Figura 10A), como se evidencia en la Tabla 3, el andlisis
estadistico otorgd una Clsg de 42.0 £ 0.1 pg/mL, en cambio para el extracto GNTM se
utilizaron concentraciones mas bajas debido a su potencial citotoxico: (Figura 10B),

otorgando una Clso de 31.8 + 0.0 yg/mL (Tabla 3).
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Figura 10: Viabilidad de la linea celular RKO expuesta a concentraciones crecientes de: A)
extracto GPU2H, B) extracto GNTM, expresados en porcentajes de la media de tres
experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar.

Fuente y elaboracion: Autor.

En cuanto a la linea celular SW613-B3, solo un extracto mostrd alta actividad citotoxica,
GNTM, para el cual se inicié6 con concentraciones mas elevadas con respecto a las otras
lineas celulares: (Figura 11), la Clso fue de 28.0 + 0.1 yg/mL (Tabla 3). De similar manera a
SW613-B3, el extracto con actividad antiproliferativa en la linea celular MCF-7 fue GNTM,
gue como exhibe la Figura 12, otorga como resultado una Clsp de 39.1 + 0.1 pyg/mL (Tabla
3).

Al tratarse las células D-384, debido a la actividad citotoxica que ejercen varios extractos las
concentraciones son diferentes (Figura 13); en el extracto GPHIM (Figura 13A), GNTM
(Figura 13B) y GNHM (Figura 13C), se obtuvieron como resultado las Clso de 53.8 = 0.0
pMg/mL; 21.7 £ 0.1 yg/mL y 48.7 + 0.0 ug/mL, respectivamente (Tabla 3).

De forma similar existié actividad antiproliferativa de tres extractos en la linea celular U-251,
el extracto GPHVM (Figura 14A); GPHJM (Figura 14B) y GNTM (Figura 14C); nos muestra
como resultado las respectivas Clsp de 51.1 £ 0.1 pg/mL, 46.0 + 0.1 pyg/mL y 18.5 £ 0.1
pMg/mL (Tabla 3).
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Figura 11: Viabilidad de la linea celular SW613-B3 expuesta a
concentraciones crecientes del extracto GNTM, expresado en porcentaje
de la media de tres experimentos independientes con su respectiva
desviacion estandar.

Fuente y elaboracién: Autor.
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Figura 12: Viabilidad de la linea celular MCF-7 expuesta a
concentraciones crecientes del extracto GNTM, expresado en porcentaje

de la media de tres experimentos independientes con su respectiva
desviacién estandar.

Fuente y elaboracién: Autor.
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Figura 13: Viabilidad de la linea celular D-384 expuesta a concentraciones crecientes de: A)
extracto GPHJM, B) extracto GNTM, C) extracto GNHM, expresados en porcentajes de la

media de tres experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar.
Fuente y elaboracién: Autor.

En cambio en la linea celular PC-3, dos extractos manifestaron actividad citotéxica, para los
cuales se aplicaron diferentes concentraciones, el extracto GNTM (Figura 16A); mediante
el calculo estadistico exhibe una Clsp de 17.4 + 0.1 ug/mL (Tabla 3), y el extracto GNHM
(Figura 16 B) muestra una Clso de 64.3 = 0.0 pug/mL (Tabla 3).

Como se puede observar en las figuras de las Clso, los extractos ejercen una accién dosis —
respuesta; es decir, a mayor concentracion utilizada existe mayor actividad antiproliferativa.
Unicamente en la Figura 13A y 13C, de la linea celular D-384 utilizando los extractos
GPHJM y GNHM, respectivamente; y en la Figura 16B, de la linea celular PC-3, utilizando
el extracto GNHM, se observd que aunque se aplica mayores concentraciones con respecto
a los demas extractos, no hay un mayor efecto antiproliferativo.
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Figura 14: Viabilidad de la linea celular U-251 expuesta a concentraciones crecientes de: A)
extracto GPHVM, B) extracto GPHJM, C) extracto GNTM, expresados en porcentajes de la

media de tres experimentos independientes con su respectiva desviacién estandar.
Fuente y elaboracién: Autor.
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Figura 15: Viabilidad de la linea celular A-549 expuesta a
concentraciones crecientes del extracto GNTM, expresado en porcentaje
de la media de tres experimentos independientes con su respectiva
desviacion estandar.

Fuente y elaboracién: Autor.
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Figura 16: Viabilidad de la linea celular PC-3 expuesta a concentraciones crecientes de: A)

extracto GNTM, B) extracto GNHM, expresados en porcentajes de la media de tres

experimentos independientes con su respectiva desviacion estandar.

Fuente y elaboracidn: Autor.

Tabla 3. Concentracién Inhibitoria 50 (Clso) de los extractos que poseen actividad citotoxica en las

lineas celulares tumorales humanas.

Extracto  RKO SV\I;ZB' MCF-7 D-384 U-251 A-549 PC3
GPU2H | 42.0£0.1 - - - - - -
GPHVM ; . - - 51.1+0.1 - -
GPHJIM - - - 53.8+0.0 46.0+0.1 - -
GNTM | 31.8+0.0 280+0.1 391+01 217+01 185%0.1 55401 17.4+0.1
GNHM - - - 48.7 0.0 - - 64.3£0.0

Resultados correspondientes a la Clso de las lineas celulares expuestas a concentraciones crecientes

de los extractos con mayor efecto citotoxico, expresados en pg/mL de tres experimentos

independientes con su respectiva desviaciéon estandar obtenida mediante el software GraphPad
Prism® 4.0.

Fuente y elaboracién: Autor.

Se destaca la actividad antiproliferativa del extracto GNTM de Grias neuberthii, el cual

produjo un efecto antiproliferativo en todas las lineas celulares tumorales estudiadas, como

se puede observar en la Grafica 1, utilizando un control negativo y las concentraciones

inhibitorias del 50 % de viabilidad celular (Tabla 3), se puede observar y enfatizar la gran

capacidad citotoxica que presenta el extracto GNTM.

42



SW613-B3

MCF-7

D-384

U-251

A-549

PC-3

Figura 17: Lineas celulares tumorales humanas expuestas a la respectiva Clso del
extracto GNTM y control negativo, observadas en microscopio Axioskop 2 (ZEISS)
plus, aumento 40x a través del software Comet Assay IV empleando una céamara
Basler SCA1300-32fm. Barra de escala 50 um

Fuente y elaboracién: Autor.
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CAPITULO V. DISCUSION
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Como se menciond previamente, las especies G. peruviana y G. neuberhii han sido objeto
de uso en la medicina tradicional debido a sus propiedades farmacolégicas. De este modo,
en conjunto con el laboratorio de Fitoquimica del Departamento de Quimica y Ciencias
Exactas de la UTPL, se propuso evaluar el efecto antiproliferativo en lineas celulares
tumorales humanas de 20 extractos obtenidos de estas dos especies. En estudios previos
mediante pruebas colorimétricas se determind la presencia o ausencia de algunos tipos de
metabolitos secundarios presentes en los extractos de G. peruviana y G. neuberhii (Tabla 1
y 4), dicha informacién nos permite deducir qué tipo de compuestos quimicos podrian estar

proporcionando el efecto citotoxico observado.

Tabla 4. Metabolitos secundarios detectados en los extractos con actividad citotoxica de

Grias peruviana y Grias neuberthii.

Grias peruviana Grias neuberthii
Test Hex MeOH MeOH MeOH MeOH
GPU2H GPHIJM  GPHVM GNTM GNHM
Alcaloides ++t ++ ++ - +
Saponinas - ++ + +++ +
Taninos - - - - +
Flavonoides - - - - +
Quinonas - - - - ++

Metabolitos secundarios de los extractos de G. peruviana y G. neuberthii, extraidos de
hojas o tallos empleando hexano o metanol como solvente. Hex = extracto de hexano,
MeOH = extracto de metanol, +++ = alta presencia, ++ = mediana presencia, + = baja
presencia, - = ausencia.

Fuente: Departamento de Quimica y Ciencias Exactas, UTPL.
Elaboracion: Autor.

El extracto hexanico de G. peruviana que se destaco6 por su actividad citotoxica fue: GPU2H
(extracto de hojas en diferentes estadios), el cual muestrdé en su constitucién gran cantidad
de alcaloides; y los extractos metanolicos: GPHVM y GPHJM (extractos de hojas viejas y
jévenes, respectivamente), cuyos componentes fitoquimicos principales son alcaloides y
saponinas. Por otro lado, los extractos de la especie G. neuberthii que mostraron capacidad
antiproliferativa son: GNTM, extraido del tallo en metanol, el cual contiene una muy alta
cantidad de saponinas; y GNHM, extraido de las hojas en metanol, el cual posee alcaloides,
flavonoides, saponinas, taninos y una mayor concentracion de quinonas. De acuerdo a los
resultados observados, se podria atribuir dicho efecto citotoxico a la presencia de éstos
componentes en cada uno de los extractos, los cuales podrian estar actuando de manera

individual o sinérgica.
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Se puede observar una composicion y concentracion distinta de los extractos de acuerdo a
la parte de la planta utilizada y al tipo de solvente empleado, en la especie Barringtonia
racemosa (L.) Spreng, que también pertenece a la familia Lecythidaceae, cuya compaosicion
de saponinas, fenoles y la actividad antioxidante que presenta, dependia de la parte de la
planta utilizada; asi, segin Musman (2010), el extracto metandlico de la semilla contiene
saponinas y flavonoides, en cambio segun Dalilah, et al. (2015), los extractos metandlicos
de B. racemosa de las ramas produjeron un mayor contenido de fenoles, mientras que en
las cortezas se obtuvo una mayor concentracion de flavonoides utilizando el mismo
solvente, las propiedades antioxidantes que se observaron fueron distintas entre los
extractos obtenidos a partir de hojas jévenes y hojas viejas. Ademas, el extracto de B.
racemosa que mostro un efecto antiproliferativo sobre lineas celulares tumorales humanas,
fue a base de acetato de etilo, mostrando una mayor cantidad de flavonoides y carotenoides
obtenidas a partir de las hojas, en contraste, mediante un estudio realizado por Thomas, et
al. (2002), verifico la eficacia del extracto metandlico de semilla de B. racemosa ya que
ejercia un efecto antitumoral en ratones con 1 millén de células de linfoma ascitico de Dalton
(DLA), siendo la dosis optima 6 mg/kg, dicha dosis protegia a los animales inoculados con
las células tumorales. En nuestro caso, el efecto antiproliferativo se observé en los extractos
hexanicos (GPU2H) y metandlicos (GPHVM, GPHJM y GNHM) de las hojas y en el extracto
metandlico de tallos (GNTM).

Otra especie de la familia Lecythidaceae es Barringtonia asiatica Kurz, la cual segun Sparg,
et al. (2004) y Cheok, et al. (2014), presenta entre sus constituyentes gquimicos gran
cantidad de saponinas triterpénicas, entre los que poseen propiedades antitumorales se
encuentran: el acido betulinico, el escualeno, y -sitosterol, que son obtenidos a partir de la
corteza, en el estudio realizado por Ragasa, et al. (2014), la actividad citotoxica es realizada
por la mezcla obtenida de corteza, acido betulinico junto con O-tigloilcamelliagenina A, y
palmitato de germanicol extraido de las hojas. Es asi que, de acuerdo a los componentes
fitoguimicos que se observan G. peruviana y G. neuberthii en mayor proporcién: alcaloides,
saponinas y quinonas, y en menor proporcién flavonoides (Tabla 4), presentes en los
extractos que ejercieron un importante efecto antiproliferativo frente a determinadas lineas
tumorales humanas es conveniente conocer sus propiedades antitumorales (Tabla 2 y 3).
Algunos alcaloides inhiben a las tirosina quinasas, enzimas que catalizan la transferencia de
un grupo fosfato desde el trifosfato de adenosina a las proteinas diana, mecanismo que ha
permitido el tratamiento de varios tipos de canceres; ademas, en algunos casos una
transformacién quimica estructural de los productos naturales no alcaloides en estructuras
similares a alcaloides mejora significativamente la propiedad anticancerigena (Kittakoop, et
al. 2014). De similar manera, las quinonas heterociclicas naturales y sintéticas tienen

importante actividad biol6gica, antitumoral, antiprotozoaria y antibiotica (Valderrama, et al.
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2014) y curiosamente, la presencia de un anillo arilo en éstas potencia los efectos
anticancerigenos y antibioticos (Mussak y Bechtold, 2009), en cambio las quinonas no
modificadas estan presentes en muchos farmacos como la doxorrubicina, mitomicina,
mitoxantrona y saintopina, que se utilizan clinicamente en la terapia de canceres solidos
(Tsizin, 1978; Bass, et al. 2013). Los flavonoides se encuentran entre la subdivision de los
polifenoles, los cuales poseen actividad antioxidante, ya que revierten y previenen el estrés
oxidativo confiriéndoles propiedades antiinflamatorias, protegiendo asi las células de una
posible carcinogénesis (Chauhan, et al. 2016; Hassimotto, et al. 2005; Shama, et al. 2012).
Al igual que los flavonoides, las saponinas son antioxidantes que previenen el dafio al ADN
causado por los radicales libres (Ubwa, et al. 2011), provocando una lenta proliferacion de
las células cancerosas o deteniendo su replicacion (Bruneton, 1994; Trease y Evans, 2009;
Ubwa, et al. 2011), por lo que se lo considera como antimutagénico y antitumoral (Ubwa, et
al. 2011). Las saponinas se dividen en dos clases principales, cuya caracterizacion de la
estructura varia por el nUmero de unidades de azlcar unidas a un resto triterpenoide (C30) o
glucosido esteroideo (C27) (Sparg, et al. 2004; Cheok, et al. 2014).

Como se puede ver en la Tabla 3, algunos de los extractos de G. peruviana extraidos de

hojas en hexano poseen una Clsg baja (<50 pg/mL), como GPU2H, que posee 42.0 ug/mL

en RKO; o como el extraido en metanol GPHJM con 46.0 pug/mL en U-251. De igual manera
el extracto de hojas de G. neuberthii en metanol GNHM con 48.7 ug/mL en U-251. Estos
resultados pueden ser comparados con B. racemaosa que también posee concentraciones de
Clso bajas en su estudio, ademas su actividad esta limitada a determinadas lineas celulares
tumorales; de similar manera el extracto de hojas en etanol de B. racemosa segun Mackeen,
et al. (1997) tiene actividad citotdxica contra células de carcinoma cervical humano HelLa
con una Clso de 10 ug/mL; no obstante, segun el estudio realizado por Emylia, et al. (2008)
el extracto de hoja de metanol de B. racemosa posee una Clsg de 3.5 mg/mL en las mismas
células ensayadas.

Enfocandonos en el extracto metandlico de tallos de G. neuberthii, GNTM, el efecto
antiproliferativo fue observado en todas las lineas celulares de nuestro estudio (Grafica 1),
mostrando valores de Clso desde 17.4 ug/mL en PC-3, siendo la linea celular mas sensible
al tratamiento, hasta 55.4 ug/mL en A-549. Se puede destacar la actividad citotoxica de este
extracto en las lineas celulares PC-3 y SW613-B3 que presentan TP53 mutado, ya que se
conoce que, las alteraciones generadas en las vias donde participa este gen son asociadas
con tumores agresivos y terapéuticamente resistentes y, a diferencia de sus similares B.
racemosa y B. asiatica, en las cuales aun no se han desarrollado ensayos en células con
mutaciones en TP53, el extracto GNTM al poseer actividad antiproliferativa en las células
antes mencionadas, podria sugerir que el proceso de muerte celular podria ser

independiente de p53 (Guaman-Ortiz, et al. 2014).
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Finalmente, todos estos hallazgos son considerables para la determinacion y el andlisis de
los metabolitos secundarios presentes que proporcionan el efecto observado. Por ejemplo,
en B. asiatica, estudiada por Ragasa, et al (2014), se determind que los extractos de
diclorometano de la corteza contenia acido betulinico, el cual mostro un alto efecto citotoxico
en las lineas celulares HCT-116 (cancer de colon) y A-549, siendo también altamente
estudiado (Kabir, et al. 2013; Chairez-Ramirez, et al. 2016); por lo cual, GNTM y los demas
extractos con efecto citotoxico, bien podria presentar uno o varios metabolitos secundarios
gue posean una estructura similar a los que se han encontrado en ésta familia de plantas,
los cuales podrian ser estudiados a fondo por el gran espectro de accion que poseen los

extractos.
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CONCLUSIONES

La evaluacién de la capacidad citotoxica de los 20 extractos de G. peruviana y G. neuberthii
en las distintas lineas celulares tumorales da a conocer que, los extraidos de hojas de G.
peruviana que poseen una concentracién inhibitoria efectiva en determinadas lineas
celulares, son GPU2H en RKO con 42,0 pg/mL; GPHVM en U-251 con 51,1 pg/mL; GPHIM
en D-384 con 53,8 pg/mL y U-251 con 46,0 pg/mL; de similar manera el extracto de hojas de
G. neuberthii posee un bajo espectro de actividad antiproliferativa, actuando GNHM en las
lineas celulares PC-3 con 64,3 pg/mL y D-384 con 48,7 ug/mL.

En cuanto al extracto metandlico de tallos de G. neuberthii, GNTM, posee un amplio
espectro de accidn citotoxica, ya que actla inhibiendo la proliferacion celular en todas las
lineas celulares tumorales estudiadas y se puede destacar la accion ejercida sobre la linea
celular PC-3 y SW613-B3, la cuales poseen como principal caracteristica mutaciones en el

gen de p53, dando una Clso de 17,4 y 28,0 pg/mL, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Debido a que el extracto GNTM posee una gran capacidad antiproliferativa en las lineas
celulares estudiadas, incluyendo las células SW613-B3 las cuales poseen p53 mutado, se
recomendaria realizar ensayos de Western Blot e inmunofluorescencia, con el fin de conocer
la ruta de muerte que siguen las células al ser tratadas con el éste extracto, ademas se
recomienda realizar el estudio de citotoxicidad con los componentes ya aislados, a fin de
descubrir qué componente del extracto es responsable del efecto antiproliferativo
observado.

Debido a que el estudio fue realizado en células tumorales, es recomendable realizar
estudios de citotoxicidad sobre lineas celulares normales, esto con el fin de discernir si el
efecto antiproliferativo es exclusivo a células cancerigenas.

Con los resultados obtenidos de citotoxicidad, se recomienda realizar ensayos de
genotoxicidad como cometa o aberraciones cromosdmicas, con el fin de conocer si se
produce o no un dafio a nivel de ADN.

Los mismos analisis se podrian aplicar al resto de extractos que mostraron un alto efecto
citotoxico, de tal manera que, se puede conocer los mecanismos de muerte, su

genotoxicidad y si son especificos de células tumorales.
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