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RESUMEN

El cancer es una enfermedad compleja que involucra la multiplicacién descontrolada
de las células y con capacidad de diseminarse a tejidos adyacentes (metéstasis) en
nuestro organismo. En la poblacion masculina, el Cancer de Pulmén ocupa el primer
lugar de incidencia y mortalidad, seguido por el Cancer de Prostata. El estudio de la bio-
actividad de los productos naturales ha sido relevante en la quimica medicinal ya que
han sido utilizados como referencia para la sintesis de principios activos en algunos
farmacos comercializados en la actualidad. También, los compuestos obtenidos de
productos naturales han jugado un papel importante para el tratamiento del cancer, del
cual se han derivado fdrmacos utilizados en la quimioterapia (Paclitaxel, Camptotencina
y Vincristina, entre otros). El Céancer de Prostata es una enfermedad de lento
crecimiento, caracterizado por un desbalance entre la division y muerte celular. La falta
de muerte celular programada (apoptosis) representa el principal factor de acumulacion
gradual de células neoplasicas en la prostata; a su vez, la apoptosis también esta
asociada al proceso de progresion de cancer localizado de condicion hormono-
dependiente hacia un estado metastasico de condicion hormono-independiente.
Considerando esto, un farmaco anticancerigeno ideal, seria aquel que destruya las
células cancerosas sin causar un dafio excesivo en células normales, situacion que es
lograda a través de la induccion de la apoptosis en células cancerosas.

Antecedentes relacionados al género Kalanchoe (Crassulaceae) indican que posee
metabolitos (Glucésidos cardiotonicos, Alcaloides, entre otros) con actividad bioldgica
en diversas lineas celulares de cancer. Kalanchoe flammea es una planta utilizada en la
Medicina Tradicional Mexicana para tratar diferentes enfermedades, incluyendo el
cancer. Con base en esto, un extracto con acetato de etilo de K. flammea (KfAcOEt) fue
analizada en cuanto a su actividad biologica (in vitro e in vivo) en células de
adenocarcinoma prostatico (PC3) de condicién hormono-independiente y en células de
epitelio prostatico (PrEC) como control de células no cancerosas, asi como en linfocitos
de sangre periférica. En los ensayos de citotoxicidad, la viabilidad celular de ambas
lineas celulares disminuyeron de manera dosis-respuesta, presentando cierto indice de
selectividad sobre las células neoplasicas. La concentracion inhibitoria media fue de
1.361 £ 1.14 pg/mL (PC3) y 127.0 + 1.19 (PrEC), y en contraste, no se observo efecto

citotoxico en Linfocitos de sangre periférica. De las fracciones obtenidas en el ensayo
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bio-dirigido, KF8-3 fue la fraccion con mayor actividad en células PC3 (1.057 = 0.06
pg/mL), manteniendo su selectividad hacia células neoplésicas.

De acuerdo a las recomendaciones del Comité de Nomenclatura de Muerte Celular,
se realizaron las pruebas necesarias para caracterizar el efecto apoptotico inducido por
el extracto KfAcOEt en las células PC3. El extracto KfAcOEt evaluado a la
concentracion inhibitoria al 50% mostrd un efecto de sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno como parte del evento de inicio de la apoptosis, desde las 6 h de
exposicion al extracto. También se determind la liberacion de Citocromo C de la
mitocondria al citosol y la activacion de Caspasa-3 desde las 12 h de tratamiento, estos
ultimos eventos bioquimicos claves en la activacion de la via intrinseca de la apoptosis.
Aun cuando la participacion de Bcl-2 es importante, no se encontraron cambios en los
niveles de expresion de esta proteina. Finalmente, las células expuestas al extracto
KfAcOEt, resultaron positivas a la prueba de TUNEL, la cual nos indica fragmentacién
del ADN como evento final de la apoptosis, en los cuales también fueron observados los
cambios dindmicos de la membrana plasmatica y la pérdida de la morfologia celular
relacionados al encogimiento celular observado. En el andlisis del ciclo celular que se
realizo, las células PC3 tratadas con el extracto KfAcOEt mostraron arresto celular en la
fase de Sintesis a las 12 y 24 h de exposicion. También este efecto fue observado a las
24 h en células PC3 tratadas con la fraccion citotoxicamente activa KF8-3.

En relacion a los ensayos /n vivo realizados, el extracto KfAcOEt mostré actividad
inhibitoria del crecimiento tumoral y ninguno de los ratones perdid peso como
indicativo de un efecto toxico, el cual fue confirmado al hacer el andlisis histologico de
los principales organos extraidos (Higado, Bazo y Rifon). El ensayo de Micronucleos
se realiz6 con la finalidad de comprobar si el extracto KfAcOEt era capaz de ejercer un
dafo genotoxico, resultando negativo a la formacion de microntcleos en Reticulocitos y
Eritrocitos, con la dosis administrada de1000 mg/kg a los ratones. También se evaluo la
Dosis Letal Media, asignando al extracto KfAcOEt en la categoria 5 (DL50>5000
mg/kg) de la OECD en los ratones evaluados, es decir extracto “seguro”.

Finalmente, algunos compuestos de las fracciones secundarias fueron separados por
cromatografia en placa preparativa e identificados cualitativamente mediante
espectrometria de masas por impacto electronico. Los resultados obtenidos fueron
comparados con una base de datos que indico la presencia de alcaloides, esteroles y
glucésidos cardiotonicos. De la fraccion KF8-3 obtenida, que resultd citotdxica en las

células PC3, se separaron algunos compuestos mediante cromatografia liquida de alta
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resolucion (HPLC) y se obtuvieron tres compuestos; dos de éstos compuestos
mayoritarios se analizaron por resonancia magnética nuclear de protones para la
elucidacion de su estructura molecular, estos datos se compararon con referencias de
compuestos obtenidos de otras especies de Kalanchoe; sin embargo, no corresponden a
los ya reportados en la literatura, por lo tanto es posible que sean compuestos aun no

descritos a los cuales se le estan realizando otras pruebas para identificarlos.
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ABSTRACT

Cancer is a complex disease involving a disregulated proliferation of cells and
comprise the ability to spread to adjacent tissues (metastases) in our body. Among men
population, Lung Cancer ranked the first in incidence and mortality, followed by
prostate cancer. Biological activity of natural products has been important in medicinal
chemistry since they have been used as reference in the synthesis of active ingredients
in some current drugs approved for clinical use. Also, compounds derived from natural
products have played an important role in cancer treatment, considering that some
chemotherapeutic drugs have been derived of plants (Paclitaxel, Camptothecin and
Vincristine, etc.).

Prostate Cancer is a slow-growing disease characterized by dysregulation of the
balance between proliferation and cell death. Apoptosis suppression is the responsable
of progressive accumulation of cancer cells in prostatic tissue, apoptosis is also
associated with cancer progression from localized tumor cells (hormono-dependent) to
highly metastasic tumor cells (hormono-independent). According to this issue, an
optimal anticancer drug is considered when is capable to destroy cancer cells without
causing an excessive damage to normal cells, this situation is achieved through
induction of apoptosis exclusively in cancer cells. Publications related to Kalanchoe
(Crassulaceae) genre, indicate they posses metabolites (Cardiac glycosides , alkaloids ,
etc.) with biological activity in various cancer cell lines. Kalanchoe flammea is a plant
used in Mexican traditional medicine to treat some diseases, including cancer. Based on
this, a crude extract with ethyl acetate K. flammea (KfAcOEt) was studied in order to
evaluate their biological activity (in vitro and in vivo) on hormone-independent prostate
adenocarcinoma cells (PC3) and prostate epithelial cells ( PrEC ) as control of non-
cancerous cells as well as in peripheral blood lymphocytes.

Cytotoxicity assays in both cell lines show a dose-dependent inhibition of cell
viability, presenting a selectivity index on neoplastic cells. The fifty percent inhibitoy
concentration was 1.361£1.14 mg/mL (PC3) and 127.0+1.19 (PrEC), and non cytotoxic
effect was observed in peripheral blood lymphocytes. From the bio-assay guided
fractionation, the KF8-3 fraction showed the highest citotoxicity activity in PC3 cells

(1.057+0.06 mg/mL ), maintaining its selectivity for neoplastic cells.
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The assays to characterize the apoptotic effect of the KfAcOEt extract on PC3 cells
were assesed according to the recommendations of the Nomenclature Committee of Cell
Death. The fifty percent inhibitory concentration of the KfAcOEt extract was used to
determinate the initiation phase of apoptosis, an overproduction of reactive oxygen
species was detected at 6 h of exposure in PC3 cells, moreover; release of Cytochrome
C from the mitochondria to the cytosol and activation of Caspase-3 at 12 h of treatment
with the KfAcOEt extract was observed as a distinctive biochemical event of the
intrinsic pathway in the execution phase of apoptosis. In this pathway, involvement of
Bcl-2 protein is important, but we can not find changes in expression levels of this
protein.

Finally, in cells exposed to KfAcOEt extract, TUNEL-positive nuclei were observed,
which indicates DNA fragmentation as part of the final event of apoptosis, in which also
were observed dynamic changes of the plasma membrane and loss of morphology cell
related to cell shrinkage observed. Cell cycle analyses revealed that KfTAcOEt treatment
induces S-phase arrest in prostate cancer cells at 12 and 24 h. This effect was also
observed at 24 h in PC3 cells treated with the cytotoxically active fraction KF8-3.

In relation to in vivo tests, KfAcOEt extract showed tumor-growth inhibitory activity
in xenograft mice model and none of the animals show any weight loss at the end of the
observation period as an indicative of toxicity, which was confirmed by the histological
analysis of major organs of treated mice (liver, spleen and kidney). The micronucleus
assay was carried out in order to assess if KfAcOEt extract was able to exert genotoxic
damage. Samples of treated mice with the administered dose (1000 mg/kg) were
negative to micronuclei induction in reticulocytes and erythrocytes. Lethal Dose 50 was
evaluated and according to OECD guideline and classification, KFAcOEt was ranked as
closely to category 5 (LDsp> 5000 mg/kg), which is of low acute toxicity hazard.

Finally, compounds obtained of secondary fractions of KfAcOEt extract were
separated by preparative thin-layer chromatography and indentified by electron-impact
mass spectrometry. The results were compared with the database indicating the presence
of alkaloids, sterols and cardiac glycosides. The cytotoxic KF83B-fraction evaluated in
PC3 cells, was separated by high performance liquid chromatography (HPLC) to obtain
three compounds. Two of major compounds were analized by Proton Nuclear Magnetic
Resonance for further structural elucidation, the data obtained was compared with

reported compounds isolated from other Kalanchoe species; however, none of this
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correspond to those reported in literature, indicating the possibility they could be new

compounds still for elucidate.
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1. INTRODUCCION

1.1 EL CANCER

El cancer permanece como uno de los mas serios cambios en el cuidado de la salud
del mundo moderno y a su vez, como una de las enfermedades con mayores casos de
mortalidad y morbilidad en el mundo. Segin la Sociedad Americana del Cancer
(American Cancer Society), basada en las estadisticas del GLOBOCAN de la
Organizaciéon Mundial de la Salud, estima que cerca de 14.1 millones de nuevos casos y
8.2 millones de muertes a causa del cancer ocurrieron en el 2012 en todo el mundo
(Torres et al., 2015). En el 2030, se espera que crezca a 21.4 millones de nuevos casos
de cancer y 13.2 millones de muertes, esto debido al crecimiento y envejecimiento de la
poblacion, asi como las reducciones en la mortalidad infantil y muertes por
enfermedades infecciosas en los paises en desarrollo (IARC, 2015).

De acuerdo al Informe Mundial sobre el Céncer, la incidencia del céncer podria
aumentar en un 50% hasta el afio 2020, en el que habria 15 millones de nuevos casos,
este informe revela que el cancer ha pasado a ser un importante problema de salud
publica en los paises en desarrollo, igualando el efecto que tiene en los paises
industrializados. En nuestro pais, los tumores malignos son unas de las principales
causas de mortalidad, un pais como México, que se encuentra en una fase especial de la
transicion epidemiolodgica, en la que le aquejan padecimientos tanto infectocontagiosos
como cronicos no transmisibles, debe prestar atencion a todos los problemas de salud
publica que tiene, y el cancer es uno de los principales. Los padecimientos cronicos no
transmisibles, cobran especial atencion en paises en desarrollo, al participar con mas del
50% de las defunciones por estas causas a nivel mundial (Figura 1) (SSA, 2014).

El cancer es una enfermedad que engloba muchos conceptos, por ello de manera
general podria describirse como un desorden a nivel celular de caracter hiper-
proliferativo, que a su vez involucra una transformacion bioldgica. Es importante
mencionar que las neoplasias se originan de alteraciones de uno o mas genes en el
organismo, ¢éstas pueden ser hereditarias (que pasan de generacién en generacidon) o
adquiridas por el dano del material genético. Hay dos tipos de genes involucrados en la
aparicion de tumores: Los oncogenes que al mutar promueven una proliferacion no

controlada de las células y los genes supresores de tumor que normalmente estan



encargados de evitar una replicacion desmedida de las células; por lo que cualquier

dafio en éstos llevaria a la aparicion de cancer (Hanahan y Weinberg, 2000).
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1.2 LA BIOLOGIA DEL CANCER

El céncer esta comprendido actualmente por seis capacidades ¢ fenotipos bioldgicos
que son adquiridos cuando un tumor se desarrolla, éstos constituyen un principio de
organizacion que nos muestra la complejidad de esta enfermedad neoplasica.

Estas capacidades bioldgicas celulares son la senalizacion proliferativa continua, la
evasion de los supresores de crecimiento, la resistencia a la muerte celular,
inmortalidad celular replicativa, la induccion de la angiogénesis y la activacion de la
invasion, asi como la metastasis. Cabe destacar, que bajo éstas caracteristicas, existen
otros factores que contribuyen, como lo son la inestabilidad genémica, lo cual genera la
diversidad genética que acelera su adquisicion, asi como también la inflamacion, la cual
propicia multiples funciones de estas capacidades bioldgicas. Recientemente, se ha
descrito el surgimiento de otras capacidades que adquieren las células neoplasicas, éstas
son la reprogramacion de energia metabolica y la evasion de la destruccion por el
sistema inmune. Pese a todo lo anterior, existen otros factores que aumentan la
complejidad tumoral, y que se encuentran involucrados en contribuir a la adquisicion de
las capacidades biologicas, esto es el reclutamiento de células normales, creando de esta

manera un “microambiente tumoral”.



De esta manera, podemos llegar al ententimiento de que los tumores son mas que
masas insulares de células proliferando y que en vez de ello, entenderlos como un tejido
complejo compuesto de multiples y distintos tipos celulares que participan de tal
manera que hacen interacciones heterotipicas entre unos con otros (Figura 2) (Hanahan

y Weinberg, 2011).
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1.2.1 SENALIZACION PROLIFERATIVA CONTINUA

Podria decirse que el rasgo fundamental de las células cancerigenas es su capacidad
de sostener una proliferacion crénica. Los tejidos normales cuidadosamente controlan
la produccion y liberacion de sefales que promueven el crecimiento que instruyen la
entrada y progresion a través del crecimiento y ciclo celular, asegurando la homeostasis
del nimero de células y asi mantener la arquitectura normal del tejido y su funcién. Las
células cancerosas al desregular estas sefiales llegan a controlar su propio destino. La
activacion de estas sefiales es lograda en gran parte por factores de crecimiento que se
unen a receptores de la superficie celular, tipicamente aquellos que contienen un
dominio intracelular de tirosin cinasas. Este Gltimo emitird sefiales a través de una

cascada de sefializacion que regulard la progresion a través del ciclo celular, asi como



del crecimiento celular (que es, incrementar el tamafio celular); frecuentemente estas
sefiales también influencian otras propiedades bioldgicas de las células, tales como la
energética de su metabolismo y su sobrevivencia. La biodisponibilidad de los factores
de crecimiento es regulada por su reclutamiento en el espacio pericelular y la matriz
extracelular, y por la accién de una compleja red de proteasas, sulfatasas y posiblemente
de otras enzimas que se liberan y las activan, aparentemente con alta especificidad y
comportamiento localizado. Sin embargo, la precisa identidad y recursos de las sefiales
proliferativas que operan dentro de un tejido normal es poco entendido actualmente
(Hanahan y Weinberg, 2011).

Las células cancerosas pueden obtener su capacidad proliferativa de diferentes
maneras: Pueden producir factores de crecimiento para si mismas, para lo cual pueden
responder expresando sus receptores correspondientes, resultando de una estimulacion
proliferativa autocrina. Por otro lado, las células cancerosas pueden enviar sefiales para
estimular células normales adyacentes, y de esta manera proveerles con factores de
crecimiento. Otro punto importante dentro de esta caracteristica son las mutaciones

somaticas que activan vias de sefalizacion adicionales (Cheng ef al., 2008).

1.2.2 EVASION DE LOS SUPRESORES DE CRECIMIENTO

Ademas de mantener las sefiales estimulatorias de crecimiento, las células cancerosas
deben de eludir los programas que regulan negativamente la proliferacion celular,
muchos de estos programas dependen de la acciéon de genes supresores de tumores.
Muchos supresores de tumores que operan de diferentes maneras para limitar el
crecimiento celular y la proliferacion, se ha descubierto que se encuentran de manera
inactiva de varias formas en muchos canceres. Los dos supresores de tumores tipicos
son los que codifican las proteinas RB y TP53; éstos operan como nodos de operacion
central dentro de dos claves complementarias de circuitos regulatorios que gobiernan las
decisiones de las células a proliferar o alternativamente a activar la senescencia y los
programas apoptéticos. Aunque estos dos supresores de la proliferacion TP53 y RB
tienen una prominente importancia en regular la proliferacion celular, varias lineas de
evidencia indican que cada uno opera por distintas vias de una larga red que redunda en

funcionalidad (Hanahan y Weinberg, 2011).



1.2.3 RESISTENCIA A MUERTE CELULAR

El concepto de que la muerte celular programada por apoptosis sirve como una
barrera natural para el desarrollo del céncer, ha sido bien establecida por estudios
concluyentes sobre su funcion en las ultimas dos décadas. La elucidacion de los
circuitos de sefializacion que regulan el programa de apoptosis ha revelado como ésta se
desencadena en respuesta a varias tensiones fisiologicas y que las células cancerosas
experimentan durante el curso de la tumorgénesis o como un resultado de la terapia anti
cancer. La maquinaria apoptotica estd compuesta por componentes reguladores que
censan las sefiales, tanto externas como internas en la célula (Adams et al., 2007). Estos
reguladores a su vez, son divididos en dos grandes vias, una que es censada y procesada
extracelularmente y que es inducida por sefales de muerte (programa apoptético
extrinseco), que involucra receptores como Fas ligando/Fas receptor), y la otra
censando e integrando una variedad de sefiales de origen intracelular (programa
apoptotico intrinseco), con lo cual la célula es progresivamente desensamblada y
finalmente consumida por células fagociticas especializadas. Las células tumorales
involucran una variedad de estrategias para limitar o evitar la apoptosis. La mas
comunmente conocida es la pérdida de la funcion del supresor de tumores PT53.
Aunque también estas células pueden lograr esta finalidad con el incremento de la
expresion de proteinas anti-apoptéticas reguladoras (Bcl-2, Bcl-X1), o por senales de
sobrevivencia (Igfl1/2), o por bajo regular factores pro-apoptdticos, entre otros. La
multiplicidad de evadir los mecanismos apoptoticos presumiblemente refleja la
diversidad de sefiales de apoptosis que la poblacion de células cancerosas encuentra

durante la evolucion hacia un estado de malignidad (Hanahan y Weinberg, 2011).

1.2.4 INMORTALIDAD REPLICATIVA

Se ha aceptado ampliamente que las células requieren de un potencial replicativo
ilimitado para generar tumores macroscopicos. Esta capacidad se encuentra en marcado
contraste al comportamiento de la mayoria de linajes celulares normales en el cuerpo,
los cuales son capaces de pasar a través de un limitado numero de crecimiento y ciclos
celulares. Esta limitacion ha sido asociada con dos distintas barreras de la proliferacion:
La senescencia, una tipica e irreversible entrada a un estado viable de no replicacion, y

a una fase de crisis que involucra la muerte celular. La eventual inmortalizacién de las
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variantes celulares que proceden a formar tumores ha sido atribuida a su capacidad para
mantener el ADN telomérico a longitudes suficientes para evitar la senescencia o
apoptosis, lo cual es logrado comuinmente por sobre regular la expresion de la
telomerasa o, menos frecuente, un mecanismo de mantenimiento de los telomeros
basado en una via de recombinacion alternativa. Asi, el acortamiento de los telomeros
ha llegado a ser como un crondmetro que determina el potencial replicativo de las
células normales y por lo tanto que debe de ser superado por las células cancerosas

(Hanahan y Weinberg, 2011).

1.2.5 INDUCCION DE ANGIOGENESIS

Al igual que en los tejidos normales, los tumores necesitan de sustento en nutrientes
y oxigeno, asi como de la habilidad de desechar residuos metabolicos y bioxido de
carbono. El proceso de neo-vasculatura generada por tumores es denominado
angiogénesis, con el cual cumplen estas necesidades. Durante la progresion tumoral un
“interruptor angiogénico” esta siempre activo, causando vascularizacion para generar
continuamente nuevos vasos que ayudan a sustentar el crecimiento neoplasico
(Hanahan et al., 1996).

Hay completa evidencia que indica que este interruptor angiogénico se rige por
factores compensatorios que pueden tanto inducir como evitar la angiogénesis
(Baeriswyl et al., 2009). Algunos de éstos reguladores angiogénicos son proteinas de
sefializacién que se unen para estimular o inhibir receptores de superficie celular de
células endoteliales vasculares. Los factores involucrados tanto para la induccién como
inhibicion de la angiogénesis son el factor de crecimiento endotelial vascular-A
(VEGF-A) y la trombospondina 1 (TSP-1), respectivamente. Anteriormente la
angiogénesis era concebida para ser importante solo cuando se formaba rapidamente el
tumor macroscopico, pero datos mas recientes indican que la angiogénesis también
contribuye a la fase pre-maligna microscépica de la progresion neoplésica (Hanahan y

Weinberg, 2011).

1.2.6 ACTIVACION DE LA INVASION Y METASTASIS

El proceso de invasion y metastasis se ha esquematizado como una secuencia de

pasos discretos frecuentemente denominado como cascada de invasion — metastasis
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(Talmadge et al., 2010). Las células cancerosas tipicamente desarrollan alteraciones en
su forma, asi como en su adhesion a otras células y a la matriz extracelular (MEC). La
alteracion involucrada mas caracteristica es la pérdida de E-caderinas en las células
cancerosas, la cual es una molécula clave en la adhesion célula-célula. Mediante la
formacion uniones adherentes con células epiteliales adyacentes, E-caderinas ayudan a
ensamblar en capas el epitelio celular y mantienen el orden de las células dentro de
estas capas. El incremento en la expresion de E-caderinas fue establecido como un
antagonismo de la invasion y la metastasis, asi la reduccion de su expresion fue
relacionada a potenciar estos fenotipos. La frecuente baja expresion y a veces ocasional
inactivacion de E-caderinas en canceres de seres humanos provee de informacion
fundamental para involucrarlo como clave en esta caracteristica (Berx et al., 2009).

Un concepto adicional, involucra la facilidad con el que las células cancerosas
invaden gracias a la ayuda de células inflamatorias que se reunen en los limites
tumorales, produciendo enzimas que degradan la MEC y otros factores que habilitan el
crecimiento invasivo; un ejemplo son los macrdéfagos que se localizan en la periferia
tumoral y que proveen de metaloproteinasas y cistein-catepsin proteasas, este proceso se
cree es mediado por las células tumorales que secretan I1L-6 (Kessenbrock et al., 2010).
Esta funcion puede obviar la necesidad de las células cancerosas para producir
quimioatrayentes que reclutan células inflamatorias en vez de producir ellas mismas
estas enzimas (Qian et al., 2010).

La metastasis puede dividirse en dos fases: La diseminacion fisica de las células
cancerosas desde un tumor primario a tejidos distantes y la adaptacion de estas células
en microambientes de tejidos diferentes que resulta en la colonizacion exitosa

(Talmadge et al., 2010).

1.2.7 REPROGRAMACION DE LA ENERGIA METABOLICA

La frecuente y descontrolada proliferacion celular que representa la esencia de una
enfermedad neoplasica involucra no solo desregular el control del ciclo celular, sino
también ajustar la energia del metabolismo en orden para impulsar el crecimiento y la
division celular. Bajo condiciones aerdbicas, el metabolismo de la glucosa en las células
normales es primero hacia piruvato por la via de la glucdlisis en el citosol y
posteriormente hacia didéxido de carbono, bajo condiciones anaerobicas, la glucoélisis es

favorecida y relativamente poco piruvato es enviado a las mitocondrias. Actualmente se
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sabe que una caracteristica anémala de las células cancerosas es que ain en presencia de
oxigeno, puede reprogramar su metabolismo de la glucosa, y asi producir energia, por
limitar su metabolismo energético dentro de la glucoélisis, llevando a un estado el cual
ha sido denominado “glucdlisis anaerébica” (Hanahan y Weinberg, 2011).
Curiosamente, se ha encontrado que algunos tumores tienen dos subpoblaciones de
células cancerosas que difieren en sus vias de obtencion de energia. Una poblacion de
ellas son dependientes de glucosa (efecto Warburg) que secretan lactato, y la otra
poblacion preferencialmente importan y utilizan el lactato producido por las células
vecinas para asi mantener su recurso energético, empleando parte del ciclo del acido
citrico para hacerlo (Kennedy et al., 2010). Estas dos poblaciones evidentemente
funcionan de manera cooperativa: Las células cancerosas hipoxicas dependen de la
glucosa como energia y asi secretan lactato como residuo, el cual es importado y
preferencialmente usado como combustible por sus células vecinas mejor oxigenadas.
Aunque este mecanismo simbiodtico no ha sido generalizado atn, la cooperacion entre
secretar lactato y utilizar el lactato por otras células para impulsar el crecimiento
tumoral no es una invencién de las células tumorales, sino un proceso de cooptacion
como mecanismo fisioldgico normal (Kennedy et al., 2010). Ademas es cada vez mas
evidente que la oxigenacidon que va desde normoxia a hipoxia, no es necesariamente un
proceso estatico en los tumores, y a su vez fluctua temporal y regionalmente (Hardee et
al., 2009); probablemente este es el resultado de la inestabilidad y la caotica

desorganizacion de la neovasculatura en los tumores (Hanahan ef al., 2011).

1.2.8 EVASION DE LA RESPUESTA INMUNE

Hay poca evidencia en el posible papel del sistema inmune en la limitacion de la
formacion de mas del 80% de los tumores con etiologia no viral. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha incrementado la evidencia de que el sistema inmune opera como una
barrera importante para la formacion y progresion de un tumor, al menos en los
canceres no inducidos por virus (Hanahan y Weinberg, 2011).

Se sabe que las células cancerosas evaden el sistema inmune por deshabilitar los
componentes del sistema inmune que han sido enviados para eliminarlas. Por ejemplo,
las células cancerosas pueden paralizar la infiltracion de Linfocitos T citotoxicos (CTL)
y células Natural Killer (NK cells), mediante la secreciéon de TGF-$ u otros factores

inmunosupresivos (Yang et al., 2010). Mecanismos mas sutiles operan a través del
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reclutamiento de células inflamatorias que son activamente inmunosupresores,
incluyendo células T regulatorias y células supresoras derivadas de mieloide (MDSCs).
Ambas pueden suprimir la accién de los linfocitos T citotdoxicos (Mougiakakos et al.,

2010).

1.2.9 MICROAMBIENTE TUMORAL

Un ensamble de distintos tipos celulares constituyen la mayoria de tumores so6lidos.
Tanto el parénquima como el estroma de los tumores contienen distintos tipos y
subtipos celulares que colectivamente permiten el crecimiento tumoral y la progresion

(Figura 3) (Hanahan y Weinberg, 2011).
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1.3 LA PROSTATA

La prostata (gr. prostatas, quien esta delante) es la glandula sexual accesoria mas
grande del hombre. Mide unos 2 x 3 x 4 cm de espesor, largo y ancho y pesa alrededor
de 20 g. La prostata rodea la primera parte de la uretra y su parte posterior la recorren
los dos conductos eyaculadores.

Desde el punto de vista anatdbmico macroscopico, la prostata se divide en 16bulos,
pero por la histologia y la clinica se distingue tres zonas concéntricas que rodean la
parte de la porcion prostatica de la uretra: La zona periuretral, la zona central y la
zona periférica (Figura 4). La secrecion prostatica es un liquido muy fluido que

contiene cantidades importantes de acido citrico, por lo que el pH es algo acido.



También contiene fosfatasa acida y antigeno especifico de la préstata (PSA) (Geneser,

2008).

Zona
Uretra periuretral

Zona
central

Zona
periferica

Glandulas Glandulas

Glandulas e
submucosas principales

mucosas

Figura 4. Corte transversal de la prostata 9" 2008

1.3.1 TIPOS DE CELULAS PROSTATICAS

El epitelio prostatico en el hombre esta compuesto por dos diferentes tipos de
células, las células epiteliales y las células estromales. El compartimento prostatico
epitelial consiste de células madre, células epiteliales basales, células amplificadoras de
transito, células neuroenddcrinas y células epiteliales secretorias luminales
terminalmente diferenciadas. El compartimento estromal sirve como un soporte
estructural y consiste predominantemente de tejido conectivo, células de musculo liso y
fibroblastos.

El desarrollo y el mantenimiento de la anatomia de la prostata en estado normal, se
da a través de la regulada morfogénesis del tejido en procesos que involucran la
diferenciacion celular, proliferacion y apoptosis. La comunicacion a través de
numerosas interacciones intracelulares es direccionada al citoesqueleto intracelular y
después a la matriz nuclear, la cual controla una variedad de funciones transcripcionales
que controlan el tamafo celular y la forma, la motilidad celular, recambio celular

epitelial y la proliferacion, asi como la diferenciacion (Geneser, 2008).
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1.3.2 REGULACION DEL CRECIMIENTO PROSTATICO POR ESTEROIDES
Y FACTORES DE CRECIMIENTO

Hay multiples niveles de regulacion del crecimiento prostatico que incluye la accion
de hormonas esteroidales, factores de crecimiento y comunicacion directa entre célula y
célula, asi como interacciones con la matriz extracelular. Estos tipos de interacciones de
control de crecimiento son llevadas a cabo por varios sistemas que incluyen factores
endocrinos  (testosterona, estrogenos, prolactina 'y gonadotropinas), sefiales
neuroenddcrinas (serotonina, acetilcolina y norepinefrina), factores paracrinos (factores
solubles de crecimiento de tejido), factores autdcrinos (factores que son producidos y
secretados por la misma célula), factores intracrinos (factores que funcionan de manera
similar a los factores autocrinos pero funcionan dentro de la célula), factores de matriz
extracelular e interacciones célula-célula (integrinas y células de adhesion celular)

(Ramirez-Balderrama et al., 2013).

1.3.3 EL CANCER DE PROSTATA

El cancer de prostata (CaP) es la segunda patologia maligna masculina en frecuencia
en el mundo occidental (s6lo superado por el cancer de pulmén). Aparece sobre todo en
las glandulas principales de la zona periférica. Debido a su localizacion, a menudo el
cancer solo produce sintomas miccionales en las etapas tardias de la patologia, lo cual
implica, lamentablemente, que ya se ha generado metastasis. En consecuencia, tiene
especial interés que, en condiciones normales, se detecta muy escasa concentracion de
fosfatasa acida plasmatica, mientras que en las células cancerosas (al igual que las
células epiteliales normales prostaticas) contienen fosfatasa acida y liberan la enzima al
torrente sanguineo, sobre todo después de la metéstasis del tumor. Por lo tanto, la
determinacion de la concentracion de fosfatasa acida en el plasma sanguineo es un
importante eslabon para el diagnostico del cancer de prostata (Ramirez-Balderrama et
al., 2013).

Al igual que la hiperplasia prostatica benigna, el cancer de prostata es sensible a la
accion de androgenos, que estimulan el crecimiento tumoral. En consecuencia, ademas
de la cirugia del tumor, a menudo se complementan el tratamiento con la orquidiectomia
(extirpacion de los testiculos), que disminuyen o detiene el crecimiento tumoral y que

incluso puede causar la regresion de la metastasis. Se obtienen resultados similares
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mediante la aplicacion de tratamientos con estrégenos, por la accion directa sobre las
células cancerosas y por el efecto inhibitorio sobre la secrecion de LH (Hormona
Luteinizante) y la consecuente disminucion de la secrecion de testosterona (Ramirez-

Balderrama et al., 2013).

1.3.4 DESARROLLO DEL CANCER DE PROSTATA

El ciclo celular se realiza de una manera especial en las células prostaticas. La
mitosis es dependiente de elementos agonistas como los andrégenos (en especial la
dihidrotestosterona) y de los factores de crecimiento (FC) excepto el “Factor
transformante de crecimiento tipo B” TGF-B, que es antagonista del crecimiento en
condiciones normales. En la prostata, especificamente en el estroma, el complejo
receptor androgénico-dihidrotestosterona (AR-DHT) activa la secrecion de los factores
de crecimiento, que cruzan la membrana basal hacia el compartimiento epitelial que
contiene células basales y secretorias luminales, aqui los factores de crecimiento se
unen a receptores de membrana plasmatica especificos e inician la sefal para la
proliferacion y supervivencia de las células epiteliales secretorias. Una vez que se inicia
la sefial, los factores de crecimiento actuan como efectores positivos o negativos de los
procesos celulares (proliferacion, diferenciacion y muerte celular del tejido sano y
canceroso). La transmision de sefiales desde los receptores de membrana especificos,
crea la sintesis de una cascada de proteinas y la activacion o represion de un nimero de
genes blanco. Cuando se desarrolla el cancer, se utilizan esas proteinas y genes a su
favor (Uribe, 2005).

Existen cuatro familias de factores basicos de crecimiento que se consideran
activadores y que tienen en comun un dominio para la union, dependiente de un tipo de
cinasa especifica denominada la tirosin cinasa y un factor de crecimiento cuya cinasa
especifica de union es la serina - treonina cinasa. Entre éstos se encuentran:

Factor de crecimiento epidérmico (EGF): Este induce la proliferacion de todos los
tipos celulares normales. Es el principal factor de crecimiento en la HPB y en tejido
normal. En CaP incrementa la proliferacion en lineas androgeno sensibles, sugiriendo
una via autocrina para células que son epiteliales. Originalmente es autocrino, solo de
las células del estroma, hecho que desaparecen cuando se desarrolla el cancer. En esta
familia de factores se incluye el “Factor de crecimiento transformante alfa” TGF-a, no

relacionado con TGF-f (Daves y Eaton, 1991).
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Factor de crecimiento semejante a la insulina (IGFs): Es un sistema que incluye
dos proteinas: Tipo I y II. Entre sus funciones esta el aumentar la proliferacion celular,
se secreta en células estromales y actia en celular epiteliales, tipico de los factores de
crecimiento. Tienen funciones antiapoptoticas, asi como mitogénicas. Cuando este
factor se sobreexpresa hay mayor posibilidad de desarrollar cancer (Story, 1995).

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF): Se secreta en muchas
células de tejidos del sistema urinario. Es un fuerte factor mitogénico y proliferativo.
Tiene relacion directa con la inflamacidon y es muy importante en la génesis de HBP
(Story, 1995).

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF): En CaP, diferentes tipos de
alteraciones en esta familia de factores se da durante la progresion del estado de
dependencia hormonal al independiente, que interrumpe la comunicacién entre el
estroma y el epitelio, lo cual da como resultado la autonomia de las células con cancer.
Estos cambios incluyen: 1. La pérdida del receptor FGFR2IIIb, al cual se une FGF-7
derivado del estroma, esto promueve tanto el crecimiento como la limitacion del
mismo, asi como la diferenciacion, 2. Activacion del receptor FGFR1, la cual esta
limitada al estroma, junto con la activacion de FGFs que actia en este receptor de
manera autocrina. Se sobreexpresa en HPB (Matsubara et al., 1999).

Factor de crecimiento transformante tipo B: Los factores de crecimiento pueden
funcionar como inhibidores del crecimiento. Su dominio de unién se encuentra en la
serina-treonina cinasa a diferencia de los otros en las que este se encuentra en la
tirosin-cinasa. El TGF-B es una superfamilia de 5 isoformas que incluyen: Activina,
Inhibina, proteinas morfogénicas 6seas (TGF B1 y TGF B3) y Factor inhibidor del
Miiller. El TGF- activa el crecimiento estromal e inhibe el crecimiento epitelial en el
tejido normal. En cancer de prostata funciona de manera inversa, las células pierden la
habilidad de ser inhibidas por esta familia de factores. En el CaP, el TGF-} se encarga
de promover la angiogénesis y limitar la respuesta inmune contra el tumor. En los
procesos tumorigénicos es sobrexpresado (Story, 1995).

En condiciones normales la funcion vital del epitelio glandular prostatico es secretar
PSA (Prostatic Specific Antigen) que es fundamental para la reproduccion de la especie
y otras substancias secundarias, pero cuando existe una transformacion maligna, se
activard una via aberrante de produccion de los mismos factores de crecimiento, de
predominio autocrino y siempre a favor del crecimiento del tumor, con tal nimero de

divisiones que tenderd a la inmortalidad. El tumor usard la DHT disponible que sin
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embargo ya no es indispensable. Para la conversion de testosterona a DHT en el tumor,
donde intervendra la 5-a reductasa-isoenzima-1; la 5-o reductasa isoenzima-2 del
estroma, la cual permanece de manera normal en la glandula y el tumor sera capaz de
retroalimentarse en forma autocrina con factores de crecimiento sintetizados para
favorecerse y al igual que otras sustancias como androgenos suprarrenales, estrogenos y
progesterona, que antes eran de menor importancia que la DHT. Cuando ocurre la
transformacion a cancer, los mecanismos paracrinos de accion en el receptor
androgénico son reemplazados por un mecanismo autocrino emergente, las células
cancerosas son cada vez menos dependientes de los factores celulares estromales

(Carson III y Rittmaster, 2003).

1.3.5 BASES MOLECULARES DEL CANCER DE PROSTATA

El céncer de prostata es caracterizado por una heterogeneidad biolédgica y clinica, lo
que ha complicado sus estudios moleculares y epidemioldgicos, por esta razén es
necesario un entendimiento profundo de los cambios moleculares que inician y dirigen
al CaP, aunque en la actualidad no se conocen los mecanismos exactos por los cuales se
desarrolla esta enfermedad se han identificado alteraciones genéticas especificas y
caracterizado su papel dentro del CaP en los varios estadios donde pueden ser
importantes (Yu et al., 2005).

Receptores de Androgeno (RA): Los receptores de androgenos y proteinas
relacionadas a las cascadas de sefalizacion que éstos activan, son criticos para el
desarrollo y diferenciacion de un epitelio prostitico normal. Sin embargo, esta
sefializacion también conlleva al CaP y a su progresion. Los androgenos usualmente en
forma de DHT, se unen a su receptor en el citoplasma. El complejo formado por esta
unidn se transloca al nticleo, donde promueve elementos de respuesta a androgenos en
ciertas regiones promotoras de genes. Aqui el complejo altera los genes de transcripcion
que directa o indirectamente estimulan la proliferacion.

La funcion critica mitogénica de la sefializacion de los receptores androgénicos (RA)
forma la base de una de las terapias para el CaP, sin embargo cuando éste es tratado con
antiandrogenos, las células tumorales se convierten en andrégeno independiente, lo que
lleva consigo a mutaciones en los RA. Algunas de éstas mutaciones alteran la

especificidad del ligando, dando como consecuencia un RA mutante que es activo
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cuando se une a un Antiandrégeno. Otro factor que coopera con los RA para causar la
malignizacion del CaP es el microambiente tumoral (Yu et al., 2005).

Oncogenes y Receptores de Factores de Crecimiento: En la etapa temprana del
desarrollo de una malignizacion, las mutaciones acontecidas en las células usualmente
activan proto-oncogenes y conllevan a la transformacién maligna. En contraste los
genes supresores de tumor codifican proteinas que sirven como reguladores negativos
del crecimiento celular y la proliferacion (Yu et al., 2005). En CaP, la activacion de
oncogenes Yy el producto de su expresion ha sido particularmente decepcionante, ya que
los estudios realizados no han correlacionado ningiin oncogén que pueda ser un
marcador para la deteccion de la maligniciencia prostatica o para identificar una ruta en
particular que conlleve al desarrollo del CaP o la prediccion de alguna manera en un
fenotipo predecible (Foster ef al., 1999). Aunque la familia de proto-oncogenes RAS ha
sido encontrada en muchos tipos de canceres humanos, las mutaciones en estos no son
relativamente comunes en CaP y no ofrecen utilidad en el pronostico del mismo. Sin
embargo, RAS juega un papel importante en la transduccion de sefiales de los receptores
de factores de crecimiento (GFRs), lo que sugiere que la via de sefalizacion realizada
por estos receptores esta implicada en el desarrollo, crecimiento y metastasis del CaP.
Los factores de crecimiento epidérmico (EGFR) actGan como mitégenos para las
células epiteliales normales de la prostata; de tal manera que son expresados en altos
niveles en el CaP. En el epitelio normal y en el del CaP se expresan los EGFR, los
cuales activan la via de sefializacion de las MAPK cuando ésta es activada por factores
de crecimiento epidérmico (EGF) o factores de crecimiento transformantes (TGF-a). La
activacion de la sefializacion de EGFR estd ligada a la proliferacion celular,
transformacion maligna y la progresion de la enfermedad (Yu et al., 2005).

Genes Supresores de Tumor (TSG): Un segundo grupo de genes que son
considerados importantes moduladores del fenotipo maligno de una célula, son los
genes supresores de tumor (TSGs). Aunque las funciones normales de la secuencia de
estos genes no se encuentran bien definidas, es probable que ellos estén involucrados en
promover la diferenciacion celular, ademas de mediar el arresto celular en la
proliferaciéon mediante citocinas inhibidoras de crecimiento. Algunos de los TSGs
considerados son el gen de Retinoblastoma (RB) localizado en el cromosoma humano
13q, del cual algunos estudios confirman la presencia de mutaciones en este gen, en una
subpoblacion de CaP, lo que soporta la probabilidad de que la mutacion de este gen es

responsable de la supresion tumoral y que esto puede ser un importante paso en la
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génesis de al menos algunos CaP. La pérdida de la heterocigocidad (LOH) para RB ha
sido mostrada en el 60% de pacientes con CaP. Otro TSG es el gen p53, que se
encuentra mutado en muchos canceres humanos (Selivanova, 2001), el producto de este
gen es una proteina nuclear que regula la entrada y progresion al ciclo celular. En
células normales se encuentra en el citoplasma en asociacion con el citoesqueleto y en
células transformadas, esta proteina es usualmente localizada en el nucleo. La
identificacion de altos niveles de esta proteina indica que p53 se encuentra mutado,
debido a que éste en su forma normal tiene una vida media corta. Un tercer gen supresor
de tumores es KAIl, que se encuentra localizado en el cromosoma 11pl1.2, el cual
parece estar activo en algunos CaP. La proteina de este gen se encuentra reducida en
lineas celulares derivadas de CaP metastasico. De la proteina codificada por el gen de
KAIl aun no se ha confirmado su funcién, su localizacion membranal y su excesiva
glicosilacion sugiere que tiene funcidn en la interaccion célula — célula e interacciones
célula con la matriz extracelular y que son importantes en invasion y metdstasis.
Ademas de KAIIl, la expresion de genes como MRP-1 y ME491, que son otros dos
genes de la misma familia, también ha sido correlacionada con la metéstasis (Foster et
al., 1999).

Otros genes supresores de tumores que se encuentran alterados en CaP son el
Glutation S-Transferasa, el cual cataliza la conjugacion de glutation con componentes
electrofilicos, protegiendo al ADN de dafio oxidativo y el Homologo de la fosfatasa y
tensina (PTEN) el cual es una fosfatasa que actiia en la tirosina de fosfoproteinas y en
los sustratos fosfolipidos de la cinasa de fosfoinositol trifosfato (PI3K), donde la
pérdida de la expresion de PTEN activa la via de sefalizacion de AKT, la cual se
encuentra asociada con el incremento de la sobrevivencia celular. En CaP, el gen de
PTEN esta mutado y silenciado por hipermetilacion, ademas de que esta pérdida de
expresion correlaciona con el estado avanzado y alto grado de maligniciencia en los
tumores de CaP (Yu et al., 2005).

Indices de proliferacion: La evaluacion de la proporciéon de células proliferando
dentro de un tumor puede predecir la probable progresion hacia una tumoracion. La
expresion de una proteina como Ki67 es necesaria a lo largo de todo el ciclo celular, por
consiguiente al disminuir su expresion se inhibe la proliferacion celular. Se ha
comprobado que existe una significativa correlacion entre la expresion de esta proteina

y el grado de malignidad en todos los tumores de prostata (Foster et al., 1999).
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Apoptosis: Mucha atencion ha sido enfocada al control molecular de la apoptosis y
los métodos para potenciar la muerte celular en el tumor con terapia anti-cancerigena.
Los valores de apoptosis llegan a ser alterados durante la iniciacion, progresion y
metastasis de los canceres de prostata humano. El tratamiento con ablacion androgénica
primero produce una reduccion en la densidad tumoral, pero las células contintian
proliferando y se tornan a un estado andrégeno independiente, el cual no responde por
mucho tiempo a la terapia antiandrogeno. El mecanismo o mecanismos por los cuales
las células adquieren androgeno independencia puede ser a través de defectos en la
produccion autocrina y/o en respuesta a citocinas TGF- B1 (Foster et al., 1999).

Bcl-2 y proteinas de genes relacionados: La proteina oncogénica Bcl-2 y su familia
de genes relacionados ocupan un papel central en la regulacion de la apoptosis. Bel-2,
Bcl-Xi, Bel-w y Mcl-1 son antagonistas de la muerte celular, mientras que Bax, Bak,
Bcl-Xs, Bad y Bik son agonistas. Las proporciones de €stos influencian la respuesta al
estimulo apoptotico tales como la ablacion androgénica, la pérdida del anclaje a
proteinas de la matriz extracelular y farmacos anticancerigenos. Bax se encuentra
presente tanto en células basales como en células luminales, pero en altos niveles de
expresion en células secretorias, mientras que Mcl-1 y Bcl-x son equitativamente
expresadas en ambas. Se sabe que el radio de expresion de antagonistas y agonistas
determina si una célula responde a una sefal apoptotica. Este radio puede ser afectado
por muchos estimulos de manera diferente, que incluyen proteinas de la matriz
extracelular, Raf-1 y p53 en su forma normal.

Se ha demostrado que la expresion de Bcl-2 es un marcador de prondstico
independiente en células de CaP, y niveles altos de ésta proteina han sido encontradas
en células hormono refractarias, lo que explica la supervivencia de este tipo de células,
y que esta proteina sea utilizada como un blanco terapéutico potencial, ya que se ha
demostrado que incrementa la resistencia a la muerte celular tanto por quimioterapia y
radioterapia, asi como de reducir el anclaje celular a proteinas de la matriz extracelular,
lo que facilita la diseminacion tumoral. Al igual la expresion de Bcl-2 correlaciona con
el incremento de la independencia androgenica, lo que sugiere que la sobreexpresion de
esta proteina puede brindar progresion tumoral y resistencia a quimioterapéuticos (Raffo
et al., 1995).

Por otro lado, también se ha documentado que los andrégenos median la resistencia
al tratamiento con Etopdsido por el incremento de la expresion de Bcl-2 y de esta

manera inhibe la apoptosis mediada por este farmaco (Berchem et al., 1995). La
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proteina p53 ha mostrado un papel importante en la modulacion de la apoptosis, la cual
regula la expresion de Bcl-2 y de Bax. Cuando p53 se encuentra normal, media la
induccion de apoptosis por irradiacion y por tratamiento con drogas citotoxicas. En
prostata, la apoptosis inducida por ablacion androgénica no parece involucrar a p53,
sugiriendo de esta manera que p53 no es esencial para que la respuesta apoptotica
acontezca (Berges et al., 1993). Otros proto-oncogenes tales como ras, c-myc y c-jun
han mostrado incremento de su expresion en células PC3 que son resistentes a drogas
terapéuticas que inducen apoptosis (Mackay et al., 1994). Estas investigaciones indican
que varios y distintos mecanismos moleculares pueden ser inducidos o suprimidos, para
lograr la muerte celular programada en células de CaP. Tales mecanismos pueden estar
involucrados en la eliminacién de canceres dependientes de andréogeno por ablacion
hormonal, prevencion de la transicion de éstas ultimas a ser androgeno independiente
por bloqueo de la expresion Bel-2 y la erradicacion de células de cancer metastasicas
independientes de androgeno con nuevos inductores de apoptosis (Foster et al., 1999).

Factores de crecimiento: En CaP, los niveles de ARNm de TGF-B1 estan
incrementados; mientras que los niveles de TGF-B3 se encuentran reciprocamente
reducidos.  Las células de CaP desarrollan poca sensibilidad a los efectos
antiproliferativos/inhibitorios de TGF-B1 y de ésta manera la progresion tumoral
continia. Los niveles de ARNm de TGF-Bl no siempre correlacionan con los
correspondientes niveles de su proteina. Las células de CaP pierden susceptibilidad
inhibitoria a TGF-Bl y TGF-B2. Los efectos de la sobreproduccion de TGF-B1
benefician la malignidad por medio de la supresion de la inmunidad humoral y celular,
promoviendo la angiogénesis, estimulando la formaciéon de la matriz estromal,
modulando la expresion dependiente de factores de crecimiento por células estromales y
asi potenciando la motilidad celular y metastasis de las células de CaP (Foster et al.,
1999).

Mensajeros Intracelulares: La familia de las proteinas cinasa C (PKC) de al menos
12 distintas serina/treonina cinasas ocupan un papel importante en el control de la
proliferaciéon  celular, diferenciacion y apoptosis. PKC es el mayor mediador
intracelular de los efectos de muchos factores de crecimiento, operando por medio de
segundos mensajeros a través del sistema fosfatidilinositol. La activacion de PKC por
¢ésteres de forbol ha mostrado una inhibicién dosis dependiente de la proliferacion
celular y de la induccion de la apoptosis. PKCs a y & parece que son cruciales para la

diferenciacion celular, mientras que PKC [ estd involucrado en la proliferacion y
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apoptosis. Se ha sugerido que PKC & actia como un oncogén e incrementa la
proliferacion, mientras que PKC ( parece perderse cuando los tumores se van haciendo
mas agresivos (Powell et al., 1994). Se ha comprobado que PKC [ se encuentra
disminuido en etapas tempranas de CaP, de igual manera los niveles de PKC ¢ se
encuentran reciprocamente aumentados, de tal manera que se ha propuesto que el
desbalance de los niveles de PKC ayuda a explicar el crecimiento maligno del epitelio
prostatico. Recientemente se ha comprobado que la inhibicion total de PKC previene la
proliferacion de células de CaP in vitro (Sosnowski et al., 1997).

Genes implicados en metastasis e invasién: La migracion celular es un proceso
complejo que involucra un desprendimiento de la matriz extracelular y re-adhesion a la
misma, los cuales estdin mediados por receptores heterodiméricos transmembranales, o
integrinas los cuales forman complejos con la matriz extracelular. Las integrinas
median la adhesion e inician una cascada de sefializacion que tiene como resultado la
fosforilacion de una cinasa de adhesion focal (FAK) lo cual crea un sitio de union de
alta afinidad con proteinas de la familia de las cinasas Src. Al formarse el complejo
FAK/Src se regula la fosforilacion de multiples proteinas efectoras, que al final
intervendran en la regulacion de la adhesion y la migracion. Las lineas de CaP que
exhiben agresividad, comportamiento invasivo, como lo son PC3 y DU-145, tienen
altos niveles de expresion de FAK que tienden a incrementar la tumorigenicidad,
migracion y habilidad metastésica. Otras proteinas implicadas son la E-caderina, la cual
es una glicoproteina transmembranal que regula la adhesion célula-célula por medio de
la interaccién homotipica con otras E-caderina en otra superficie celular opuesta y [-
catenina, la cual ayuda a formar un complejo con la E-caderina para unirse
intracelularmente a la actina y de esta manera ayudar a estabilizar el complejo entero
junto con el citoesqueleto. La reduccion o ausencia de la expresion de E-caderina ha
sido asociada con alto grado de malignidad de tumores de CaP al igual que en células
de metastasis a hueso de CaP, lo cual sugiere que la pérdida de ésta, se encuentra
involucrada en el desarrollo de CaP, quizds promoviendo un fenotipo mas invasivo, sin
embargo el mecanismo por el cual ésta proteina promueve la progresion del CaP no esta

esclarecido por completo (Yu et al., 2005).
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1.3.6 HORMONO INDEPENDENCIA

El tratamiento mds comunmente utilizado para el cancer de prostata avanzado es la
terapia de ablacion androgénica, la cual eficazmente resulta en la regresion de la masa
tumoral causada por el efecto apoptdtico a corto plazo en células de adenocarcinoma
andrégeno dependiente (Chuu ef al., 2011). Sin embargo en la mayoria de los casos, tal
tratamiento da como resultado que las células de CaP se vuelvan altamente agresivas y
metastdsicas, estado que se ha denominado Androgeno-Independiente (AI). Esta
transicion al estado Al ocurre probablemente a través del crecimiento de ciertas células
de estado Al que ya coexisten dentro de la poblacion celular androgeno-dependiente,
esto antes de la deprivacion androgénica (Isaacs y Coffey, 1981; Gingrinch et al.,
1997). Por tales implicaciones, muchos investigadores han enfocado su atencion en el
entendimiento del por qué las células de CaP son capaces de escapar de su estado
inicial de androgeno dependencia, asi como el estado en el cual el receptor de
andrégeno (RA) es encontrado. Al principio se creia que el crecimiento tumoral por Al
era causado por la pérdida de la expresion de ARNm del RA y a su vez de la proteina en
si, debido a que el RA no es expresado en lineas celulares de humanos y roedores
altamente agresivas y/o metastasicas (Tilley et al., 1990; Culig et al., 1998). Contrario a
las expectativas, subsecuentemente se demostr6 que la proteina era altamente expresada
de manera homogénea en tumores primarios, tumores locales recurrentes y ain en
metastaticos. Estas observaciones implicaban que la necesidad de androgenos en las
células cancerosas no era importante y que no estaba involucrada en la bajo regulacion
de la expresion de RA. Parecia ser que varios posibles mecanismos para la adquisicion
de este estado eran debidos a alteraciones en la actividad, funcion y/o especificidad del
RA. Una posibilidad es que el RA se vuelve altamente sensible a niveles residuales
bajos de androgenos. En efecto, RA se encuentra frecuentemente mutado dentro de los
dominios de uniéon del andrégeno en lineas celulares asi como en tumores primarios,
dando paso a que los RA tengan la capacidad de unirse a otras hormonas esteroides,
dejando de ser especificas para androgenos (Abate y Sheen, 2000). Sin embargo las
mutaciones no solo son encontradas en los dominios de union al andrdgeno, si no
también a lo largo de toda la region codificadora tanto en tumores primarios como en
las células hormono independientes. Se ha sugerido también que en los casos donde los
andrégenos estan limitados (tal como ocurre en la terapia de ablacion androgénica), los

requerimientos hormonales pueden ser omitidos a través de actividades sinérgicas del
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receptor de andrégenos con factores de crecimiento tales como IGF, FGF y/o EGF.

(Culig et al., 1994).

1.3.7 ESTADIOS

En el cancer de prostata se describen los siguientes estadios:

® Estadio I: Céncer restringido unicamente a prostata. También se denomina
estadio Al.

® Estadio II: El cancer estd mas avanzado que en el estadio I, pero ain no se ha
extendido fuera de la prostata. El cancer de prostata en este estadio también se
denomina estadio A2, B1 o estadio B2.

® Estadio III: El cancer se ha extendido mas alla de la capa externa de la préstata
hasta los tejidos vecinos, afecta a vesiculas seminales. Es también llamado estadio C.

® [Estadio I'V: El tumor se ha extendido a ganglios linfaticos cerca o lejos de la
prostata o a otras partes del cuerpo como recto, vejiga, pulmén o hueso (metastasis).

También se denomina D1 o D2 (Jiménez et al., 2011).

1.3.8 GRADO GLEASON

El sistema de puntuacion histologico de Gleason gradia a los tumores de 1 a 5
basado en el grado de diferenciacion glandular y la arquitectura estructural. El grado 1
representa el aspecto mas diferenciado y el grado 5 el mas pobremente diferenciado.
Una puntuaciéon primaria y una puntuaciéon secundaria son reportadas, segin los 2
patrones mas comunes encontrados. El cancer mas diferenciado tiene una puntuacion de
“l1+1” o 2; y el mas indiferenciado una puntuacion de “5+5” o 10. La puntuacion
combinada (puntuaciéon primaria y secundaria) de 2, 3, 6 4 usualmente representa
canceres bien diferenciados; puntuacion de 5, 6, o 7 representa canceres moderadamente
diferenciados; y puntuacion de 8, 9, o 10 representa canceres pobremente diferenciados.
El prondstico esta directamente relacionado a esta puntuacion (Abate-Shen y Shen,
2000).

Sistema de graduacion:

1. Glandulas unicas redondeadas, en masas redondeadas muy juntas con bordes bien

definidos.
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2. Glandulas tunicas redondeadas, algo separadas, masas redondeadas con bordes
menos definidos.

3A. Glandulas unicas de mediano tamafio con forma irregular y espacio irregular con
bordes infiltrantes indefinidos.

3B. Muy similar a 3A, pero glandulas pequefias a muy pequeias que no forman
cadenas o cordones.

3C. Epitelio papilar y cribiforme, rodeado de cilindros y masas; no necrosis.

4A. Glandulas grandes, medianas o pequefias combinadas en cordones, cadenas, o
masas infiltrantes.

4B. Muy similar a 4A, pero principalmente con células grandes claras, algunas veces
se asemejan al "hipernefroma"

5A. No diferenciacion glandular, cordones, células unicas, o nidos solidos de tumor
con necrosis central.

5B. Adenocarcinoma anaplésico.
1.3.9 TRATAMIENTO DEL CANCER DE PROSTATA

Es importante conocer el estadio de la enfermedad para planificar el tratamiento
(Jiménez et al., 2011). Por lo tanto, el prondstico y las opciones de tratamiento
dependen de:

» El estadio del cancer

» Laedady el estado general del paciente
» De la puntuacion de Gleason
»>

Si el cancer esta recién diagnosticado o ha recaido

El CaP de manera localizada es manejado primeramente a través de la cirugia o
radioterapia. Sin embargo, en pacientes en los cuales el cancer persiste depués de un
tratamiento definitivo o aquellos que presentan un estado avanzado o metastésico, el
primer tratamiento que se les administra es la terapia de ablacion androgénica,
tipicamente con un agonista de la hormona liberadora de la hormona leutinizante. Sin
embargo, este efecto es temporal y despues de 18 a 24 meses, hay una progresion de la
enfermedad que implica un aumento de los niveles de antigeno especifico de prostata,

incremento en el tamafio del tumor, nuevos esparcimientos metastasicos y sintomas
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caracteristicos de la enfermedad. Esto representa el fenotipo letal de la enfermedad y se
le denomina cancer de prostata hormono independiente (Lonergan y Tindall, 2011).

Existen diferentes tipos de tratamiento para los pacientes diagnosticados con cancer
de prostata. Algunos tratamientos son estandar y otros estan siendo evaluados en
ensayos clinicos. El tratamiento se debe considerar cuidadosamente, teniendo en cuenta
las ventajas e inconvenientes, segin la edad, salud general y preferencias de cada
paciente (Jiménez et al., 2011).

Se distinguen cuatro tipos de tratamiento estandar:

®  Observacion o conducta expectante: Es la observacion intensiva, sin
administrar ningn tratamiento hasta que los sintomas se presenten o cambien. Suele
emplearse en varones mayores y que presentan otros problemas de salud y con
enfermedad tumoral en estadio bajo. El mantener una actitud expectante no significa
que el paciente no va a recibir ningiin seguimiento o cuidado médico. Se realizaran
determinaciones de PSA en sangre y tacto rectal cada 6 meses y probablemente biopsia
guiada por ecografia transrectal anualmente. Si aparece cualquier sintoma o el cancer se
extendera, deberia considerarse un tratamiento activo.

®  Cirugia: Prostatectomia radical. Procedimiento quirurgico para extirpar la
prostata, el tejido circundante y las vesiculas seminales. Existen dos tipos de
Prostatectomia radical; 8 Prostatectomia retropubica (La extirpacion de la prostata se
realiza a través de una incision en la pared abdominal, se pueden extirpar también los
ganglios linfaticos cercanos) B Prostatectomia perineal (Procedimiento quirargico en
el que la prostata se extirpa a través de una incision en periné (4rea entre el ano y el
escroto)). Reseccion transuretral de la prostata. Se extirpa el tejido prostatico mediante
el uso de resectoscopio (tubo delgado iluminado, con un instrumento cortante que se
introduce a través de la uretra). Se utiliza a veces para paliar sintomas causados por el
tumor antes de seguir con otros tratamientos para el cancer. La reseccion transuretral
también se puede realizar en varones en los que no se puede practicar la Prostatectomia
radical por su edad o enfermedades asociadas (Jiménez et al., 2011).

Los posibles efectos secundarios de la cirugia son la incontinencia urinaria
(incapacidad de contener la orina) y la impotencia (incapacidad de lograr la ereccion).
Se estan desarrollando nuevas opciones quirtrgicas para reducir los efectos secundarios
de estos tratamientos; asi, una opcion es la B Prostatectomia radical con preservacion
de la inervacion, es decir, respeta los nervios que controlan la ereccion, conservando asi

la funcion sexual. Sin embargo, en pacientes que tienen tumores de gran tamafio o que
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por su localizacién se encuentren proximos a los nervios no son aptos para esta
intervencion (Jiménez et al., 2011).

®  Radioterapia: Es un tratamiento en el que durante varias semanas se expone la
zona afectada a pequefias dosis de ondas de energia, que impiden que las células
malignas se desarrollen y multipliquen. Existen dos tipos de radioterapia: Radioterapia
externa, en las que la radiacion parte desde una maquina situada fuera del cuerpo y es
enviada hacia el area donde se encuentra el tumor y la Braquiterapia o radioterapia
interna, en las que se utiliza una sustancia radiactiva sellada en agujas, semillas,
alambres o catéteres que se sitian directamente dentro o cerca del tumor, debido a que
las semillas se encuentran muy cerca de las células cancerosas, éstas reciben mas
irradiacion que el recto, vejiga, pene y otros tejidos circundantes, que reciben menos
radiacion.

La utilizacion de una u otra técnica va a depender del estadio en que se encuentre el
tumor. El tratamiento con radioterapia es indoloro, pero algunos pacientes sufren de
diarrea, sintomas urinarios, asi como sequedad de piel del area tratada. Puede causar
pérdida del vello en la pelvis, que puede ser temporal o permanente segun la cantidad de
radiacion utilizada. Tanto la radioterapia externa como la interna pueden causar
impotencia en algunos hombres. La tasa de impotencia es similar a la de los pacientes
que son sometidos a prostatectomia con preservacion de la inervacion. Ambos tipos de
radiacion tienen un pequefio riesgo de problemas en vejiga o recto que de aparecer, lo
hacen a largo plazo (Jiménez et al., 2011).

®  Hormonoterapia: El objetivo de la terapia hormonal es disminuir los niveles de
hormonas masculinas, los androgenos. El principal andrégeno es la testosterona. Como
se menciono anteriormente, los androgenos producidos sobre todo en los testiculos,
promueven el crecimiento de células CaP. Cuando los niveles de andrégenos son bajos,
el CaP se reduce y crece mas lentamente.

La hormonoterapia en el cancer de prostata puede incluir: Agonistas de la hormona
liberadora de la hormona luteinizante, que impiden que los testiculos produzcan
testosterona, por ejemplo leuprolide y goserelina. Antiandrogenos para bloquear la
accion de los androgenos, por ejemplo flutamida y biculutamida. Farmacos que
impiden la produccion de androgenos por parte de las glandulas suprarrenales, como
ketoconazol y aminoglutetimida. Los estrogenos (hormonas que producen los caracteres
sexuales femeninos) pueden impedir que los testiculos produzcan testosterona. Sin

embargo, rara vez se utilizan en el tratamiento del cancer de prostata debido al riesgo de
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efectos secundarios. La Orquiectomia es una técnica quirurgica que extirpa uno o
ambos testiculos, que son la principal fuente de hormonas masculinas, con el fin de
reducir la produccion de estas hormonas. La hormonoterapia puede presentar efectos
secundarios como rubor, pérdida del apetito sexual, debilidad de los huesos, deterioro
de la funcién sexual, etc.

El tratamiento hormonal puede ser utilizado en varias situaciones como tratamiento
inicial si el paciente no puede recibir cirugia o radioterapia o bien no puede recibir estos
tratamientos porque el cdncer ha sobrepasado los limites de la prostata, después de
cirugia o radioterapia si persiste enfermedad o hay recaida, junto con radioterapia como
tratamiento inicial (terapia adyuvante) en pacientes con alto riesgo de recurrencia, si se
estan realizando ensayos de tratamiento hormonal previo a cirugia o radioterapia
(tratamiento neoadyuvante) con el objetivo de reducir el cancer y poder llevar a cabo un
tratamiento mas efectivo.

® Quimioterapia: Se administran farmacos que por via endovenosa o via oral pasan
al torrente sanguineo y alcanzan todas las partes del cuerpo, haciendo que este
tratamiento sea potencialmente eficaz en los tumores que han desarrollado metastasis
(se han extendido a odrganos distantes de la prostata, fundamentalmente hueso y
pulmon). Por ello, el uso de quimioterapia queda reducido a cancer de prostata
extendido fuera de la glandula prostatica y si el tratamiento hormonal no es efectivo
(hormonorresistencia). Se utilizan farmacos como taxanos, etopdsido, vinorelbina y
adriamicina. El objetivo de todos ellos es eliminar todas las células cancerosas para
reducir el crecimiento tumoral y paliar el dolor. Las respuestas objetivas con
quimioterapia estan entre un 10-40%. No esta indicada en el tratamiento del cancer de
prostata precoz.

® Tratamiento paliativo: Los tratamientos anteriores tienen como objetivo eliminar
o destruir las células cancerigenas o detener su crecimiento. Pero otro objetivo muy
importante es «la calidad de vida» del paciente, que consiste en eliminar el dolor y otros
sintomas que pudieran aparecer; asi pueden ser tratados con: Analgésicos,
especialmente los opioides, que son muy efectivos para el control del dolor oncolégico;
los bifosfonatos, que pueden aliviar el dolor causado por metastasis 0seas y pueden
enlentecer su crecimiento. El mas utilizado es el acido zoledronico (Zometa®), asi
como algunos esteroides; del cual algunos estudios sugieren que esteroides como

prednisona y dexametasona pueden aliviar el dolor 6seo en varones con cancer de
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prostata metastasica y la radioterapia, la cual puede contribuir al tratamiento del dolor

6seo aplicandola en la zona donde se localiza la metéstasis dsea (Jiménez et al., 2011).

1.4 COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL Y SU VALOR COMO
QUIMIOTERAPEUTICOS

La quimioterapia es una clase de tratamiento médico que utiliza farmacos
antineoplasicos para bloquear diversas funciones bioldgicas en una célula cancerosa,
entre ellos disminuir o detener crecimiento celular, impedir su migracion y posterior
diseminacion, eliminar células que pudieran haberse diseminado en otras partes del
cuerpo y mitigar sintomas como el dolor o por bloqueos de funciones causadas por el
cancer. A la fecha, mas de 50 farmacos anticancerigenos han sido descubiertos, los
cuales son usados de multiples formas: Monoterapia, que es el uso de un solo farmaco,
modalidad combinatoria, en la cual la quimioterapia es usada con otro tratamiento
como la cirugia y radioterapia, o combinacion quimioterapéutica en donde un grupo
de farmacos es usado para tener un efecto sinérgico. Los principales efectos secundarios
de la quimioterapia son las nauseas y el vomito, pérdida de cabello, cambios en la
médula 6sea, problemas de fertilidad, efectos emocionales y en la memoria, entre otros
(Sandeep et al., 2012).

La funcidon que desempenan los productos naturales en el tratamiento del cancer ha
sido desde hace muchos afos atrds, de gran importancia para el desarrollo de nuevos
quimioterapéuticos, ya que estudios realizados a éstos indican que son capaces de
suprimir la proliferaciéon de células neoplésicas, pueden inhibir vias de sefalizacion
desreguladas, inducir muerte celular (apoptosis, autofagia, necroptosis), suprimir la
expresion de proteinas antiapoptdticas, inhibir vias de activacion de factores de
transcripcion como NF-kB, AP-1 y JAK-STAT, inhibir la angiogénesis, entre otros
tipos de modulaciones. Recientemente se ha descubierto que los productos naturales
tienen la capacidad de revertir la quimioresistencia y radioresistencia en pacientes que
se encuentran sometidos a estos tratamientos, es por ello que éstos tienen el potencial de

ser usados como terapéuticos en la actualidad (Dorai y Aggarwal, 2004).

1.4.1 LOS PRODUCTOS NATURALES EN EL DESCUBRIMIENTO DE
FARMACOS

26



El uso de los Productos Naturales ha ganado un amplio reconocimiento como una
estrategia terapéutica, desde hace ya varios afios. El Instituto Nacional del Céancer de los
Estados Unidos ha reconocido la importancia de los Productos Naturales como una
fuente de nuevas moléculas con potenciales anticancerigenos, que ha dado paso en todo
el mundo a la busqueda de éstos a través de multiples recursos naturales (plantas,
animales, organismos marinos, etc.).

Los principales agentes que actualmente son usados en la practica quimioterapéutica
incluyen al Taxol obtenido de la corteza del arbol Taxus brevifolia, asi como los
alcaloides Vincristina y Vinblastina, que se encuentran presentes en Vinca rosea
(Balunas et al., 2005).

Es claro entonces, que los Productos Naturales han sido el recurso de la mayoria de
los principios activos de los medicamentos actuales, y esto ha sido ampliamente
aceptado, ya que mas del 80% de las sustancias activas provienen de Productos
Naturales o inspirados por un Compuesto Natural (Sneader, 1996). Otro argumento para
validar el uso de productos de origen natural son las multiples investigaciones que se
han publicado desde 1981 al 2007, donde se indica que casi la mitad de los farmacos
que han sido aprobados estan hechos a base de Productos Naturales (Figura 5)

(Newman y Craigg, 2007).

Varios Biologicos
R

Origen
sintético

Figura 5. Porcentaje de farmacos derivados de Productos Naturales

Compuestos naturales
y productos derivados

Newman y Craigg, 2007

1.4.2 ESTRATEGIA TERAPEUTICA EN UN FARMACO ANTINEOPLASICO

La introduccion de terapias basadas en el entendimiento de los eventos y

mecanismos moleculares desregulados en las células neoplasicas, ha surgido como una
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de las estrategias esenciales de las ultimas tres décadas concomitante con el progreso en
la investigacion de los mecanismos de la patogénesis del cancer.

El rapido crecimiento de esta estrategia terapéutica es categorizada con base a los
respectivos efectos en una o varias de las caracteristicas biologicas del céncer; por
ejemplo, si una de estas caracteristicas bioldgicas del fenotipo neoplésico es
considerado importante para la biologia del tumor, entonces su inhibicidon causard un
efecto en el crecimiento tumoral y a su vez en la progresion del mismo. Los farmacos
anticancerigenos desarrollados a la fecha han sido deliberados directamente hacia
blancos moleculares especificos que estan involucrados de una u otra manera en
desarrollar eventos particulares en las células neoplasicas, tal especificidad de accion ha
sido considerada como satisfactoria, ya que puede presentar una actividad inhibitoria
contra el blanco en especifico, pero la realidad del farmaco es que posee pocos efectos
en su blanco, lo que da paso a que los resultados clinicos sean generalmente transitorios,
provocando asi una recaida casi inevitable del paciente. Actualmente se sabe que
muchas de las caracteristicas del cancer estan reguladas por vias de sefializacion que
estan interconectadas de manera redundante; debido a ello, un agente terapéutico
dirigido contra una de las vias claves de un tumor puede que no siempre contrarreste
esa capacidad biologica, lo que da como resultado a que algunas células cancerosas
sobrevivan con una funcién residual de éstas vias, hasta que ella misma o bien su
progenie eventualmente se adapte a la presion selectiva impuesta por la terapia que ha
sido aplicada. Tal adaptacion, que puede estar acompanada de mutaciones, epigenética,
reprogramacion o remodelamiento del microambiente estromal donde se encuentre,
puede reestablecer esta capacidad funcional, permitiendo la renovacion del crecimiento
tumoral y a su vez la falla clinica (Hanahan y Weinberg, 2011).

Por ejemplo, si se emplea un farmaco inductor de apoptosis puede llevar a las
células cancerosas a hiperactivar sefializaciones mitogénicas para compensar el efecto
producido por tal tratamiento. Por esa consideracion, se propone que el desarrollo de
farmacos y el disefio de protocolos de tratamientos esten realizados en funcién de
incorporar los diferentes conceptos de estas caracteristicas bioldgicas y de las multiples
vias involucradas en sostener cada una de ellas. Asi, en particular, se puede establecer
una idea de que un segundo blanco contra alguna de las caracteristicas biologicas,
resultard en una terapia mas efectiva y durable para el tratamiento del cancer (Hanahan

y Weinberg, 2011).
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2. ANTECEDENTES

2.1 FAMILIA Crassulaceae

Las crasulaceas son una familia de angiospermas del orden de las Saxifragales y se
encuentran distribuidas en muchas partes de mundo. Se desarrollan satisfactoriamente
en climas célidos como México, Sudafrica y el Suroeste de China. Estas plantas
almacenan agua en sus hojas suculentas y existen alrededor de 1,400 especies en 33

géneros en todo el mundo.

2.1.1 GENERO Kalanchoe

Kalanchoe es un género de planta con alrededor de 125 especies de la familia
Crassulaceae nativas de Africa y se distribuyen en varias partes del mundo, la mayoria
son arbustos o herbaceas perennes, la mas grande puede alcanzar los 6 m de altura, sin
embargo la mayoria no superan 1 m. Tienen hojas carnosas, de color verde medio a
oscuro con cubierta cérea. Los miembros del género se caracterizan por abrir sus flores
haciendo crecer nuevas células en la superficie interior de los pétalos para forzarlas a
salir y en la parte exterior para cerrarlas. Surgen en tallos florales formando grandes
umbelas de colores rosa, rojo, purpureo, amarillo o blanco, segiin la especie o la
variedad. Florece desde comienzos del invierno hasta la primavera.

Varias especies de Kalanchoe han sido introducidas en nuestro pais y de la misma
manera han sido incluidas dentro de la medicina tradicional mexicana para el uso de
diversos padecimientos como el cancer.

Algunas especies de Kalanchoe como K. pinnata (Lam.) Pers. (Figura 6) son
popularmente usadas en la medicina tradicional de regiones templadas del mundo. En
Guyana, las hojas son usadas como antiinflamatorio y antiséptico, para el tratamiento de
la tos, ulceras y llagas. Otros estudios han reportado que esta especie presenta
actividades antiulcerosas, antileshmaniales, hepatoprotectores, antidiabética y

antinociceptiva (El Abdellaoui et al., 2010).
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Figura 6. Kalanchoe pinnata

2.1.2 ESTUDIOS RELACIONADOS CON EL TRATAMIENTO DEL CANCER
EN EL GENERO Kalanchoe

En 1988 y 1989 en China, Yamagishi y colaboradores, aislaron de la planta entera
de Kalanchoe pinnata, tres glucosidos cardiotonicos denominados bufadiendlidos, a
partir de un extracto acuoso que presentaron un efecto citotoxico en un panel variado de
lineas celulares tumorales KB (Cérvix), A-549 (Pulmoén), HCT-8 (Colon), P-388
(Leucemia) y L-1210 (Leucemia linfocitica de ratéon). A su vez, realizaron la
elucidacion estructural de estos compuestos mediante el uso de resonancia magnética
nuclear en 1D y 2D (Yamagishi et al., 1989).

En el 2001 en Japon, Supratman y colaboradores aislaron cinco bufadiendlidos
obtenidos de un extracto con metanol (MeOH) de hojas de Kalanchoe pinnata y
Kalanchoe daigremontiana x tubiflora y se evalud su potencial de inhibir la promocion
tumoral mediante el modelo de activacion del antigeno temprano del Virus de Epstein
Barr (EBV-EA) en células Raji, inducido por el promotor tumoral 13-acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol. Todos los compuestos mostraron una actividad inhibitoria por

encima del 90% desde concentraciones de 0.16 a 100 uM, por lo cual éstos
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bufadienolidos fueron considerados como nuevos agentes quimiopreventivos
(Supratman et al., 2001).

En el 2006 en China, Wu y colaboradores, aislaron tres nuevos bufadienolidos y
cinco compuestos de la misma familia ya conocidos en trabajos previos, a partir de un
extracto con MeOH de la parte aérea de Kalanchoe gracilis y determinaron sus
estructuras quimicas mediante métodos espectroscopicos. Ademads, evaluaron su
actividad citotoxica en diferentes lineas celulares de cancer y se analiz6 su efecto en la
inhibicion de la replicacion del virus del VIH. Los 8 compuestos mostraron una
citotoxicidad significativa a rangos nanomolares y solo uno de éstos compuestos,
denominado Briofilina B mostré un efecto inhibitorio del virus del VIH en células
H9 de linfocitos T (Wu et al., 2006).

En el 2008 en China, Kuo y colaboradores purificaron fracciones obtenidas de un
extracto con MeOH de Kalanchoe hybrida, mediante fraccionamiento bio-dirigido, de
la cual obtuvieron tres bufadiendlidos con una estructura base de anillo abierto a-
pirona, asi como otros cuatro compuestos diferentes de los cuales se evalud su
citotoxicidad con la técnica de MTS (5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4,5-dimetiltiazolil)-3-
(4-sulfofenil)-tetrazolio), evaluando concentraciones de 4 y 20 pg/mL por 72 h de
exposicion, usando como control negativo DMSO al 0.3% y como control positivo
Actinomicina D a 10 pM, esto en las lineas celulares de cancer de mama (MCF-7),
pulmon (NCI-H460) y Glioblastoma (SF-268). Estos compuestos mostraron actividad
citotoxica en las lineas MCF-7 y NCI-H460 y un efecto menor en la linea SF-268
(Kuo et al., 2008).

2.1.3 ESTUDIOS REALIZADOS A Kalanchoe flammea

En experimentos previos en nuestro laboratorio, se realizaron diferentes ensayos con
extractos obtenidos con tres tipos de disolventes de diferente polaridad (Etanol, Acetato
de etilo, Hexano) con Kalanchoe flammea (No. de Reg. 42567 Herbario-Izta-UNAM)
(Figura 7). La identificacion de metabolitos por Cromatografia de Capa Fina a través
de reacciones colorimétricas indicaron que el extracto contiene metabolitos secundarios
de interés terapéutico, como son los terpenos y alcaloides; entre otros. En las pruebas in
vitro empleadas para evaluar el potencial citotoxico de los diferentes extractos, se
observd que éstos eran capaces de inducir un decremento en la viabilidad de células de

cancer de prostata de condicion hormono-independiente (PC3). Los extractos obtenidos
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con etanol y con acetato de etilo, ejercieron un efecto dosis respuesta a las 24 h de
exposicion, obteniendo valores de Clsp desde 5 hasta 30 pg/mL. Por otro lado, el
ensayo realizado en un cultivo primario de linfocitos (control de células sanas) se
observd que ninguno de los extractos fue citotoxico (selectividad de los extractos hacia
células neoplésicas).

También se realizo un estudio genotdxico para determinar la seguridad del uso de los
extractos en un futuro y para ello, se realizo la prueba de Ames utilizando el método de
incorporacion con diferentes cepas de S. typhimurium (TA98, TA100 y TA102) que
detectan diferentes mecanismos de mutagenicidad; se comprobd que los extractos
podrian ser usados de manera segura ya que los datos obtenidos nos indicaron que los
extractos con etanol y acetato de etilo de K. flammea resultaron negativos a induccion
de mutaciones en las diferentes cepas de S. typhimurium a concentraciones de 50 a 200
ug por placa.

Ademas se encontrd que la induccion de la apoptosis es el principal mecanismo de
muerte celular evaluado en los Productos Naturales, esto a través de la translocacion de
la fosfatidilserina del citosol hacia el lado externo de la membrana citoplasmatica de las
células a las 24 h de exposicion con el extracto con acetato de etilo de K. flammea,

descartando un proceso de muerte celular por necrosis (Arias-Gonzalez, 2011).
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3. JUSTIFICACION

Estadisticamente, el cancer de prostata (CaP), es una de las neoplasias mas comunes
en la poblacidn masculina, aproximadamente 40 000 hombres mueren por este
padecimiento cada afio. Se considera que una de las causas es el envejecimiento
poblacional. Considerando esto, el CaP es un problema clinico importante con el cual se
seguird enfrentando la medicina de manera ascendente en los proximos afios.

Dentro de los recursos terapéuticos donde el CaP se encuentra confinado a la
glandula prostatica, existen terapias radicales disponibles dirigidas a erradicar las
células malignas, dando como resultado una cura; sin embargo, si la enfermedad se ha
diseminado en organos adyacentes o distantes, no existe a la fecha, una intervencion
medica curativa para este estado. Desde hace ya varias décadas, la deprivacion
androgénica ha sido uno de los principales tratamientos para lograr controlar los
neoplasmas de prostata, pero desafortunadamente esto es paliativo ya que la progresion
del tumor es inevitable, debido al crecimiento de ciertas células cancerigenas que no
responden a las terapias hormonales, convirtiéndose asi, en hormono-independientes.
Mas alla de ésto, las células cancerosas tienen una fuerte tendencia a diseminarse al
hueso, un sitio donde la metastasis causa una gran morbilidad que ultimamente lleva a
una muerte dolorosa.

Con lo anterior, es evidente que a la fecha se ha realizado muy poco progreso en el
tratamiento del cancer de prdstata en estadios avanzados, donde la eficacia de los
medicamentos quimioterapéuticos han tomado desventaja tanto por la resistencia que
presentan las células tumorales a éstos, asi como por la eficacia decepcionante que
tienen y por el poco tiempo de sobrevivencia que ofrecen al paciente. Es por ello que
nuevos medicamentos terapéuticos necesitan ser identificados para entonces cambiar el
curso del panorama de esta enfermedad.

En los ultimos afios, la perspectiva en el desarrollo de nuevos farmacos contra el
cancer ha cambiado, de manera que el enfoque ha sido desplazado de buscar
quimioterapias citotoxicas hacia la investigacion de farmacos que se dirigen contra
diversas alteraciones en los tumores. Se propone entonces que para que un farmaco
nuevo sea eficaz e innovador, éste pueda tener un efecto inhibitorio contra mas de uno

de los eventos bioldgicos del cancer ya ampliamente descritos en la actualidad y que de
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esta manera pueda ser utilizado en varias de las etapas o estadios en el céncer de
proéstata e inclusive como quimiopreventivo.

Finalmente, otra de las principales barreras a superar en la busqueda de nuevas
terapias, es la resistencia del fArmaco antineoplasico, ya que es frecuentemente la causa
del fracaso al tratamiento, ademéas los farmacos actuales carecen de una especificidad
contra las células tumorales, provocando que las células normales sean afectadas,
causando multiples efectos secundarios.

Es deseable entonces, que las nuevas estrategias como el aprovechamiento de los
metabolitos secundarios encontrados en las plantas resuelvan estos problemas que

podrian ser de gran beneficio al mejorar la calidad de vida de los pacientes con cancer.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un extracto con acetato de etilo de Kalanchoe flammea
(KfAcOE?t) en los principales eventos biologicos desarrollados por una célula préstata

neoplésica, asi como la caracterizacion fitoquimica del extracto.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Evaluacion de la citotoxicidad del extracto/compuestos mayoritarios en una linea
celular de céncer de prostata (PC3) y en una linea celular normal de epitelio prostatico

(PrEC)

B. Evaluacion del extracto con acetato de etilo de Kalanchoe flammea en los eventos
neoplasicos del cancer de prostata
In vitro
B.1 Resistencia a la muerte celular por apoptosis
B.2 Progresion del ciclo celular
Invivo

B.3 Efecto antitumoral en un modelo murino

C. Caracterizacion fitoquimica de un extracto con acetato de etilo de Kalanchoe
flammea
A.1 Fraccionamiento del extracto

A.2 Purificacion y elucidacion de compuestos mayoritarios
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente proyecto se desarrolld en tres etapas (Figura 8), la primera etapa
consisti6 de la evaluacion del efecto biologico del extracto con acetato de etilo de
Kalanchoe flammea (KfAcOEt) en la linea celular PC3 (Adenocarcinoma Prostatico
Hormono-independiente), asi como el estudio de algunos eventos bioldgicos asociados a
cancer como: La resistencia a muerte celular, ciclo celular (/n vitro), y el efecto
antitumoral del extracto en un modelo murino (/n vivo).

La etapa dos del proyecto incluy6 el fraccionamiento bio-dirigido del extracto para
obtener fracciones con efecto citotoxico selectivo en células de Cancer de Prostata.

En la tercera etapa, la fraccion y/o fracciones seleccionadas, se sometieron a un
nuevo fraccionamiento y se procedid a evaluar su actividad citotoxica, para la posterior
identificacion de ¢l 6 los compuestos responsables de la actividad por diferentes

métodos espectroscopicos.

Kalanchoe flammea
Obtencion PC3
del extracto
(Kf-ACOEt) Induccidn Sobreproduccion de ERO
I 1 oo == Activacion de caspasas
Apoptdtica Fragmentacion del ADN
Actividad  __| Cl Ciclo
— Citotdxica 50 Celular
—
FEE Antitumoral
Cromatografia en columna
Caracterizaciéon Cromatografia en placa
Fitoquimica lEprlElive
Analisis espectroscépicos

Figura 8. Estrategia experimental

37



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Evaluacion de la citotoxicidad del extracto y sus fracciones en una linea celular
de cdncer de prostata (PC3) y en una linea celular normal de epitelio prostdtico

(PrEC).

6.1.1 Cultivo celular

Las lineas celulares que se utilizaron en esta investigacion fueron PC3, las cuales son
células de Adenocarcinoma de Prostata Grado IV proveniente de una metastasis lumbar
y que son insensibles a los Andrégenos, negativo para a-Reductasa, tienen una
mutacion de delecion de p53 y no expresan a-catenina (ATCC). Estas celulas fueron
cultivadas en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar, y se mantuvieron
en medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, Sigma),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco), 1 % de antibidtico — antimicotico
(Gibco) a 37 °C en incubadora de CO; al 5% con 95% de humedad. La linea celular de
epitelio prostatico normal PrEC, son células consideradas como “normales” por su
perfil genético de células prostaticas no cancerigenas, las cuales expresan p63, CK-8 y
CK-18, que son caracteristicas de células luminales y basales, asi como son negativas a
Receptores de Androgeno y PSA y sin expresion de NKX3.1, éstas células se
mantuvieron en medio basal para epitelio prostatico (Lonza PrEBM), con suero fetal
bovino (15%) y factores de crecimiento como PBE, hidrocortizona, hEGF, epinefrina,
insulina, triiodotironina, transferrina, gentamicina/anfotericina-B y acido retinoico

(Lonza PrEGM) a 37 °C en incubadora de CO; al 5% con 95% de humedad.

6.1.2 Almacenamiento y congelamiento

Las lineas celulares fueron guardadas en medio de congelacion (suero fetal bovino y
DMSO (Dimetil Sulféxido, Sigma) al 10%) a -80 °C en crioviales de congelacion. Para
descongelar las células, se coloco el criovial en Bafo Maria a 37 °C y una vez
descongelado, se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min con medio de cultivo

suplementado con suero en relacion 1:1.
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6.1.3 Evaluacion de la citotoxicidad

Este procedimiento se realizd usando la técnica de MTT, la cual es una técnica
colorimétrica clasica para la determinacion de viabilidad celular, esta se realizé de la

siguiente manera:

6.1.3.1 Técnica de MTT

El fundamento de esta técnica, se basa en la reduccion metabolica del Bromuro de 3-
(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol ~ (MTT) realizado por enzimas
mitocondriales como la succinato-deshidrogenasa, metabolizdndolo en su forma
insoluble de color purpura denominado formazan, permitiendo de esta manera;
comprobar la funcionalidad mitocondrial de células expuestas a un agente (Mossmann,
1983). El producto de la reaccion es retenido en las células y puede ser liberado al
solubilizarlo con DMSO. De esta forma es posible cuantificar la cantidad de MTT
metabolizado al detectar un cambio colorimétrico que es producido como consecuencia
(cambio de coloracion de amarillo al violeta). La reproducibilidad y sencillez del
método lo convierte en una técnica ampliamente utilizada para la evaluacion de la
supervivencia celular frente a la exposicion a un compuesto que se evalua (extracto,
farmaco, etc.), de tal manera que la cantidad de células vivas sera proporcional a la

cantidad de formazan producido (Eisenbrand et al., 2002).

6.1.3.2 Procedimiento

El procedimiento fue realizado en placas de 96 pozos, donde, de cultivos confluentes
se cosecharon las células con tripsina al 0.1%, se re-suspendieron y fueron centrifugadas
a 1500 rpm por 5 min, y asi determinar mediante un conteo celular con camara de
Neubauer, el nimero de células requeridas a sembrar por pozo. Realizado este
procedimiento, se sembraron 8000 células en un volumen final de 100 pL de medio
dependiendo de la linea celular utilizada. Después de sembrar en las placas, se permitio
su adherencia al incubar por 24 h en condiciones de 37 °C y 5% de CO..

En todos los ensayos que involucren el uso del extracto con acetato de etilo de
Kalanchoe flammea, este sera denominado extracto KfAcOEt para un facil

entendimiento.
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Entonces, las diluciones del extracto KfAcOEt fueron preparadas previo a cada
ensayo realizado. Estas fueron disueltas en DMSO a una concentracion final de 0.1 %
(concentracion no toxica para las células) en medio correspondiente con suero fetal
bovino y finalmente fueron agregadas en los pozos con células de tal manera que al
afiadir 100 pL de la muestra problema ésta contuvo las concentraciones desde 200
png/mL hasta 3.125 pug/mL En pozos control negativo se utilizd el vehiculo donde se
disolvi6 el extracto (DMSO 0.1%) y como control positivo se utilizaron pozos con
Docetaxel (farmaco de referencia).

Posteriormente las placas fueron incubadas nuevamente a 37 °C en atmosfera de 5%
de CO; durante 24 h. Al término de este tiempo, el tratamiento fue retirado y los pozos
fueron lavados con PBS 1X (Phosphate Buffered Saline) para eliminar cualquier
residuo y se les adicioné 100 pL. de MTT (1X = 5 mg/mL disuelto en medio
correspondiente, sin suero) a cada pozo. Se incubaron las placas por 4 h a 37 °C en la
incubadora, para permitir la metabolizaciéon y formacion de cristales de formazan en
condiciones de obscuridad. Finalmente el sobrenadante fue eliminado de cada pozo por
succion, se agregd 100 uL. de DMSO al 99.6% a cada pozo para solubilizar los cristales
de formazan y se homogenizé con movimientos giratorios suaves. Se obtuvieron los
datos de absorbancias de cada uno de los tratamiento mediante el uso de un

espectrofotometro Epoch, BioTek a una longitud de onda de 570 nm.

6.1.3.3 Anadalisis de los resultados

Las pruebas fueron realizadas en tres repeticiones independientes por triplicado. Con
los valores de absorbancias obtenidos se calcul6 el porcentaje de viabilidad celular con

la siguiente formula:

D. O. Ceélulas tratadas
% Viabilidad = X100
D. O. Células control

Donde la densidad optica (D. O.) de las células tratadas corresponde a cada
tratamiento (extracto KfAcOEt, Docetaxel, etc.) y la densidad optica de las células

control corresponde al vehiculo utilizado (DMSO 0.1%). A partir de los datos
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calculados del porcentaje de viabilidad correspondiente a cada concentracion del
extracto, se calcul6 el valor de la Clsy (Concentracion Inhibitoria a la cual la muestra
problema reduce la viabilidad celular en un 50% de la poblacién total) mediante el uso
del programa GrapPad Prism Version 5.0 haciendo un andlisis de regresion no linear

(porcentaje de viabilidad contra el logaritmo de la concentracion) (Denizot ef al., 1986).

6.2 Efecto del extracto con acetato de etilo de Kalanchoe flammea contra algunas

caracterisicas de una célula neopldsica de prostata

6.2.1 Analisis del efecto en la progresion del ciclo celular

Esta evaluacion se realizd utilizando el kit comercial Cell Cycle Analysis Kit
(Biovision), el cual esta disefiado para el andlisis del ciclo celular. El principio de este
técnica se basa en el ciclo celular, el contenido de ADN de las células varia durante las
diferentes etapas del ciclo. Usando colorantes para tefiir el ADN y obtener las sefiales
usando citometria de flujo, se puede calcular el porcentaje de células en las fases
G0/G1, S, y G2/M. En el caso de las células apoptoticas, el ADN es degradado por
nucleasas endogenas y se difunde fuera de las células; esto da como resultado una senal
o sub-pico cercano a donde se encuentra la sefial de la fase G1. Este kit incluye una
solucion de RNAsa que ayuda a degradar el ARN presente en las células, para que de

este modo, el colorante usado para tefiir, se una exclusivamente al ADN del nucleo.

6.2.1.1 Procedimiento

Se sembraron las células tumorales en cajas Petri de 60 mm a una densidad de 1.5 X
10° células, después de 24 h de permitir su adherencia, se trataron con el extracto
KfAcOEt por tiempos de 6, 12 y 24 h. Al final de cada tratamiento, se recolectaron las
células tanto adheridas como no adheridas en tubos para centrifuga de 15 mL y se
lavaron con PBS 1X y posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min. Al
término se resuspendieron las células en un minimo contenido de PBS 1X, se fijaron
agregando Etanol al 80% e incubaron a 4° C toda la noche. Después de la incubacion,
las células fueron centrifugadas a 1500 rpm por 5 min y se descartd el Etanol, se le
adicioné PBS 1X, se resuspendieron para lavarlas y se centrifugé nuevamente a 1500

rpm por 5 min descartando el sobrenadante. Al boton de células formado, se le
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agregaron 100 pL de RNAsa A y se resuspendieron para colocar la suspension celular
en tubos de citometria e incubando a 37° C por 30 min. Posteriormente se les afiadio
400 pL de Ioduro de Propidio y se incubaron las muestras a 4° C por 30 min,
protegidas de la luz. Finalmente éstas fueron analizadas en un Citometro de Flujo FACS
Calibur (Becton Dickinson) a una longitud de onda de 488 nm de excitacion. Se
obtuvieron los datos de 30,000 células por cada condicion experimental para su

posterior analisis.

6.2.1.2 Anadalisis de datos

Los datos fueron analizados con el programa ModFitLT (Verily Software House)
para obtener los histogramas de la distribucion celular en las diferentes fases del ciclo

celular.

6.2.2 Evaluacion del efecto del extracto KfAcOEt en la resistencia a la muerte

celular por apoptosis

6.2.2.1 Determinacion de la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno

El compuesto denominado 2’,7’,-Diclorofluorescein diacetato (DCF-DA) es usado
como un detector de especies reactivas de oxigeno. El fundamento de esta técnica se
basa en que de acuerdo a su estructura quimica, este compuesto no emite fluorescencia,
pero cuando es quimicamente reducido por el perdxido de hidrogeno dentro de la célula
por un proceso de oxidacion celular se vuelve fluorescente y puede ser detectado por
citometria de flujo. Una modificacion comercial de la estructura del compuesto hacia
un derivado clorometil (CM-H,DCFDA) lo hace altamente eficiente para internalizarse
en la célula mediante difusion pasiva y éste exhibe una mejor retencion dentro de la
célula viva ya que al momento en que ingresa a la célula, sus grupos acetatos son
escindidos por estereasas intracelulares y su grupo clorometilo-tiol reactivo reacciona

con el glutation intracelular y otros tioles.

42



6.2.2.1.1 Procedimiento

Para este método, se sembraron las células PC3 en placas de 6 pozos a una densidad
de 3 x 10° células en medio RPMI suplementado. 24 h después de permitir su
adherencia, éstas se trataron con el extracto KfAcOEt a la Clso por 3, 6 y 12 h y 24 h. Al
término de este tratamiento, las células fueron lavadas con PBS 1X, despegadas con
tripsina al 0.1% y posteriormente centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. Se lavaron con
PBS 1X nuevamente y se resuspendieron en 500 pL. de RPMI sin suero con 5 uM de
CM-H,-DCFDA (Invitrogen) previamente disuelto en este medio, y se incubaron las
células por 30 min a 37°C en obscuridad. Al término de este periodo de incubacion, se
centrifugaron a 1500 rpm por 5 min, se descartd el sobrenadante para posteriormente
resuspender la pastilla celular en 500 pL. de amortiguador de flujo (0.05% BSA, 2 mM
EDTA en PBS 1X, pH 7.2). Finalmente cada condiciéon experimental se depositd en
tubos de citometria para obtener los datos de las muestras en un Citdmetro de Flujo

FACScan (BD Biosciences) (Ex=488 nm, Em=530 nm).

6.2.2.1.2 Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa CellQuest (BD Sciences)
para obtener los histogramas, asi como el promedio de la intensidad de la fluorescencia

relativa para posteriormente graficarlos.

6.2.2.2 Evaluacion de proteinas activadoras de la apoptosis

Para definir como ocurren algunos eventos claves del proceso de apoptosis en la
linea celular de PC3 expuesta al extracto con acetato de etilo de Kalanchoe flammea
(KfAcOEt), se determinaron los niveles de expresion de algunas proteinas que se
encuentran implicadas en este proceso, mediante una cinética de tiempo y por Western
Blot. En un trabajo previo, ya se habian evaluado alguna proteinas como Caspasa-10,-8,
XIAP y PKCe (Arias, 2011). Por lo tanto las que se detectaron en esta investigacion
fueron:

Pro-apoptoticas: Citocromo C
Caspasa efectora: Caspasa-3

Inhibidoras de apoptosis: Bcl-2
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6.2.2.2.1 Procedimiento

Se realizo el seguimiento de la expresion, localizacion y activacion de estas proteinas
a los tiempos de 3, 6, 12, 24 y 48 h de exposicion con la Clsy del extracto KFAcOEtcon
la técnica de Western Blot en las células PC3. Para ello, primero se sembraron las
células a una densidad de 8 x 10° en cajas de Petri (100 x 20 mm) y después de 24 h de
permitir su adherencia se agregd el extracto. Transcurrido cada uno de los tiempos de
tratamientos, tanto las células adheridas, como no adheridas fueron colectadas y
centrifugadas en un tubo para centrifuga de 15 mL. Una vez obtenido el boton celular,
se procedi6 a lisar las células de cada condicion, para la obtencion de proteinas totales
usando 200 pL de un amortiguador de lisis frio (4° C) (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl,
5 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF (AMRESCO) y 1x de Inhibidor de
proteasas (Complete Mini, EDTA free, Roche) para cada uno y se incub6 en hielo por
10 min. Al término de la incubacion, el lisado celular fue colectado y colocado en un
microtubo de 1.5 mL y el lisado se hizo pasar diez veces a través de una jeringa con
aguja de calibre 21 para romper los agregados celulares y asi obtener un mejor lisado.
Para separar las proteinas de los agregados, se centrifugaron los lisados a 14 000 rpm
por 20 min en una microcentrifuga refrigerada a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y las
proteinas fueron almacenadas a -80° C hasta su uso.

Para la deteccion del Citocromo C, se hizo una extraccion diferencial de proteinas
para obtener exclusivamente proteinas citopldsmicas, esto se realizo mediante el uso del
compuesto Digitonina (Sigma), un detergente no idnico capaz de disolver el colesterol
de las membranas celulares, dejando intactas las membranas mitocondriales y nucleares.
Para tal efecto, se sembraron células PC3 a una densidad de 1.5X10° después de
permitir su adherencia, fueron tratadas durante 3, 6, 12, 24 y 48 h con la Clsy del
extracto KfAcOEt (). Al finalizar cada tratamiento, se lavaron las células con PBS 1X y
se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min. El boton celular fue resuspendido en un
amortiguador CFS (10 mM HEPES NaOH pH 7.4, 220 mM Manitol, 68 mM Sacarosa,
2 mM MgCl,, 2 mM NacCl, 2.5 mM H,;KPO,4, 0.5 mM EGTA, 0.5 mM Piruvato de
Sodio y 0.5 mM L—glutamina) conteniendo 0.02% de Digitonina (Sigma), se incubd un
minuto en hielo y posteriormente se centrifugd a 20800 g a 4°C. El sobrenadante fue
colocado en un microtubo nuevo (fraccion citosolica) y el boton formado (mitocondrias
y nucleos celulares) fue sometido a una lisis total, como al principio se describi6 y esta

fue considerada como la fraccion mitocondrial (Krysko et al., 2008).
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La concentracion de proteinas de las muestras fue determinada por el método del
acido bicinconinico, usando el kit comercial Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific). Una cuantificacion de proteinas se realiza al comparar muestras
desconocidas con una curva estandar de concentracion conocida. Para ello se realizd
una curva estandar con Albumina Sérica Bovina (BSA) a concentraciones de 0, 0.1, 0.2,
0.4, 0.8, 1.6 y 2 mg/mL, las muestras de las proteinas fueron diluidas (1/10) y puestas
en placas de 96 pozos por triplicado, junto con los reactivos de acuerdo a las
instrucciones del kit y se incubaron por 30 min, al final se obtuvieron los valores de
absorbancias, al leer las muestras a una longitud de onda de 570 nm en un
espectrofotometro. Los valores de la concentraciones proteicas fueron calculadas al
interpolar los valores de las muestras en la curva estandar de BSA mediante una
regresion linear y con los datos de la ecuacion correspondiente.

Una vez realizada la cuantificacion, a los extractos proteicos obtenidos en el
procedimiento anterior se les agregd un amortiguador de carga 4X (12% SDS, 25%
Glicerol, 150 mM Tris-HCI pH 7.0, 0.05% Azul de bromofenol, 6% B-Mercaptoetanol),
en una proporcion 3:1 y fueron incubadas a 100°C por 5 min en Bafio Maria para su
desnaturalizacion. Las proteinas fueron separadas por el método SDS-PAGE (SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis), el porcentaje del gel separador usado vari6 del 10
al 15 % y el gel concentrador al 4%. Para un gel al 12% se usaron los siguientes
reactivos: 4.3 mL de H,O bidestilada, 2.5 mL de Tris HCI 1.5 M pH 8.8, 100 pL de
SDS 10%, 3 mL de Acrilamida/Bis acrilamida al 40%, 100 uL de APS, 10% y 10 uL de
TEMED. Para un gel al 4% se utilizaron las siguientes cantidades de reactivos: 3.2 mL
de H,O bidestilada, 1.25 mL de Tris 0.5 M pH 6.8, 50 uL de SDS 10%, 500 uL de
Acrilamida/Bis acrilamida al 40%, 50 pL de APS 10%, 5 uL de TEMED. Para evitar
deformaciones en la polimerizacion del gel separador se le afiadié un frente de 0.5 mL
de etanol, al polimerizar se retir6 el etanol, se afiadio6 el gel concentrador y antes de que
este polimerizara se le colocé un peine que ayudd a formar los carriles. Los geles se
polimerizaron en el sistema de electroforesis MiniPROTEAN 3 (Bio-Rad).

Se cargd de 50 a 80 pg de proteina (dependiendo de la proteina a detectar) en cada
carril y siempre en el primer carril se coloc6 un marcador de peso molecular de amplio
espectro 10 — 250 kDa (Dual Color, Bio-Rad) para que en los carriles posteriores se
colocaran las diferentes condiciones de tratamientos. Las proteinas fueron separadas con
un amortiguador de corrimiento electroforético (Tris-HCI 0.025 M, Glicina 0.192 M,
SDS 1% y H,O bidestilada), aplicando una intensidad de 120 V durante 90 min para
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permitir la separacion adecuada de las proteinas de acuerdo a sus diferentes pesos
moleculares (adicionalmente se hizo un corrimiento electroforético para tefiir el gel con
azul de Coomassie y observar la integridad de las proteinas). Posterior a ello, las
proteinas en el gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0.2 um (Bio-
Rad) la cual fue cortada en medidas de 6 x 8.5 cm e hidratada previamente en un
amortiguador de transferencia a 4°C (Tris-HCI 0.025 M, Glicina 0.192 M, 20% de
metanol y H,O bidestilada) el cual fue también usado para realizar la transferencia en un
sistema htimedo, aplicando una intensidad de 300 mA por 90 min a 4°C. Previo a la
transferencia, la membrana de nitrocelulosa y el gel que contiene las proteinas fueron
acomodadas de tal manera que junto con papeles filtro y esponjas de 0.75 cm de grosor
se formara un “sandwich”, el acomodo es realizado para que las proteinas del gel
migren del 4nodo hacia el catodo. La transferencia humeda fue realizada en el sistema
Mini-Trans Blot Cell System (Bio-Rad). Al término de la transferencia, se colocé la
membrana en Rojo Ponceau, un colorante con afinidad a teiir las proteinas, para
verificar la eficiencia de la transferencia, dejandose algunos segundos y posteriormente
se lavd la membrana con H,O bidestilada hasta eliminar por completo el colorante. A
continuacion, la membrana fue bloqueada durante 1 h en solucidon bloqueadora (TBS —
Tween 0.05%, 5% leche reducida en grasa) a temperatura ambiente. Al término de la
incubacion, se retird esta solucion por completo y se hicieron tres lavados con TBS—
Tween 0.05% de 10 min cada uno a temperatura ambiente. Al final de los lavados se
realiz6 la incubacidn con el anticuerpo primario diluido en TBS-Tween 0.05% y 5% de
Albimina Serica Bovina (Roche) a 4°C durante toda la noche en constante agitacion
(Zhi-Gang et al., 2008). Las diluciones de los anticuerpos primarios fueron los

siguientes:

Anticuerpo No. Cat. o
(Proteina de interés) Biofe:t?l.lfolizzy Pilueion
B-Actina policlonal SC-1615 1:1500
a-Tubulina monoclonal SC- 55552 1:1000
Caspasa-3 policlonal SC- 56053 1:800
Citocromo C SC-13560 1:1000
Bcl-2 SC-65392 1:500
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Posterior a la incubacién con el anticuerpo primario, se hicieron tres lavados con
TBS-Tween 0.05% de 10 min cada uno a temperatura ambiente. A continuacion, la
membrana fue incubada con el anticuerpo secundario correspondiente por 1 h a
termperatura ambiente en constante agitacion. Al término de la incubacion, se hicieron
nuevamente tres lavados con TBS-Tween 0.05% de 10 min cada uno a temperatura
ambiente.

El sistema de deteccion utilizado fue por quimioluminiscencia (ECL), con el kit
SuperSignal West Pico (Thermo Scientific), el cual consta de Luminol y Peroxido, éstos
son mezclados en relacion 1:1 y reaccionan con los anticuerpos secundarios conjugados
con Peroxidasa de Rabano (HRP). Finalmente se usaron placas autorradiograficas

(Kodak) para la impresion de la sefial.

6.2.2.3 Determinacion de fragmentacion oligonucleomal

Existen diversos métodos para detectar la degradaciéon del ADN asociada a la
apoptosis. Entre los métodos més usados se encuentran el ensayo de escalera del ADN y

TUNEL. Se realizaron ambos ensayos para confirmar dicho evento.

6.2.2.3.1 Ensayo de la escalera del ADN

Se sembraron 6.5 X 10° células PC3 en cajas de Petri (100 mm). Después de 24 h de
adaptacion celular, se coloco el tratamiento con el extracto KfAcOEt a la Clsy, durante
12, 24 y 48 h, se lavaron las células con PBS 1X y fueron recolectadas por
tripsinizacion para finalmente ser centrifigadas a 1500 rpm por 5 min. Las células
fueron lisadas con 100 pL de DMSO, el cual fue agregado directamente al botén
celular y agitado con un vortex. Posteriormente 100 pL. de SDS (2%) fue agregado junto
con TE (Tris-EDTA, pH 7.4), sin dejar de vortexear. El lisado fue centrifugado a 13 000

rpm a 4° C y el sobrenadante fue colocado en un nuevo tubo.

6.2.2.3.1.2 Electroforesis

La finalidad de la electroforesis es separar los fragmentos de 4cidos nucleicos, para
detectarlos con bromuro de etidio y posteriormente visualizarlos con luz UV. El proceso

de separacion es facilitado por la corriente electrica y con base en el tamafio molecular y
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la carga. El medio mas comunmente usado en la electroforesis horizontal es la agarosa.
Se prepard el gel de agarosa al 2 % con el bromuro de etidio (0.8 — 2%) y se cargaron
25 puL de muestra + 2 pL. de amortiguador de carga (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 25%
glicerol, 5 mM EDTA, 0.2% Azul de bromofenol, 0.2% Xileno cianol FF) (Bio Rad),
incluyendo un marcador de peso molecular (Axygen), se corrieron las muestras en el gel
a 100 V por 1 h, con la ayuda de un amortiguador TAE 1X. Al término del corrimiento

el gel fue visualizado en un transiluminador con luz UV.

6.2.2.3.2 Ensayo de TUNEL

Para detectar fragmentacion oligonucleosomal con el ensayo de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl tranferase dUTP nick end labeling), el cual es un ensayo con mayor
sensibilidad que el ensayo de escalera, se utilizd el kit (In situ cell death detection kit,
fluorescein, Roche), de acuerdo a las instrucciones de éste como se describe a

continuacion.

6.2.2.3.2.1 Procedimiento

Las células fueron sembradas en portaobjetos de cuatro pozos (Chamber slide
system, Thermo Scientific) a una densidad de 1x10” células y se permitié su adherencia
por 24 h. Posteriormente las células fueron tratadas durante 12 y 24 h con el extracto
KfAcOEt con la Clsg, Al finalizar el tratamiento, las células fueron fijadas con
Paraformaldehido en PBS 1X al 4% por 1 h a 37°C, se lavaron dos veces con PBS 1X y
posteriormente fueron permeabilizadas con Triton X-100 en Citrato de Sodio 0.1% por
2 min en hielo. Después, las células fueron lavadas con PBS 1X e incubadas con la
reaccion de TUNEL que consta de los nucledtidos dUTP’s y TdT (Terminal
deoxynucleotydil transferase) a 37° C por 1 h. Posteriormente, se desmontaron los pozos
para quedar exclusivamente los portaobjetos. Las células se lavaron dos veces con PBS
1X y fueron colocadas en medio de montaje VECTASHIELD (Vector Labs) con DAPI,
con la finalidad de co-localizar los nucleos celulares; se les coloco el cubreobjetos y
finalmente las muestras fueron selladas con esmalte transparente (Gonzalez-Sanchez et

al., 2011).
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6.2.2.3.2.2 Analisis de datos

Las muestras fueron observadas en un Microscopio de Fluorescencia (Nikon Eclipse
801), con un objetivo de 40 x, a longitudes de onda de excitacion para Fluoresceina (595

nm) y DAPI (365 nm).

6.3 Evaluacion del efecto antitumoral en un modelo murino

Los modelos experimentales animales son una herramienta esencial en pruebas que
ensayan nuevas terapias in vivo. Para esta evaluacion, se utilizaron ratones NIH machos
de la cepa nu/nu. Como caracteristica bioldgica, no tienen timo y de esta manera, son
incapaces de producir celulas T (inmunodeficiente); pero si tienen la capacidad de

producir células B y NK (Natural Killer).

6.3.1 Procedimiento

Para este apartado se obtuvieron ratones nu/nu de 4 a 6 semanas de edad y estos
roedores fueron adaptados en el Bioterio del INCan bajo las Normas Internacionales de
Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (NOM 062-200-1999) con las condiciones
Optimas de asepsia requeridas, en ambiente climatizado y con ciclos de luz (12 h luz —
12 h oscuridad). Los animales fueron alimentados ad /ibitum con una dieta estindar de
laboratorio para roedores esterilizada con radiacion gamma LabDiet® y tuvieron libre
acceso al consumo de agua esterilizada. Posterior al acondicionamiento, se les
inocularon células PC3 a una densidad de 1 X 10°. Para ello las células fueron
resuspendidas en RPMI sin suero e inyectadas en el espacio interescapular de los
ratones en una cantidad de 100 pL de suspension. Se esperdé una semana para que las
células se adaptaran y para que empezaran a proliferar para aumentar progresivamente
su masa celular, al término de este tiempo se realizé un cuadro de tratamiento, en donde
se formaron varios grupos experimentales de la siguiente manera: a) Testigo= Sin
células /Sin tratamiento, b) Control del tamafo del tumor= Con células y sin
tratamiento, c¢) Control positivo= Con células y tratamiento con Docetaxel, d)
Experimental= Con células y tratamiento con el extracto KfAcOEt. Se realiz6 un cuadro
de andlisis del peso del animal y tamafio del crecimiento tumoral. La via de

administracion del extracto KfAcOEt fue intraperitoneal y las dosis fueron
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administradas cada tercer dia hasta completar siete dosis. El extracto fue disuelto en
DMSO 4% y administrado en un volumen final de 100 pL. Se sacrificaron los ratones,
el dia posterior de la ultima dosis, se extrajeron los tumores para ser pesados y medidos.
Después las muestras de los tumores fueron depositados en RNA later (Sigma-Aldrich)
y los 6rganos (Higado, Bazo y Rifidon) en una soluciéon de Formaldehido en PBS 1X al

10% para su posterior analisis histopatolégico.

6.3.2. Tincion con Hematoxilina-Eosina (H&E) de cortes histologicos de organos de

ratones de los diferentes grupos experimentales

Las muestras fueron embebidas en parafina, para realizar los cortes (4 pm) con un
Microtomo. Posterior a ello se desparafinaron los cortes a 65°C por 15 min con dos
cambios de xilol por 3 min, se rehidrataron los tejidos en bafios decrecientes de etanol
(absoluto, 95 y 70%) por 3 min cada uno y se enjuagaron con dos bafios de agua comun
por 5 min cada uno. Los tejidos se colorearon con una soluciéon de hematoxilina
aluminica de Harris durante 10 min y se realizaron dos lavados con agua destilada por 1
min cada uno. Para eliminar el exceso de colorante, se utilizé una solucidén de alcohol
acido y se realizd6 un ultimo enjuague de 2 min con agua corriente. Para virar la
hematoxilina a un color azul, se utilizdé una soluciéon de bicarbonato de sodio al 2%
durante 5 min, se lavd con agua corriente por 5 min y finalmente con dos bafios de agua
destilada.

La coloracién con una solucion alcohodlica de eosina se realizd durante 5 min y se
enjuagd el exceso con 2 lavados con agua destilada por 1 min cada uno y se realizd un
ultimo enjuague de 2 min con agua corriente. Se realizd una deshidratacion répida
sumergiendo las laminillas con los tejidos en alcohol etilico de diferentes grados (50,
70, 90 y 100%) durante 1 min cada uno y se aclararon con 2 bafios de Xilol, de 1y 2
min, respectivamente. Concluido el proceso, se realizo el montaje de las laminillas con
medio de montaje Tissue-Tek® Glas 6419 colocando 200 pl del medio de montaje y
cubriendo con cubreobjetos limpios y libres de polvo, cuidando que no queden burbujas
de aire entre el tejido y el cubreobjetos. Las laminillas con medio de montaje se dejaron

secar durante 24 h para posteriormente visualizarlas al microscopio 6ptico (Lee, 1968).
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6.4 Ensayo de Genotoxicidad in vivo: Micronucleos

Los microntcleos son fragmentos de cromosomas y/o cromosomas completos que se
forman de manera espontdnea o por causa de agentes que los fragmentan. Después de la
telofase, los cromosomas normales y fragmentos que posean telomeros originan los
nicleos de las células hijas, sin embargo, los elementos rezagados por accion de
mutagenos, sean fragmentos o cromosomas completos, quedan incluidos en el
citoplasma de las células hijas y una proporcion de ellos se transforma en uno o varios
nucleos secundarios mas pequefios que el nicleo principal y de esto se deriva el nombre

de Microntcleos.

6.4.1 Procedimiento

Para llevar a cabo este ensayo, se utilizaron ratones de la cepa BALB/c machos
(22+£2 g), los cuales fueron mantenidos en el Bioterio de la ENMyH. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y
uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y los animales estuvieron bajo
condiciones ambientales con fotoperiodos de 12 horas de luz-oscuridad y mantenidos a
libre acceso de alimento (LabDiet®).

El extracto KfAcOEt se disolvié en propilenglicol ajustando la concentracion a 1000
6 100 mg/kg con un volumen de administracién de 0.1 mL por ratdn, por via oral (v. 0.);
previamente a la administracion, los animales se mantuvieron en ayuno de 8 h. El ayuno
continu6 durante 2 h posteriores al tratamiento y después de 48 h se tomaron muestras
sanguineas para la determinacion de los micronucleos. Cada grupo (n=5) se evalud por
triplicado y se utilizd como control de vehiculo propilenglicol (0.1 mL/ratén), agua
como control negativo (0.1 mL/ratén) y Ciclofosfamida como control positivo (50
mg/kg por via intraperitoneal (I. P.)). Para la determinaciéon de microntcleos se utilizo
el Kit MicroFlow (Litron Laboratories) el cual contiene anticuerpos anti-CD71, anti-
plaquetas, RNAsa, ioduro de propidio y estdndares biologicos (Control positivo,
negativo, CD71 negativo y muestras infectadas con malaria). Las muestras de sangre
periférica de los ratones tratados, se obtuvieron por corte de una pequefia seccion de la
cola de los ratones. Aproximadamente 120 pL de sangre se colocaron en un tubo con
350 pL de solucién de heparina y se mantuvieron a temperatura ambiente durante no

mas de 3 h. Para la fijacion de las muestras se colocaron 180 pL de la sangre
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heparinizada dentro de un tubo de polipropileno que contenia 2 mL de metanol pre
enfriado a -80°C, las muestras se agitaron con ayuda de un vortex y posteriormente
fueron almacenadas a -80°C. Después de una semana las muestras se retiraron del
ultracongelador y se lavaron con 12 mL de solucién amortiguadora (4°C) incluida en el
kit. Posteriormente, las células se recuperaron centrifugando los tubos a 600 x g por 5
min y se conservaron a 4°C, luego se resuspendieron con ayuda de un vortex. Se
tomaron alicuotas de 20 pL de células fijadas y se incubaron en 80 pL de solucion de
RNasa, anti-CD71 y anti-plaquetas a 4°C por 30 min y posteriormente a temperatura
ambiente por 30 min para asegurar la degradacion del ARN. Finalmente, estas muestras
se diluyeron con 2 mL de soluciéon de ioduro de propidio, se analizd la presencia de
reticulocitos micronucleados (MN-RETSs) y micronucleos en la poblacion de eritrocitos
normocromaticos maduros (MN-NCE) en muestras de sangre periférica. Las células de
interés (RET y NCE) fueron marcadas con un anticuerpo conjugado FITC dirigido
contra un antigeno de superficie celular (receptor de trasferrina CD71). Las células
micronucleadas fueron detectadas con respecto a la fluorescencia producida después de
la tincion con ioduro de propidio, todos estos pardmetros fueron analizados utilizando

un Citéometro de Flujo FACS Calibur (BD Biosciences).

6.4.2 Analisis de datos

Se calcul6 el promedio y el error estandar de:

% RET= (%MN-RET + %RET)/(%MN-RET+%RET + %MN-NCE + %NCE)*100
% MN-RET= (%MN-RET)/(%MN-RET+%RET)*100
% MN-NCE= (%MN-NCE)/ (%MN-NCE+%NCE)*100

donde, RET= Reticulocito; NCE= Eritrocito normocromatico maduro y MN=

micronticleo para cada tratamiento.

Los resultados del Ensayo de Microntcleos se reportan de acuerdo al siguiente
criterio: Un extracto, fraccién o compuesto es clasificado como genotdxico si induce un
incremento estadisticamente significativo en la frecuencia de micronucleos, respecto al
nivel del grupo control no tratado. El analisis estadistico se realizd utilizando el

programa GraphPadPrism5.0 (GraphPad Software, Inc.) por medio de un analisis de
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varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Newman-Keuls,
valores de *p<0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos

(Cammerer et al., 2007).

6.5 Ensayo de Toxicidad aguda: Prueba TG 423 o Dosis letal (DL)

Esta técnica estd basada en un procedimiento por etapas en las que se utiliza el
nimero minimo de animales que permite obtener informacién suficiente sobre la
toxicidad aguda de una sustancia para permitir su clasificacion. La sustancia se
administra por via intragastrica (v.i.g.) a un grupo de tres animales en una de las dosis
definidas. La ausencia o presencia de mortalidad en los animales tratados determinara el
siguiente paso. Por lo que no se requieren mas pruebas, inicamente la administracion de
otros tres animales en el nivel de dosis inmediatamente superior o inferior, de ser
necesario. Este método permite emitir un juicio con respecto a la clasificacion de la
sustancia de ensayo, colocandolo en uno de los grupos de toxicidad definidos por

valores de dosis letal (DL) preestablecidos.

6.5.1 Procedimiento

Este experimento se realizo de acuerdo al procedimiento TG 423 de la OECD como
se describe a continuacion. Los ratones de la cepa CD-1 machos de 18+2 g adquiridos
en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores campus Iztacala de la UNAM,
fueron llevados al Bioterio de la ENMyH vy tratados de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) y
también de acuerdo a la Norma para su Sacrificio Humanitario (NOM-033-ZO0O-1995).
Estos fueron mantenidos bajo condiciones ambientales con libre acceso a alimento
(Rodent Diet™) y agua, con fotoperiodos de 12 h de luz por 12 de oscuridad. El
extracto KfAcOEt fue disuelto en DMSO (Sigma Aldrich) ajustando la concentracion a
un volumen de administracion de 0.1 mL por ratén por via intra-géstrica. Antes de la
administracion, los animales se encontraron en ayuno de 8 h y este continud durante 2 h
posteriores al tratamiento.

Los grupos de 3 animales machos fueron administrados con una sola dosis del
extracto KfAcOEt, comenzando a 2000 mg/kg y disminuyendo gradualmente a 300, 50

y 5 mg/kg en caso de presentarse muerte de 2 o mas animales en cada dosis. El estado
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de salud general de los animales fue observado después de 1, 2, 4 y 6 h y una vez
diariamente por 14 dias. Los animales fueron también observados después del
tratamiento para detectar cualquier signo de toxicidad o incluso la muerte. Al final del

periodo de observacion, los ratones fueron sacrificados en una camara de CO,.

6.5.2 Analisis de datos

Los organos principales como el pulmon, rifiones, corazon, estdbmago, intestinos,
bazo e higado fueron extraidos y observados macroscopicamente en busca de lesiones
celulares macroscopicas y patologicas. El valor de DL fue determinado de acuerdo al

Globally Harmonised Classification System (GHS) (OECD, 2014).

6.6 Caracterizacion fitoquimica de un extracto con acetato de etilo de Kalanchoe

flammea

El proceso para la busqueda de compuestos de origen natural comienza desde la
extraccion del producto del recurso natural, su posterior concentracion y haciendo uso
de técnicas de separacion como el fraccionamiento en column, obtener finalmente la
purificacion de una o varias moléculas biologicamente activas. En la actualidad, las
técnicas de elucidacion permiten la identificacion de compuestos ya conocidos; el uso
de sistemas de HPLC acoplado a espectrometria de masas (LC-MS) y las bases de
datos de productos naturales, ayudan a la identificacion de éstas moléculas.

La determinacion De Novo de estructuras de compuestos que no han sido descritos,
se ha visto revolucionado por los avances en el mejoramiento de las técnicas
espectroscopicas, particularmente en alta resolucion de tecnologias como la Resonancia
Magnética Nuclear. La determinacion de estructuras complejas, es un punto que esta
cambiando técnicamente y ya no es una limitante en el proceso del descubrimiento de
nuevos farmacos. Una ventaja actual, es que en aquellos casos en los cuales el perfil de
actividad biolégica de un compuesto cumple con los criterios de potencia y selectividad,
estudios preliminares de relacion estructura-actividad (SAR) pueden ser realizados para
un posterior proceso de purificacion y escalamiento y asi establecer su actividad

bioldgica (Saklani y Kutty, 2008).
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6.6.1 Separacion de compuestos obtenidos de fracciones biolégicamente activas

La Cromatografia en Placa Preparativa, es una técnica cromatografica liquida que es
utilizada con el objetivo de aislar compuestos, en cantidades de 10 a 1000 mg, con la
finalidad de posteriormente elucidar su estructura quimica por métodos
espectroscopicos (Espectrometria de masas, Resonancia Magnética Nuclear, Infrarojo,
Ultravioleta, etc.), o ya sea para otros propdsitos analiticos, al igual que la
determinacion de su actividad biologica. En la cromatografia en placa preparativa que
se realiza de manera clasica, la fase mévil migra por accion de capilaridad, de tal
manera que el flujo forzado es usado y la migracion de la fase moévil también es
promovida por la aplicacion de una presion externa. La eficiencia es obtenida por el uso
de una fase movil 6ptima es independiente del grosor de la placa y el tipo de fuerza
aplicada. Una de las variables exprimentales mas importantes en la cromatografia en
placa preparativa es el espacio de vapor, debido a que el proceso de separacion ocurre
en un sistema trifasico de fases estacionaria, movil y fases de vapor, las cuales
interactuan hasta que un equilibrio es alcanzado. Aunque hay placas disponibles que se
encuentran cubiertas de alimina, celulosa, C2 y C18 de fase reversa, la silica ha sido la
mas empleada. Los materiales de silica cominmente usados para este tipo de
cromatografia contienen particulas de un promedio de ~2.5 pm y una distribucién con
un rango de entre 5 y 40 um que es considerado como amplio. Las placas preparativas
pre-cubiertas, de 20 cm x 20 cm o de 20 cm x 40 cm con un grosor de 0.5, 1.0, 1.5,y 2
mm tienen la ventaja de ser altamente reproducibles aunque es generalmente aceptado
que las placas preparativas de menor grosor (0.5 — 1.0 mm) tienen una mayor resolucion
que las placas de mayor capacidad de carga (1.5 — 2 mm), lo cual es muy importante
considerar ya que la capacidad de carga de una placa de 0.5 mm es aproximadamente la

mitad de lo que tiene una de 2 mm (Nyiredy, 2000).

6.6.1.1 Procedimiento

Es importante mencionar que para este procedimiento, previamente en nuestro
laboratorio el extracto KfAcOEt ya habia sido fraccionado; las fracciones fueron
también evaluadas en las linea celulares neoplédsicas PC3 y en células no cancerosas
(PrEC, Linfocitos) (Angles, 2014). Con base a los resultados obtenidos, fueron

seleccionadas las fracciones 4 y 8 para su separacion por cromatografia en placa
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preparativa, para ello se utilizaron placas de vidrio PLC Silica gel 60 Fjs4 20 x 20 cm,
de 2 mm de grosor (Merck, Millipore), se marcaron los limites de la placa (2 cm,
inferior y superior), considerando como punto de aplicacion la linea inferior marcada.
Se realiz6 la aplicacion de cierta cantidad (el maximo permitido por absorcion del
mismo en la placa) de la fraccion a separar de forma horizontal y continua a lo ancho de
la placa. Posterior a la aplicacion, se introdujo la placa preparativa en una camara
cromatografica de vidrio de fondo plano con tapa de acero inoxidable (20 x 20 cm) de
configuracion N (CAMAG), donde previamente se colocaron 50 mL de la fase movil
(100% Acetato de Etilo). Cuando el frente del solvente alcanzé el limite superior, la
placa fue retirada de la camara y se dejo secar a temperatura ambiente; despues fueron
observados los metabolitos mediante un detector de luz UV a longitudes de onda corta
(254 nm) y larga (365 nm). La bandas que mostraron un patréon definido de separacion
fueron extraidas de la placa mediante un raspado cuidadoso de la silica. Cada banda
recuperada fue colocada en un matraz de 250 mL y se le agregaron 100 mL de Acetato
de Etilo, este fue colocado en agitacion constante por 15 min. Al final de este paso, se
paso a través de un filtro para eliminar los residuos de silica y finalmente llevarlo a
sequedad total con un rotavapor para eliminar el disolvente. Cada uno de los
compuestos mayoritarios obtenidos fue almacenado a temperatura ambiente para la
posterior evaluacion de su actividad citotoxica.

De acuerdo al criterio de seleccion de los ensayos biologicos anteriores, el
compuesto con actividad citotoxica, denominado KF8-3, fue elegido para la
identificacion de sus componentes, del cual se realizé una separacion por un sistema de
HPLC usando un cromatégrafo Agilent 1220 Infinity LC, equipado con un detector de
arreglo de diodos y un sistema de bomba cuaternario. KF8-3, fue disuelto en metanol a
una concentracion de 2 mg/mL y filtrado con un filtro nylon de 0.45 pm; posteriormente
este fue inyectado en el cromatografo. La separacion de la muestra fue realizada usando
una columna de silica de fase normal ZORBAX Rx-SIL (250 x 4.6 mm; 5 um) a 25° C
con una eluciéon de 100% de Metanol por 7 min; la fase moévil fue movida a un
velocidad de flujo de 1 mL/min, y la curva-respuesta fue detectada a 220 nm mediante
una lampara de luz UV. Se obtuvieron tres compuestos observables en el cromatograma,
los cuales fueron colectados en matraces de 250 mL para posteriormente llevarlos a
sequedad y eliminar el disolvente con un rotavapor.

Una vez obtenida la cantidad suficiente de cada compuesto, éstos muestras fueron

enviadas a la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, donde fueron analizadas
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espectroscopicamente en un equipo de Resonancia Magnética Nuclear de Protones, para
la posible elucidacion estructural del compuesto mediante una busqueda bibliografica de

compuestos.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto del extracto KfAcOEt y compuestos mayoritarios en la viabilidad de

células neopldsicas y no neopldsicas de cancer de prostata

Uno de los primeros ensayos bioldgicos que se realizaron con el extracto KfAcOEt,
fue evaluar su actividad citotdxica en dos lineas celulares de epitelio prostatico: PC3
(Células de adenocarcinoma prostatico hormono-independientes) y PrEC (Células de
epitelio prostatico no neopldsico). Adicionalmente, se realizo el ensayo en un cultivo
primario de células mononucleares de sangre periférica enriquecido con linfocitos
humanos (PBMC) como control. Los valores de tres experimentos independientes por
triplicado obtenidos con la técnica de MTT son mostrados en las Tablas 1-3
(Promedio=D. Estandar). Las células tratadas con el vehiculo (DMSO 0.1%), fueron
consideradas como células control (100% viabilidad) para el calculo del porcentaje de
viabilidad y como control positivo (Docetaxel, firmaco de referencia en el tratamiento
del Cancer de Prostata y el Cisplatino para los linfocitos de sangre periférica, ya que el
Docetaxel actia a través del impedimento de la division celular y los linfocitos son
células que no se encuentran en este estado de division celular, a menos de que se les
estimule con farmacos o citocinas).

Los datos se muestran en las Figuras 9-11, donde se puede observar que las células
PC3 tratatas con el extracto KfAcOEt a las 24 h de exposicion muestran un efecto dosis-
respuesta en la viabilidad (Figura 9). El andlisis de varianza de una via con una prueba
de Bonferroni post hoc para una comparacion multiple, nos indicd6 que todas las
concentraciones evaluadas muestran valores estadisticamente  significativos
comparandolos con las células control (DMSO 0.1%), sin embargo, al comparar so6lo las
concentraciones, no se encontraron diferencias significativas a partir de 12.5 ug/mL y
hasta los 200 ug/mL (Figura 9B). Por otro lado, en células de epitelio prostatico PrEC,
aun cuando se mantiene este efecto dosis respuesta ejercido por el extracto KfAcOEt, en
este tipo de células el efecto citotdoxico es menor (Figura 10), a diferencia; el Docetaxel
causa un dafo mayor en este tipo de células, ya que su mecanismo de accion esta
basado en afectar células en estado proliferativo continuo. Con esto podemos considerar
que el extracto es capaz de ejercer un efecto con cierto indice de selectividad de 93.35

(valor obtenido de dividir la Cls, de las células sanas entre el valor Clsy de las células
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neoplésicas) hacia las células neoplasicas sobre células sanas, del cual si el valor es >1
indica que la sustancia es mas citotoxica para las células neoplasicas que para las células
sanas, y si es <l, resulta lo contrario (Muller y Milton, 2012). Las concentraciones
estadisticamente significativas con respecto a células control (DMSO 0.1%) fueron a
partir de 25 - 200 ug/mL (Figura 10B). El efecto de selectividad hacia las células
neoplasicas se mostrd mas evidente cuando en linfocitos extraidos de sangre periférica
expuestos al extracto KfAcOEt por el mismo tiempo de 24 h, de acuerdo a los datos del
porcentaje de viabilidad calculados (Figura 11A), ninguna de las concentraciones
evaluadas mostrd un efecto citotoxico estadisticamente significativo con respecto a

células control (DMSO 0.1%) (Figura 11B).
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Figura 9. Efecto del extracto KfAcOEt en la viabilidad de células de cancer de préstata (PC3)
determinado con la prueba de MTT a 24 h de exposicién en concentraciones crecientes. A)
Porcentajes de viabilidad expresados como el Promedio+Desviacion estdndar. B) Porcentaje de
viabilidad (Dosis-respuesta). *p<0.05 vs Control Negativo (DMSO 0.1%); **p<0.05 vs
concentracion 6.25 ug/mL, NS: No significativo.

La capacidad de medir con precisiéon la concentracion de una sustancia que se
requiere para inhibir una funcién bioquimica 6 bioldgica al 50% es de importancia en la
clasificacion de los compuestos; por ello, los valores de esta concentracion fueron
determinados realizando una grafica de curva dosis respuesta con los valores de la
inhibicion de la viabilidad ejercida por el extracto KfAcOEt y determinados mediante

la ecuacién de una sigmoidea (pendiente variable) (Tabla 1), los valores de las
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concentraciones entre las células neoplasicas y las células no neoplasicas nuevamente

confirman el efecto selectivo del extracto KfAcOEt hacia las células PC3.
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Figura 10. Efecto del extracto KfAcOEt en la viabilidad de células de epitelio sano de prostata
(PrEC) determinado con la prueba de MTT a 24 h de exposicidon en concentraciones crecientes.
A) Porcentajes de viabilidad expresados como el Promedio+Desviacion estandar. B) Porcentaje
de viabilidad (Dosis-respuesta). * p<0.05 vs Control Negativo (DMSO 0.1%).
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Figura 11. Efecto del extracto KfAcOEt en la viabilidad de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) determinado con la prueba de MTT a 24 h de exposicion en concentraciones
crecientes. A) Porcentajes de viabilidad expresados como el Promedio+Desviacion estandar. B)
Porcentaje de viabilidad (Dosis-respuesta). * p<0.05 vs Control Negativo (DMSO 0.1%), NS:
No significativo.
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Tabla 1. Valores de concentracion inhibitoria al 50% (Clsp) del extracto KfAcOEt en
diferentes tipos de lineas celulares y células no neoplasicas.

Clso (ug/mL)
PC3 PrEC PMBC
KfAcOEt 1.361+1.14 127.0+1.19 NC

PC3: Células de Cancer de Prostata Hormono-Independiente, PrEC: Células Epiteliales de Prostata, PBMC: Células
Mononucleares de Sangre Periférica; NC= No Citotoxico.

En nuestro laboratorio de Biologia Celular y Productos Naturales, el extracto
KfAcOEt fue fraccionado por cromatografia en columna y se obtuvieron diferentes
fracciones primarias numeradas de la 1 a la §; el fraccionamiento biodirigido con
pruebas de citotoxicidad en células PC3 nos indicé que las fracciones citotoxicamente
activas fueron la 4, 6 y 8. El ensayo en células sanas nos hizo elegir las fracciones 4 y 8
para los ensayos posteriores, debido a que la fraccion 6 mostro citotoxicidad en éstas
células (Angles-Falconi, 2014). Las fracciones secundarias obtenidas de las fracciones
primarias fueron enumeradas como KF4-1,-2 y-3, asi como KF8-2,-3,-5, y se evaluaron
con la prueba de MTT, se analizaron concentraciones en escala logaritmicas y
crecientes desde 0.03 a 9 ug/mL con 24 h de exposicion. En la Figura 12, se muestran
los resultados de los ensayos de citotoxicidad del Promedio+Desviacion estdndar (n=2),
realizados a cada una de las fracciones secundarias obtenidas de la Fraccion 4 en células
PC3 y en células PrEC. El vehiculo (DMSO 0.1%) fue considerado como células
control negativo, y el Docetaxel (Docetaxel 50 ug/mL) como control positivo. La
fraccion KF4-1 mostr6 una disminucion de la viabilidad celular de células PrEC (sanas),
misma que fue estadisticamente significativa desde concentraciones de 0.1 a 9 ug/mL,
este efecto no fue observado en las células PC3 (Neoplésicas) hasta la concentracion de
9 ug/mL. En el caso de KF4-2, se repiti6 el mismo efecto, siendo significativo hasta la
concentracion de 9 ug/mL y en células PC3, no se mostré un efecto citotoxico a
ninguna de las concentraciones evaluadas. Los mismos resultados fueron obtenidos con

la fraccion KF4-3.
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Figura 12. Efecto de las fracciones secundarias de la Fraccion 4 en la viabilidad de células de
Cancer de Prostata (PC3) y células de epitelio prostatico (PrEC), determinado con la prueba de
MTT a 24 h de exposicion en concentraciones crecientes. Porcentajes de viabilidad expresados
como el Promedio+Desviacion estandar (n=2),* p<0.05 vs Control Negativo (DMSO 0.1%).
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En cuanto a la Fraccién 8, tres fracciones secundarias fueron obtenidas (KF8-1,-3,-5)
las cuales fueron utilizadas para realizar los ensayos citotdxicos con la técnica de MTT
a 24 h de exposicion tanto con las células PC3 y PrEC. En la Figura 13, se muestran
los resultados en porcentaje de viabilidad obtenidos del Promedio+Desviacion estandar
(n=2); para cada linea celular se realiz6 un andlisis de varianza de una via con un post
hoc de comparacion multiple Bonferroni, *P<0.05 vs el control negativo (DMSO 0.1%).
Para la Fraccion KF8-1, se observd que ninguna de las concentraciones evaluadas
fueron estadisticamente significativas con respecto al control negativo. En cuanto a la
fraccion KF8-3, se observo un efecto dosis respuesta en las células PC3, disminuyendo
considerablemente la viabilidad celular conforme el aumento de la concentracion, este
mismo efecto fue observado en las células PrEC (Sanas). Al comparar ambas lineas
celulares, el efecto citotdxico fue menor a la concentracién mas alta en células sanas y
ambas tuvieron concentraciones estadisticamente significativas a partir de 1 ug/mL.
Finalmente con la fraccion KF8-5, no se observo efecto citotoxico en células PC3
(Neoplasicas), sin embargo en células PrEC (Sanas) , la viabilidad celular disminuy6
ligeramente a partir de 3 y 9 ug/mL, siendo estas ultimas concentraciones
estadisticamente significativas con respecto al control negativo (DMSO 0.1%)).

Por otro lado, se realizé también una grafica de curva dosis respuesta con los valores
de la inhibicion de la viabilidad ejercida por la fraccion KF8-3 y mediante la ecuacion
de una sigmoidea (pendiente variable), se calculd la Clso. La linea punteada indica
donde esta concentracion calculada intercepta con el 50% de viabilidad celular en la
curva (Figura 14). En el caso de las células PrEC, no se realiz¢ el calculo de la Clsy; ya

que las concentraciones utilizadas no causan un decremento en la viabilidad celular por

debajo del 50%.
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Figura 13. Efecto de las fracciones secundarias de la Fraccion 8 en la viabilidad de células de
Cancer de Prostata (PC3) y células de epitelio prostatico (PrEC), determinado con la prueba de
MTT a 24 h de exposicion en concentraciones crecientes. Porcentajes de viabilidad expresados
como el promediotdesviacion estandar (n=2), *p<0.05 vs control negativo (DMSO 0.1%).
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Figura 14. Concentracién inhibitoria al 50% de una curva dosis (log) vs. respuesta de células

tratadas con la fraccion KF8-3. Los valores representan el promedio + desviacion estandar
(n=2).

7.2 Efecto del extracto KfAcOEt y su fraccion secundaria KF8-3 en la progresion del

ciclo celular

Uno de los principales eventos que se ven afectados en una célula normal para su
conversion en fenotipo neoplésico es la desregulacion que conlleva a una alta tasa de
proliferacion, por ello, se investigaron los efectos que causan el extracto KfAcOFEt y la
fraccion KF8- 3 que resulto citotoxica, en el ciclo celular.

En este andlisis se realizo una tinciéon del ADN con loduro de Propidio para medir la
cantidad incorporada en las diferentes etapas del ciclo celular en cierta poblacion de
celulas tratadas en cinética de tiempo (6, 12, 24 h). Los datos obtenidos mediante
citometria de flujo se analizaron con el programa ModFit LT y los resultados obtenidos
se describen a continuacion:

En la Figura 15, podemos observar los histogramas obtenidos de las células PC3
tratadas con el extracto KfAcOEt en el panel superior y con la fraccion KF8-3 en el
panel inferior; el programa nos distribuye las células (eventos) de acuerdo a la cantidad
de Ioduro de Propidio incorporado y nos muestra un perfil del ciclo celular donde; de
manera normal, la mayoria de las células en estado proliferativo, se encuentran en la

fase G1. Las células control negativo, indican a aquellas tratadas con el vehiculo DMSO
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0.1%, asi como los diferentes tiempos de exposicion. Como se puede observar, a tiempo
de 12 y 24 h con el extracto KfAcOEt, la cantidad de células que se encuentran en la
Fase de Sintesis se ve aumentada con 58% y 35% respectivamente, disminuyendo la
cantidad de células en la fase de G1, esto es un primer indicio de que posiblemente se
esté llevando a cabo un arresto celular en esta fase del ciclo. Por otro lado, con la
Fraccion secundaria KF8-3, a las 24 h de exposicién en las células PC3, se logra
observar el mismo efecto, donde la poblacion celular se encuentra mayormente en esta
fase del ciclo celular (59.3%).

Estos eventos se pueden observar mejor en la Tabla 2, donde se muestran los valores
de porcentaje del Promedio+xDesviacion estdndar de tres experimentos independientes

realizados por duplicado.

7.3 Efecto del extracto KfAcOEt en la resistencia a la muerte celular por apoptosis

7.3.1 Efecto del extracto KfAcOEt en la sobreproduccion de especies reactivas de

oxigeno

Como ya se menciond en la metodologia, la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) es un evento temprano en la apoptosis que puede o no desencadenar
eventos bioquimicos posteriores que culminen en la muerte celular. Por lo tanto, es
importante evidenciar la cantidad intracelular de ERO en las células PC3 al ser
expuestas al extracto KfAcOEt a diferentes tiempos. Con este fin se empled el
compuesto no fluorescente CM-H2DCFDA, el cual se internaliza y se oxida para dar
como resultado un compuesto fluorescente al reaccionar con las ERO, principalmente
con el peroxido de hidrogeno (H»O,). Este proceso fue evidenciado por citometria de
flujo. Los resultados obtenidos al tratar las células con la concentracion inhibitoria al
50% se describen a continuacion:

En la Figura 15, pueden observarse los histogramas obtenidos al analizar los datos
por citometria con el programa BD CellQuest, donde se muestran los diferentes tiempos
de tratamiento (3, 6, 12, 24 h) con el extracto KFAcOEt, en el eje de las “x” se muestra
la intensidad de fluorescencia del DCF y en el eje de las “y” el conteo de la poblacion

celular.

66



KfAcOEt

Gl

CONTROL

Eventos

CONTROL

| N I P S S

6h

Ioduro de Propidio (Contenido de ADN)

\ 4

Figura 15. Ciclo celular de células PC3 tratadas con la Clsy del extracto KfAcOEty la

ClIso de la Fraccion KF8-3 a diferentes tiempos. Control: DMSO 0.1%.

Tabla 2. Porcentajes de poblacion celular en cada una de las Fases del Ciclo Celular de
células PC3 tratadas con la Cls del extracto KFAcOEt y la Clsy de la Fraccion KFS8-3.

Los datos son representados con el promedio + desviacion estandar (n=3).

CONTROL KfAcOEt
24h 6h 12h 24h
G0/G1 449+ 6.4 36.2+3.6 19.1+14.3 38.0£0.6
S 30.5+1.4 37.5+7.5 583+17.7 352+6.8
G2/M 245+53 26.6 4.1 22.5+34 26.6 £ 6.2
CONTROL KF83B
24h 6h 12h 24h
G0/G1 48.5+3.7 57.6+13.2 47.8+13.0 19.9+4.9
S 29.5£0.9 345+ 14.7 48.6 + 14.0 593+19
G2/M 12.9+8.0 7.7+4.1 4.5+0.47 19.6+ 1.6
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Figura 16. Sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno de células PC3 tratadas
con el extracto KfAcOEt. Los histogramas representativos muestran la intensidad de
fluorescencia relativa del DCFDA en la poblacion celular a diferentes tiempos de
exposicion.

Dentro de la poblacion celular, se muestra un bajo porcentaje de células (21.6%) del
control negativo DMSO 0.1%, las cuales son positivas a un estrés celular causado por
ERO; sin embargo, con los tratamientos se observa un mayor desplazamiento en la
poblacion celular positiva a un incremento de la intensidad de fluorescencia causada por
la oxidacion entre el DCFDA y H,0,, esto a partir de las 6 h de tratamiento con el
extracto KfAcOEt (61.74%) y aunque el porcentaje de la poblacidon positiva a esta
sobreproduccion vari6 con respecto a los diferentes tiempos de tratamiento, se mantuvo
constante hasta las 24 h (56.39%).

En la Figura 16, se muestran el promedio + error estandar (n=3) de la intensidad de

fluorescencia relativa del DCF proporcional a la sobreproduccion de H,O; intracelular
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que se encuentra incrementada a partir de las 6 h de tratamiento, manteniéndose

constante hasta las 24 h.
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Figura 17. Intensidad media de fluorescencia del DCF en células PC3 tratadas con el extracto
KfAcOEt a diferentes tiempos proporcional a la sobreproduccion de especies reactivas de

oxigeno. Los datos son mostrados como el Promedio+Error estandar (n=3), Control: DMSO
0.1%.

7.3.2 Efecto del extracto KfAcOEt en la activacion de proteinas ejecutoras de la

apoptosis

Un evento paralelo a la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno es la
liberacion de factores pro-apoptdticos que potencian la sefal apoptotica y en comun este
evento es provocado por la inestabilidad de las membranas mitocondriales. Para
determinar si este evento estaba siendo provocado por el extracto KfAcOEt se
determind la liberacién de Citocromo C, una proteina que se encuentra en el espacio
citosolico celular cuando las membranas mitocondriales se encuentran comprometidas
en su integridad. La deteccion de esta proteina en extractos proteicos citosolicos de
células tratadas a diferentes tiempos con el extracto (3, 6, 12, 24 y 48 h) fue realizada
por Western Blot. En los inmunoblots se puede observar a la proteina detectada a los

tiempos de 12, 24 y 48 h, indicando su presencia en el citosol, misma que disminuyd su
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presencia de manera inversamente proporcional en aquellas células sin tratamiento o
tratadas con el vehiculo (DMSO 0.1%) en el cual la proteina parece detectarse sdlo en

las mitocondrias (Figura 18).

o
e 3 KfAcOEt
g 35
= > 3 6 12 24 48 h
Citocromo C v eems QD |15KkDa
& Citosol

P-Actina | e wee w9 ww = wr W

Citocromo C | D Gub Gud GEED aus S - | 15kDa ‘ '
Mitocondria

B-Actingd | cumw e o I D G oD

Figura 18. Efecto del extracto KfAcOEt en la liberacion de Citocromo C de proteinas
diferencialmente extraidas (citoplasma y mitocondrias) de células PC3 a diferentes tiempos de
tratamiento. Se cargaron 50 ug de proteina y 3-Actina fue usada como control de carga.

Las proteinas importantes en el proceso de ejecucion de la apoptosis (Caspasas)
desencadenan una cascada de sefalizacién dentro del “punto de no retorno” de la célula
hacia el proceso de muerte celular, estas proteinas se activan por protedlisis, dando
como resultado fragmentos de menor peso molecular que pueden ser detectadas por
varias técnicas incluyendo el Western Blot. En experimentos anteriores, se habian
realizado inmunodetecciones para evidenciar la activacion de Caspasas tanto iniciadoras
como ejecutoras posiblemente inducidas por el extracto KfAcOEt, como la Caspasa-8,
-9,-10, de las cuales solo la Caspasa-9 mostrd activacion (Arias-Gonzalez, 2011); sin
embargo, no se habia evidenciado la activacion de una de las proteinas claves del
proceso apoptotico, correspondiente a la Caspasa-3; es por ello que en esta
investigacion se tratdé de indentificarla. De las proteinas totales extraidas de células
tratadas con el extracto KfAcOEt (3, 6, 12, 24 y 48 h) y de control negativo
correspondiente a células sin ningin tratamiento y células tratadas con el vehiculo
(DMSO 0.1%), se realizd un Western Blot para detectar la activacion de esta proteina.
En la Figura 19, puede observarse el resultado de la inmunodeteccion de la proteina

Caspasa-3, donde desde tiempos de exposicion al extracto KFACOEt de 12 h se observa
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una banda correspondiente a la proteina activa (19 kDa) y a tiempos mas largos de
exposicion (48 h) otra de las bandas correspondiente a otro de los fragmentos
caracteristicos de su activacion para la formacion de heterotetrameros activos (17 kDa).
Es bien sabido que el proceso de apoptosis es controlado en multiples pasos y que a
su vez es influenciado por proteinas tanto pro-apoptéticas como anti-apoptoticas. Uno
de los mecanismos mejor estudiados, es la sobreexpresion de la proteina Bcl-2, que
funciona como antagonista de la muerte celular, favoreciendo la proliferacion celular.
Debido a esto nosotros quisimos evaluar el efecto del extracto KfAcOEt en los niveles
de expresion de la proteina Bel-2. En la Figura 20 se muestra el inmunoblot realizado
para la deteccion de Bcel-2, donde se puede observar como los niveles de la proteina no
se ven alterados con respecto al tiempo de exposicion de las células al extracto
KfAcOEt, observandose similar a las células sin tratamiento y con el vehiculo (DMSO

0.1%).
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Figura 19. Efecto del extracto KfAcOEt en la activacion de la Caspasa-3 de proteinas extraidas
de células PC3 a diferentes tiempos de tratamiento. Se cargaron 80 ug de proteina y f-Actina
fue usada como control de carga.
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Figura 20. Efecto del extracto KfAcCOEt en la expresion de Bcl-2 de proteinas extraidas de
células PC3 a diferentes tiempos de tratamiento. Se cargaron 50 ug de proteina y PB-Actina fue
usada como control de carga.

7.3.3 Efecto del extracto KfAcOEt en la fragmentacion oligonucleosomal del ADN

La fragmentacion del ADN es una de los eventos finales de la apoptosis donde se
realiza el desmantelamiento celular. Después de la activacion de la Caspasa-3, muchas
otras proteinas son blanco de esta caspasa; entre éstas se encuentran DNAsas que
realizan el proceso final de fragmentacion. Este proceso bioquimico fue evaluado en
células PC3 expuestas al extracto KfAcOEt por dos métodos diferentes, el primero se
realiz6 mediante la resolucion del ADN en un gel de agarosa (2%) a diferentes tiempos
de tratamiento (12, 24 y 48 h) de células tratadas con el extracto KfAcOEt, en el caso de
que el ADN se encuentre fragmentado, éste se observard como un corrimiento
escalonado de diferentes bandas con diferentes pares de bases. El resultado de esta
prueba se muestra en la Figura 21, donde a partir de las 12 h (mostrado en el carril 3)
se empieza a observar el proceso de degradacion del ADN, el cual se hace mas evidente
a las 48 h de exposicion con el extracto, al observarse algunas bandas de bajo peso
molecular de entre aproximadamente 300 y 500 pares de base, éste mismo patron se
observa en células tratadas con Resveratrol, el cual es un compuesto que se sabe que
provoca degradacion del ADN. Este efecto de degracidon no se observa en los carriles 1
y 2 correspondientes a los controles negativos, donde las células no recibieron

tratamiento o bien fueron tratadas con el vehiculo (DMSO 0.1%), respectivamente.
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Figura 21. Efecto del extracto KfAcOEt en la Fragmentaciéon del ADN. El ADN extraido a
diferentes tiempos de tratamiento fue resuelto en un gel de agarosa al 2%, tefiiddo con Bromuro
de Etidio y visualizado en un transiluminador de luz UV a una longitud de onda de 254 nm.

Otro de los métodos utilizados para la deteccion de la fragmentacion del ADN que se
realizo fue la prueba de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl tranferase dUTP nick end
labeling), la cual es una prueba que ofrece mayor sensibilidad para la deteccion de la
fragmentacion por procesos de apoptosis. Mediante microscopia de fluorescencia se
tomaron las fotografias de las células que fueron tratadas con el extracto KfAcOEt a
tiempos de 12 y 24 h. Se analizaron fotografias en diferentes longitudes de onda, tanto
para detectar la fluoresceina (FIT-C) de los nucleétidos incorporados en el ADN
fragmentado, asi como la sefial emitidas del colorante DAPI, utilizado para colocalizar
la sefial del FIT-C con los nticleos de las células.

En la Figura 22 se observan las fotografias representativas de los campos tomados
para los distintos tratamientos, en las células tratadas con el extracto KfAcOEt tanto a
12 h como a 24 h. En ellas se puede apreciar a las mayoria de las células son positivas a
la prueba de TUNEL (verde) y colocalizan con los nucleos (azul), a diferencia de las
células sin tratamiento o tratada con el vehiculo, las cuales no mostraron senal positiva a

incorporacion de nucledtidos marcados correspondientes a fragmentacion del ADN.
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Figura 22. Efecto del extracto KfAcOEt en la Fragmentacion del ADN en células PC3
a 12 y 24 h de exposcion. Las células positivas al ensayo de TUNEL se muestran en
verde y los nucleos tefiidos con DAPI en azul. Aumentos 40X.
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Figura 23. Efecto del extracto KfAcOEt en el Citoesqueleto y Fragmentacion del ADN de
células PC3 a 12 y 24 h de exposicion. Las células fueron tefiidas con Falacidina para observar
los filamentos de actina (Rojo), células positivas a TUNEL se muestran en verde. Aumentos de
40X.

Adicionalmente, en los experimentos realizados, las células tambien fueron tefiidas
con Falacidina, un compuesto con afinidad de unién a los finalmentos de actina, esto
con la finalidad de observar la morfologia de las células tratadas en comparacion con las
no tratadas. En la Figura 23, se pueden observar campos representativos de células
tratadas y no tratadas con el extracto KfAcOEt, donde se logra observar que en aquellas
células sin tratamiento (Medio) o tratadas con el vehiculo, muestran la morfologia
normal de las células PC3, las cuales adoptan una morfologia de difusion que es

regularmente alargada y aplanada con fibras de adhesion celular, en comparacion con
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aquellas células tratadas con el extracto KfAcOEt (12 y 24 h), en ambos tiempos se
observa que las células sufren de una contraccion celular provocada por encogimiento
del citoplasma, lo que provoca que las fibras de adhesion celular adopten formas
parecidas a filopodios (Flechas), ademas la forma de los nucleos se vuelven irregulares
en comparacion con las células sin tratamientos y/o tratadas con el vehiculo (DMSO
0.1%). Cabe destacar que como control interno y positivo a Fragmentacion del ADN en
la técnica, se us6 DNAsa I, la cual es positiva a TUNEL al igual que los tratamientos
con el extracto KfAcOEt, sin embargo, éstas células muestran la morfologia normal de
las células PC3.

Finalmente, como parte de este objetivo y como anteriormente se menciono, otro de
los eventos importantes que se encuentran relacionados al proceso de Fragmentacion del
ADN es el derivado de la cascada de senalizacion activada por la Caspasa-3, siendo otro
de sus sustratos celulares la proteina PARP-1, la cual es una polimerasa encargada de
reparar danos en el ADN mediante la adicion de polimeros de ADP ribosa, en respuesta
a una variedad de estrés celular. Cuando la Caspasa-3 es activada, provoca una
proteolisis de la proteina en ciertos sitios especificos, provocando pérdidas de la funcion
de dominios con actividad catalitica de esta proteina y de ésta manera provocar la
disminucién de su actividad en relacion a la reparacion de ADN. Este proceso de
inactivacion de la proteina PARP-1, fue analizada por Western Blot, mediante el
reconocimiento de fragmentos especificos, producto de la protedlisis causada por la
actividad de la Caspasa-3.

En la Figura 24, se muestra el inmunoblot realizado para la deteccion de PARP-1, de
proteinas obtenidas de células PC3 tratadas con el extracto KfAcOEt a diferentes
tiempos de exposicion, donde a partir de las 6 h se observa un fragmento de 89 kDa
caracteristico de la escision de la proteina por la Caspasa-3, con un aumento gradual
hasta las 48 h. Aunque existe otro fragmento producido (24 kDa), el anticuerpo

utilizado para tal efecto no reconoce este fragmento.
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Figura 24. Efecto del extracto KfAcOEt en la inactivacion de PARP-1 de proteinas extraidas de

células PC3 a diferentes tiempos de tratamiento. Se cargaron 50 ug de proteina y B-Actina fue
usada como control de carga.

7.3.4 Efecto del extracto KfAcOEt en los cambios de la membrana plasmadtica y el

encogimiento celular

En la secuencia usual de los cambios morfolégicos que se observan durante la fase
final de la apoptosis cuando se realizan ensayos in vitro con células adherentes se
encuentran la pérdida de la adhesion celular, dando como resultado el redondeo celular,
zeiosis (que puede durar pocas horas), encogimiento celular, donde el “blebbing”
dindmico de la membrana plasmatica puede cesar y en algunas ocasiones puede
observarse protusiones elongadas denominadas “picos de equinodermos” en la
superficie celular.

Los cambios en el tamafio asi como en la granularidad celular, pueden ser detectados
mediante citometria de flujo, al detectar variaciones en sus propiedades de dispersion de
la luz. En la Figura 25, se muestran los citogramas obtenidos por citometria de flujo de
las células tratadas con el extracto KfAcOEt desde 6, 12 y 24 h de exposicion. A partir
de la obtencion de los datos de las células control (DMSO 0.1%) se ubicé a la mayoria
de la poblacion entre 200 y 400 de la sehal de la dispersion de la luz frontal
(FSC:Foward Scatter Cells), tomando esta referencia como el tamafio celular normal de
las células PC3. Con base en esto, se tomaron las posteriores lecturas de las células
tratadas con el extracto KfAcOEt, donde se puede observar una disminucién en el
tamafio de las células de la poblacion total al desplazarse la sefal hacia la izquierda
conforme el incremento del tiempo de exposicion, para localizar finalmente a la

mayoria de la poblacién entre 0 y 200 a las 24 h de tratamiento. El parametro de la
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dispersion lateral de la luz (SSC: Side Scatter) nos indica la complejidad o granularidad
de las células, esta medida es dependiente de las estructuras intracelulares que cambian
el indice refractivo de la luz. En este parametro, la complejidad de las células se vio
ligeramente modificada hacia una disminucion de la granularidad consistente con
procesos apoptoticos.

De los cambios morfoldgicos de la membrana celular que son mas representativos y
visuales de células en proceso de apoptosis son el redondeo celular, “blebbing”
dindmico, picos de equinodermos, formaciéon de ampollas y de cuerpos apoptoticos.
Estos procesos fueron observados en un microscopio invertido de contraste de fases y
las fotografias de los tiempos de exposicion fueron tomadas. En la Figura 26 se
muestran las células tratadas con el vehiculo (A), en donde las células se observan
adheridas y manteniendo su morfologia normal alargada, en el panel B, C y D se
muestran diferentes células tratadas con el extracto KfAcOEt a 24 h, donde se pueden
observar los diferentes cambios en la membrana debido a la accién de procesos
apoptoéticos causados por el extracto KfAcOEt, como lo son el “blebbing” dinamico (1),

la formacion de “blisters” (2), picos de equinodermos (3) y los cuerpos apoptdticos.
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Figura 25. Efecto del extracto KfAcOEt en la reduccion del tamafo celular analizados por
citometria de flujo a diferentes tiempos de exposicion. En los citogramas, el tamafio celular
(FSC:Forward Scattering) y granularidad (SSC: Side Scattering) fueron analizados. Control:
DMSO 0.1%.
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Figura 26. Morfologia y dindmica de las membranas celulares de células tratadas con el
extracto KfAcOEt a 24 h de exposicion (B, C, D) y con DMSO 0.1% (Control, A), en nimeros
se resaltan el Blebbing (1), Blisters (2), Picos de equinodermos (3) y cuerpos apoptoticos (4).
Fotografias fueron tomadas con un microscopio invertido de contraste de fases, 40X de
aumento.

7.4 Actividad genotoxica del extracto KfAcOEt en sangre periférica de ratones

CD1 (Ensayo de Micronucleos)

Para evaluar la actividad genotoxica del extracto KfAcOEt en un sistema in vivo, se
utilizé el Kit MicroFlow disefiado para analizar la presencia de microntcleos mediante
citometria de flujo. Se analizaron las muestras para detectar la cantidad de micronucleos
formados en reticulocitos (Y%oMN-RET) y en eritrocitos normocromaticos (%MN-

NCE). Los datos se muestran en las Figuras 26 a 29.
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Figura 27. Porcentaje de Reticulocitos detectados en sangre periférica de ratones CDI
administrados oralmente con el extracto KfAcOEt. H,O y DMSO: Controles negativos,
Ciclofosfamida: (CF) Control positivo. Los datos son presentados como el
Promedio£Desviacion Estandar (n=5); *P<0.05 estadisticamente significativo comparado con el
control negativo (DMSO 0.1%).

En la Figura 27, se muestra el porcentaje de reticulocitos obtenidos de los diferentes
grupos experimentales, en los controles negativos (H,O, DMSO), se muestra un valor
similar de porcentaje, sin embargo aquellos administrados con Ciclofosfamida, el
porcentaje de reticulocitos disminuy6 significativamente, en cuanto a los ratones
administrados con el extracto KfAcOEt, presentan al igual una disminucion
estadisticamente significativa en el porcentaje de reticulocitos con respecto al control

negativo (DMSO 0.1%).
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Figura 28. Porcentaje de reticulocitos micronucleados detectados en sangre periférica de
ratones CD1 administrados oralmente con el extracto KfAcOEt. H,O y DMSO: Controles
negativos, Ciclofosfamida: (CF) Control positivo. Los datos son presentados como el
Promedio£Desviacion Estandar (n=5); *P<0.05 estadisticamente significativo comparado con el
control negativo (DMSO 0.1%).

En la Figura 28, se muestran los valores en porcentaje de reticulocitos
micronucleados de los diferentes grupos experimentales, en donde se puede observar
que la Ciclofosfamida (mutageno) es capaz de inducir un aumento en el porcentaje de
micronucleos en éstas células, el cual resultd estadisticamente significativo con respecto
al DMSO, el extracto KfAcOEt, a la concentracion administrada no mostro evidencia de
un aumento significativo comparado con el control negativo (DMSO 0.1%).

En la Figura 29, se muestran los valores de los porcentajes de eritrocitos
normocrémicos Micronucleados de los diferentes grupos experimentales, aqui se
observa que la Ciclofosfamida induce un dafio genético estadisticamente significativo
que corresponde al aumento del porcentaje de microntcleos en éstas células, sin
embargo aquellas muestras de los ratones administrados con el extracto KfAcOEt, los
porcentajes de micronucleos se mantuvieron en los niveles basales con respecto a los

ratones administrados con H,O y/o vehiculo.
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Figura 29. Porcentaje de eritrocitos normocrémicos micronucleados detectados en sangre
periférica de ratones CD1 administrados oralmente con el extracto KfAcOEt. H,O y DMSO:
Controles negativos, Ciclofosfamida: (CF) Control positivo. Los datos son presentados como el
Promedio£Desviacion Estandar (n=5); *P<0.05 estadisticamente significativo comparado con el
control negativo (DMSO 0.1%).

En la Tabla 3 se resumen los datos obtenidos que han sido graficados para cada uno
de los grupos experimentales de ratones administrados, donde se muestra la frecuencia
del porcentaje de micronucleos, asi como el decremento de la frecuencia de

reticulocitos.
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Tabla 3. Porcentajes de RET, MN-RET y MN-CNE en sangre periférica de raton
tratado con el extracto KfAcOEt

Tratamiento Dosis %RET %MN-RET %MN-NCE
Extracto
1000 mg/kg 1.76 £ 0.42* 0.52 +£0.21 0.18 £0.04
KfAcOEt
H,O 100 pL/raton 541+0.44 0.27 £0.09 0.18 +£0.03
DMSO 100 pL/raton 5.78 £0.31 0.36+0.12 0.16 £0.01
Ciclofosfamida 50 mg/kg 0.81 £0.16 * 8.44 £0.22 * 0.69 +£0.23 *

*p < 0.05 vs control negativo, se realizo una ANOVA seguido de una prueba post

hoc de Dunnet.

7.5 Toxicidad aguda del extracto KfFAcOEt (Dosis letal (DL))

En los ratones tratados con el extracto KfAcOEt, no se encontraron signos o
sintomas de toxicidad (como pilo-ereccion, irritacion de mucosas o alteraciones en la
actividad motora) o casos de muerte durante los 14 dias posteriores a la administracion
del extracto (5000 mg/kg). Los pesos de los ratones tratados no presentaron variaciones
estadisticamente significativas respecto a los animales sanos durante el periodo de
tratamiento (Tabla 4). Los 6rganos (pulmones, rifiones, corazén, estdmago, intestinos,

bazo e higado) no mostraron ningun tipo de lesiéon morfoloégica macroscopica (Datos no

mostrados).
Tabla 4. Peso de ratones CD-1 (g)
Dia 1 Dia 14 Peso ganado al dia 14
Control K. flammea Control K. flammea | Control K. flammea
Peso 223+1.8 21.7+1.8 35715 363403 13.3+0.3 147+1.9

Los valores se expresan como Promedio+Error Estandar (n=3). ANOVA de una via post hoc
prueba Bonferroni fue realizada para determinar la significancia estadistica. *P<0.05 vs Control
(Animales administrados con DMSO).
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7.6 Efecto del extracto KfFAcOEt en el desarrollo de tumores de células PC3 en

ratones atimicos

El tratamiento de los ratones atimicos con tumores inducidos inicidé en el dia 7
después de la inoculacion con células PC3 (dia 0), tiempo en el que el promedio general
del tamafio de los tumores fue de 0.05 cm’; posterior a este tiempo, el crecimiento de
los tumores es exponencial con respecto al paso de los dias. En aquellos grupos
experimentales a los cuales se les inocularon células y no recibieron tratamiento o sus
tratamientos consistieron en la administracion de DMSO (4%), el volumen tumoral se
incrementd a 0.8 y 0.5 cm’ respectivamente al final del esquema de tratamiento.

A diferencia de aquellos ratones a los cuales se les administraron las diferentes dosis
del extracto KfAcOEt (10X: 9.2 mg/kg, 5X: 4.6 mg/kg, 1X: 0.9 mg/kg), el crecimiento
tumoral se inhibid con respecto a los ratones administrados con el vehiculo (DMSO
4%), el tamafio del tumor fue estadisticamente significativo a los 24 y 26 dias de
tratamiento, utilizando una ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de Tukey. Un
grupo de ratones fue tratado con Docetaxel, el cual fue considerado como control
positivo, el crecimiento tumoral en este grupo de animales mostr6 una inhibicion similar
a los tratados con el extracto KfAcOEt (Figura 30).

En la Figura 31, se muestran ratones que han sido tratados con el extracto KfAcOEt,
asi como aquellos no tratados o con el vehiculo DMSO 4%, donde se puede observar el
crecimiento tumoral. En aquellos que no recibieron tratamiento o que fueron tratados
con el vehiculo, mostraron un aumento considerable del tamafio tumor; en ellos también
se observo la vascularizacion o angiogénesis, dentro y en la periferia de los tumores, asi

como necrosis (Figuras 31A y 31B).
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Inhibici6n del Crecimiento Tumoral

1.0

-@- Sin tratamiento

4 DMSO [4 %]

-4 Docetaxol [ 1mg/kg]
¥ Kf-AcOEt [0.9 mg/kg]
- Kf-AcOEt [4.6 mg/kg]
-* Kf-AcOEt [9.2 mg/kg]

VOLUMEN TUMORAL (cm?®)

Figura 30. Efecto de la inhibicion del crecimiento tumoral en ratones atimicos tratados
con diferentes dosis del extracto KfAcOEt. Los diferentes grupos experimentales y sus
datos son presentados como el Promedio+Error Estandar (n=5). *P<0.1,**P<0.01 vs el
grupo control negativo (DMSO 4%).

Los ratones que fueron administrados con el extracto KfAcOEt, mostraron una
masa tumoral reducida y no mostraron vascularizacién, angiogénesis 0 necrosis

(Figuras 31C y 31D).
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Figura 31. Efecto del extracto KfAcOEt en la inhibicion del crecimiento tumoral de células
PC3 en ratones atimicos. Ratones sin tratamiento (A), administrados con el vehiculo (DMSO
4%) (B) y ratones administrados con el extracto KfAcOEt con la dosis de 4.6 mg/kg (C), 9.2
mg/kg (D). V: Vascularizacion, *A: Angiogénesis, N: Necrosis. Flechas indican la posicion del
tumor.

7.6.1. Analisis del peso de ratones atimicos con tumor inducido de células PC3

tratados con el extracto KfFAcOEt

Es importante dar un seguimiento del peso de los animales utilizados en cualquier
modelo experimental, sobre todo si éste implica la administracion de un agente de
prueba, ya que se considera que la pérdida de peso es un indicador de toxicidad.
Durante el modelo de induccion de tumores donde se evalud el efecto del extracto
KfAcOEt en el crecimiento tumoral, se registraron los pesos de los animales durante los
dias de tratamiento. En la Figura 32 se muestra el peso de cada uno de los grupos

experimentales donde el promedio del peso de los ratones en el dia en que se iniciaron

87



los tratamientos fueron de 24 g, mismo que fue incrementando en el transcurso de los
dias hasta alcanzar un promedio de 29 g. El tinico grupo que mostrd una disminucion
significativa de peso con respecto a los ratones no tratados, fue el grupo de ratones
administrados con Docetaxel, lo cual refleja la toxicidad del compuesto, aunque mostro
ser eficaz en la inhibicion del crecimiento tumoral, teniendo una efectividad similar a la
del extracto KfAcOE. Finalmente el peso de los ratones tratados con el extracto

KfAcOEt 6 con el vehiculo DMSO 4%, no fue tan diferente al de los ratones sanos.

7.6.2. Analisis histopatologico de los 0rganos de ratones atimicos tratados con el

extracto KfAcOEt

Se hizo el analisis de los cortes histologicos tefiidos con Hematoxilina-Eosina de
algunos organos provientes de ratones de los diferentes grupos experimentales. Los
cortes representativos se muestran en la Figura 33 donde observamos lo siguiente:

Los cortes de higado muestran una arquitectura normal de hepatocitos de forma
poligonal y lobulillos hepaticos normales de forma hexagonal con vena central y triada
portal (arteria hepdatica, vena porta y conducto biliar). No se observaron lesiones
hepaticas como degeneracion de los hepatocitos o acumulaciones intracelulares ni
procesos de inflamacion, fibrosis, necrosis o apoptosis aparente.

Los cortes histologicos de bazo de los animales tratados con el extracto KfAcOEt,
muestran integridad de la capsula, mientras que en el parénquima se observa una
distribucion equilibrada de la pulpa esplénica blanca y la pulpa esplénica roja. Se
observaron linfocitos T, linfocitos B y arteriola central en la pulpa blanca y sinusoides
esplénicos normales en la pulpa roja.

Las secciones de rifién de los animales tratados con el extracto KfAcOEt muestran
una corteza renal normal con arquitectura normal de glomérulos y tubulos proximales y
distales, mientras que la médula muestra tubulos colectores, proximales y distales

normales.
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Figura 32. Efecto del extracto KfAcOEt en el aumento del peso relativo de ratones

atimicos, alimentados con una dieta estandar. Los datos de cada grupo experimental son

presentados como el Promedio+Desviacion Estandar (n=5 por grupo).
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Figura 33. Analisis histopatologico de o6rganos extraidos de ratones atimicos de diferentes
grupos experimentales de la evaluacion del efecto antitumoral del extracto KfAcOEt. Tincién
con Hematoxilina & Eosina de cortes del Higado, Bazo y Rifién son mostrados, asi como
algunas estructuras caracteristicas de cada 6rgano son mostradas con flechas. Aumentos 10x y
20x.
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7.7 Caracterizacion fitoquimica del extracto KfAcOEt

La investigacion de fitoquimicos basados en la etnofarmacologia es considerado
como un acercamiento efectivo en el descubrimiento de nuevas entidades quimicas con
potencial para desarrollar un fAirmaco; dentro de este proceso, la extraccion es el primer
paso, para ello se recurrié a metodologias tradicionales como la maceracion, del cual
por cada kilogramo de hojas y tallos de la planta (Kalanchoe flammea), se obtuvieron
alrededor de 0.83 g de rendimiento del extracto, durante el proceso de maceracion con
acetato de etilo. A partir de la obtencion del extracto KfAcOEt, se continué a
caracterizar algunos de sus componentes mayoritarios y activos; esto de acuerdo al
diagrama de flujo mostrado en la Figura 34, en el cual se muestran las fracciones
primarias (F1 — F9) obtenidas al someter el extracto KfAcOEt a una cromatografia en
columna abierta (este procedimiento no fue parte del presente proyecto), sin embargo
las fracciones que mostraron ser citotoxicamente activas y selectivas en células de
Céncer de Prostata (PC3) y no en células sanas (PrEC/Linfocitos), fueron retomadas

para su evaluacion biologica (Datos ya mostrados) y su caracterizacion fitoquimica.

7.7.1 Analisis de compuestos mayoritarios obtenidos por Cromatografia en Placa

Preparativa de las Fracciones F4 y F8

Las fracciones activas F4 y F8, las cuales fueron sometidas a Cromatografia en Placa
Preparativa, mostraron diferentes manchas correspondientes a diferentes componentes
encontrados en la misma. Como se muestra en la Figura 35, cuando una placa es
visualizada con luz UV a una longitud de onda larga de 365 nm, el fondo de la placa se
observa de color negro y las substancias que absorben en la region del espectro de esta
luz, son excitados para emitir fluorescencia, los cuales son visibles como manchas
blancas o de algunos colores contrastando con el fondo negro. La mayoria de los
compuestos aromaticos y compuestos poli-ciclicos absorben alrededor de esta longitud

de onda.
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Figura 34. Diagrama de flujo del fraccionamiento bio-dirigido y separacion de componentes
del extracto KfAcOEt para la caracterizacion fitoquimica de compuestos mayoritarios y activos.
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Figura 35. Perfil cromatografico de la Fraccion 4, separada en una placa preparativa de vidrio
PLC Silica gel 60 Fys4 revelada a una longitud de onda luz UV de 365 nm. Las flechas indican
el RF de los componentes mayoritarios. Fase movil: AcOEt 100%.

Esta visualizacion nos ayudo a detectar sus compuestos mayoritarios para realizar
una identificacion posterior de su posible naturaleza quimica. Al igual que en la
Fraccion 4, en la Figura 36, se muestra el perfil cromatografico de la Fraccion 8§,

visualizado mediante luz UV de una longitud de onda de 356 nm.

7.7.2 Analisis de compuestos mayoritarios de las Fracciones F4 y F8 por

Espectrometria de Masas por Impacto Electronico

Los componentes mayoritarios y mejor definidos en cuanto a su separacion (para la
Fraccion 4, RF=0.27. Fraccion 8: RF=0.73 y 0.09) , fueron obtenidos y sometidos a un
andlisis por Espectrometria de Masas por Impacto Electronico. En la Figura 37 se
muestra el cromatograma obtenido para el compuesto con un RF de 0.27, el cual de
acuerdo a la base de datos del equipo, el compuesto correlacion6 con un Alcaloide con
formula molecular C;;H;(NO4 y con un peso molecular de 220 g/mol. EIl mismo
procedimiento fue utilizado para los compuestos de la Fraccion 8 y los cromatogramas

son mostrados en las Figuras 38 y 39. El compuesto con un RF de 0.73, mostrdé un
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patrén de fraccionamiento molecular correspondiente a un Esterol con foérmula
molecular CgH4s05 y un peso molecular de 461 g/mol, el compuesto con un RF de
0.09, correspondid a un Glucosido Cardioténico, con una féormula molecular de

C31Hs5103 y un peso molecular de 551 g/mol.

Rf

0.79 »»

0.73 »» R S
0.67 J»

0.42 »»

0.09 J»

Figura 36. Perfil cromatografico de la Fraccion 8, separada en una placa preparativa de vidrio
PLC Silica gel 60 F254 revelada a una longitud de onda luz UV de 365 nm. Las flechas indican
el RF de los componentes mayoritarios. Fase movil: AcOEt 100%.
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Figura 37. Cromatograma correspondiente a un Alcaloide obtenido de la Fraccién 4 del
extracto KfAcOEt, detectado por Espectrometria de Masas por Impacto Electronico. Pico base
corresponde a la sefial del compuesto con un peso molecular de 220.0573 g/mol.
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Figura 38 Cromatograma correspondiente a un Esterol obtenido de la Fraccién 8 del
extracto KfAcOEt, detectado por Espectrometria de Masas por Impacto Electronico. Pico
base corresponde a la sefial del compuesto con un peso molecular de 461.3232 g/mol.
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Figura 39. Cromatograma correspondiente a un Glucosido Cardiotonico obtenido de la
Fraccion 8 del extracto KfAcOEt, detectado por Espectrometria de Masas por Impacto
Electronico. Pico base corresponde a la seial del compuesto con un peso molecular de
551.3571 g/mol.
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7.7.3 Separacion y analisis de F8-3 por HPLC y RMN H

De acuerdo a los datos presentados anteriormente, ninguna de las fracciones
secundarias de la Fraccion 4 resultaron ser citotoxicamente activas en las células PC3,
sin embargo, dentro de la Fraccion 8, se encontré una fraccion secundaria (KF8-3) con
una actividad citotoxica significativa, la cual en resultados previos se habia mostrado su
actividad bioldgica. Esta fue seleccionada para su identificacion fitoquimica, por lo cual
fue sometida a Resonancia Magnética Nuclear ‘H, en la cual se nos indic6 que en sus
componentes se encontraban varios compuestos, que no podian ser identificados por el
momento debido a sobre-posiciones de las sefiales.

En la Figura 40, se muestra el cromatograma obtenido de dos de los compuestos
encontrados en la Fraccion 8-3, que corresponden a los dos picos que se encuentran a
diferentes tiempos de retencion al detectarse con una ldmpara de luz UV de 220 nm y
con un flujo constante de 1 mL/min, esto con la finalidad de poder obtener muestras con
un grado de pureza mayor y poder identificar su naturaleza quimica.

Finalmente, éstos compuestos fueron sometidos a Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrégeno, los resultados de Espectros de Resonancia obtenidos para los
compuestos de la fraccion secundaria KF8-3, se muestran en las Figuras 41 y 42; para
el pico con tiempo de retenciéon de 2.368 min (P1) y para el pico con tiempo de
retencion de 3.018 (P2), los cuales han sido comparados con algunos de los compuestos
previamente reportados en el género Kalanchoe y de los cuales atin nos encontramos en

proceso de nombrar a la(s) estructura(s).
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Figura 40. Cromatograma de la separacion por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) de los componentes de la fraccion secundaria KF8-3 del

extracto KfAcOEt, detectado a 220 nm.
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8. DISCUSION

La historia del uso de las plantas por los seres humanos es casi tan antiguo como el
comienzo de la misma. Inicialmente, la gente usaba las plantas con motivos
nutricionales, pero después al descubrir sus propiedades medicinales, este recurso
natural llegd a ser muy util para la cura de las enfermedades y el mejoramiento de la
salud. En el pasado, las personas no tenian idea acerca de las moléculas bioactivas pero
el uso de estos compuestos fue suficientemente diverso en diferentes prospectos.
Tipicamente, los compuestos bioactivos de las plantas son producidos como metabolitos
secundarios, la produccion de estos a través de las diferentes especies, es principalmente
seleccionado a través del curso de evaluacion y necesidad particular de cada especie
(Azmir et al., 2013).

De esta manera, podemos definir a los compuestos bioactivos de las plantas como
“metabolitos secundarios que pueden provocar un efecto farmacoldgico o toxicologico
en los seres humanos y animales” (Bernhoft, 2010).

Los compuestos bioactivos que se encuentran disponibles en la naturaleza son de
gran importancia, ya que éstos podrian dar las soluciones a problematicas de salud
mundial para tratar enfermedades como el Cancer, el cual contintia siendo un problema
de interés social, esto a causa de la alta incidencia y mortalidad alrededor del mundo, en
particular el Cancer de Prostata (CaP) ocupa el tercer lugar de mortalidad en canceres en
hombres (Torre et al., 2015).

Estudios etnobotanicos en nuestro pais, relacionan el uso de plantas del género
Kalanchoe con el tratamiento del céancer. Investigaciones relacionadas al género
Kalanchoe han relevado que su actividad citotoxica en multiples lineas célulares es
debida a la presencia de metabolitos secundarios denominados Bufadienélidos, los
cuales muestran actividad citotdxica a Clso de 0.002 — 50 pg/mL (Wu et al., 2006, Kuo
et al., 2008, Mahata et al., 2012, Hsieh et al., 2012, Kaewpiboon et al., 2014, Hsich et
al., 2015). Si correlacionamos los datos citotoxicidad obtenidos en este trabajo, los
valores de Cls, obtenidos con el extracto KFAcOEt se encuentran dentro de estos rangos
reportados, sugeriendo que la actividad citotdxica de éste género es probable que se
conserve entre las diferentes especies.

Por otro lado, podriamos asegurar que el género Kalanchoe muestra selectividad

hacia células neoplésicas sobre células que no lo son, de acuerdo con lo que reportamos
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en este trabajo, el extracto KfAcOEt mostré mayor selectividad citotoxica en células de
Adenocarcinoma Prostatico (PC3) y el efecto fue mucho menor en células de Epitelio
Prostatico de fenotipo no neoplasico (PrEC), esta selectividad fue reportada
previamente en otro estudio, donde una fraccion soluble en agua de Kalanchoe tubiflora
fue selectiva en una linea celular de Carcinoma de Pulmén comparada con Células de
Pulmoén no neoplésicas (Hsieh et al., 2015).

Para identificar los componentes bioactivos en el extracto KfAcOEt que ejercen una
actividad bioldgica especifica se realiz6 un fraccionamiento bio-dirigido. Los resultados
obtenidos indicaron que el efecto citotéxico se fue perdiendo en algunas fracciones.
Algunos autores indican que una combinacion o mezcla de metabolitos, frecuentemente
exhiben potentes actividades anti-proliferativas o actividades anti-cancerigenas,
inclusive mas que un solo compuesto purificado, esto sugiere que los componentes de
un extracto crudo puede actuar en sinergia para mejorar el indice terapéutico (Lin ef al.,
2007). Aun cuando s6lo una de las fracciones (KF8-3) mostr6 un efecto citotoxico
importante, sus valores de Clso no fueron tan distintos a los mostrados con el extracto,
aun cuando esta fraccion contenga menos componentes a diferencia del extracto total.

En las pruebas in vitro realizadas, la caracterizacion de la muerte celular por
apoptosis fue comprobada. Al evaluar la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO), la capacidad reductora o pro-oxidantes de agentes quimicos es
considerado como una cualidad interesante en la busqueda de farmacos antineoplésicos
(Chiu y Dawes, 2012); esta actividad pro-oxidante es uno de los eventos evidenciados
en el extracto KfAcOEt al generar una excesiva produccion de ERO. A su vez, el
excesivo estrés oxidativo a causa de la sobreproduccion de ERO que se produce en una
célula, es descrito como uno de los detonantes en la fase de inicio de la induccién de la
apoptosis (Ott et al., 2007). Cabe mencionar, que las células cancerosas contienen
niveles reducidos de enzimas antioxidantes, por lo cual su sistema de defensa contra
agentes oxidantes es deficiente en comparacion con células normales, de tal modo que
cuando las ERO celulares exceden la capacidad amortiguadora de las funciones
antioxidantes de una célula cancerosa, puede inducirse la muerte celular (Nishikawa,
2008). Este punto podria explicar en parte el efecto selectivo del extracto KfAcOEt por
las células neolplésicas, ya que como inductor de especies reactivas de oxigeno, las
defensas antioxidates eficientes de las células no neopldsicas amortiguarian, mediante

este sistema, el efecto del extracto KfAcOEt.
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En el punto de “no retorno” de la célula a comprometerse a la muerte celular, se
encuentra la fase de ejecucion de la apoptosis, donde destaca la actividad proteolitica de
las Caspasas. Algunos autores que han realizado estudios a diferentes especies de
Kalanchoe han comprobado que tienen la capacidad de activacion de la via intrinseca de
la apoptosis en células de Céancer Cervico-Uterino, Pulmén y de Leucemia
Promielocitica Aguda (Mahata et al., 2012, Huang et al., 2013, Kaewpiboon et al.,
2014). Mahata y colaboradores evidenciaron, mediante el uso de un extracto con
cloroformo y una fraccion aislada de Kalanchoe pinnata, que era capaz de inducir en
células HelLa aumento en la expresion de la proteina proapoptética Bax, asi como la
disminucién de la proteina anti-apoptdtica Bcl-2, dando lugar a la activacion de la
Caspasa-3. Por otro lado, Kaewpiboon y colaboradores, reportan la activacion de la
apoptosis mediante la liberacion de Citocromo C y activacion de caspasas en células
A549 resistentes al Etoposido, con un extracto proveniente de Kalanchoe laetivirens.
Esta evidencia soporta los datos obtenidos en el presente trabajo, donde el mecanismo
propuesto con respecto a la activacion de la Caspasa-9,-3, estaria propiciando que el
extracto KfAcOEt induzca la via intrinseca de la apoptosis; sin embargo, es importante
mencionar que dependiendo del estirpe celular, la respuesta obtenida puede variar, ya
que existen mecanismos alternos que convergen en una misma via de sefializacion.

Una de las caracteristicas genotipicas por las cuales se desarrolla el Céancer de
Prostata, involucra la pérdida de la proteina p53, siendo €ste uno de los mecanismos por
los cuales las células cancerosas evaden la apoptosis. Normalmente esta proteina (p53)
es clave para el mantenimiento de la integridad del genoma y también se encuentra
relacionada en la regulacion de reacciones de oxidacion y reduccion dentro de las
células; entonces en un mecanismo de accion que involucre el dafio por ERO al ADN,
se induce la estabilizacion de p53 y posterior sefializacion que culmina en la apoptosis.
El resultado final es el incremento en la actividad de esta proteina que provoca a su vez
el aumento de la expresion de proteinas pro-apoptoticas como Bax y PUMA, las cuales
forman poros en la membrana mitocondrial para la posterior liberacion del Citocromo C
y activacion de efectores posteriores (Ott et al., 2007). Entonces, en el caso de las
células PC3, p53 se encuentra ausente debido a una mutacion en el gen de la proteina
(Morietti et al., 2014) por lo tanto este mecanismo no podria estar ocurriendo, a menos
que el extracto KfAcOEt fuera capaz de inducir una restauracion y reactivacion de la
funcién del gen de la proteina p53, estrategia terapéutica que ha sido prometedora con el

uso de moléculas sintéticas, pero poco observada en productos naturales. El tinico caso
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evidenciado es el presentado por el alcaloide Elipticina, aislado de algunas plantas de la
familia Apocyanaceae;  que se sabe ejerce un efecto apoptotico a través de la
restauracion de la funcion de mutantes de p53 in vitro (Peng et al., 2005), no obstante,
seria conveniente realizar estudios adicionales para comprobar esta propuesta. Una
teoria mas acertada, sobre el mecanismo de accion ejercido en éstas células mutantes a
pS3, seria debido a que existen dos mecanismos propuestos para la liberacion de
Citocromo C, de los cuales posiblemente el extracto KfAcOEt este induciendo este
evento a través de la generacion excesiva de ERO, produciendo una oxidacion de los
poros mitocondriales y por disrupcion de la membrana mitocondrial sin la participacion
directa de Bcl-2, Bax y PUMA (Garrido et al., 2006).

El final de los eventos de sefalizacion de la ejecucion de la apoptosis converge en la
activacion de la Caspasa-3, que es indicativo de que el proceso de fragmentacion del
ADN se estaba realizando, ya que dentro de sus blancos, se encuentran proteinas como
CAD (Caspase-activated DNase), la cual provoca esta fragmentacion (Nagata, 2000).

Este evento fue evaluado mediante el ensayo de escalera (DNA ladder), el cual
aunque no es una prueba lo suficientemente sensible para la discriminacion de
fragmentacion por eventos de apoptosis o necrosis, nos ofrece evidencia de manera
practica y sencilla para demostrar este proceso de fragmentacion, el cual fue
evidenciado parcialmente a tiempos largos de exposicion. Dado los resultados
obtenidos, se decidi6 realizar la prueba de TUNEL, la cual es una prueba citoquimica
mucho mas sensible para detectar rupturas en el ADN. Los resultados positivos a esta
prueba nos indican un evento de la fase final de la apoptosis derivado de la exposicion
de las células al extracto KfAcOEt, dentro de los cuales la inactivacion de la proteina
PARP-1 fue evidenciada, asi como cambios morfoldgicos y dindmicos de la membrana
plasmatica, de los cuales ciertas protusiones son frecuentemente observadas, asi como
un encogimiento celular (Willingham, 1999, Bottone et al., 2013).

En este contexto, se sabe que muchos farmacos quimioterapéuticos han sido
empleados para matar a las células con alto indice de proliferacion, causando un dafio
extensivo en el ADN que culmine en el arresto celular y apoptosis. La eficacia de estos
agentes terapéuticos se ve frecuentemente limitada debido al habilidad de las células de
reparar el ADN dafado (Yong et al., 2014). Como estrategia a este evento, la inhibicion
de la actividad de PARP-1, es un evento importante en el incremento de la
susceptibilidad de las células al dano del ADN causado por estos agentes. La

potenciacion de la radioterapia y de quimioterapéuticos con inhibidores de PARP-1 es
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una estrategia promisora que sigue explorandose en varias lineas celulares (Bouchard et
al., 2003).

A la fecha no hay reportes sobre la capacidad de induccion de la fragmentacion del
ADN causado por alguna especie del género Kalanchoe, sin embargo, Mahata y
colaboradores en el 2012, hacen referencia a la inactivacion de PARP-1 como uno de
los eventos ocurridos en la activacion de la apoptosis por parte de un glucdsido
cardiotonico que fue aislado y nombrado como Briofilina A, esto en células HeLa.

Como se mencion6 antes, un extensivo dafio al ADN puede causar arresto del ciclo
celular. Hay muchos mecanismos y vias de sefializacion que convergen y por los cuales
se puede dar una respuesta al arresto, estos mecanismos han sido ampliamente descritos,
donde se ha especificado que altos niveles de ERO provoca la oxidacion de varias
moléculas que estdn involucradas en la activacion de diferentes puntos de control del
ciclo celular, esta respuesta a su vez, también depende del tipo y perfil genético de la
célula (Bilodeaou et al., 2000; Chiu y Dawes, 2012).

Posiblemente el extracto KfAcOEt este promoviendo el arresto celular a través de la
sobreproduccion de ERO, ya que nuestros datos indican que el extracto KfAcOEt
arresta a las células PC3 en la fase de Sintesis del ADN.

De acuerdo a la literatura, muchos compuestos de origen natural tienen la capacidad
de arrestar el ciclo celular en la fase de Sintesis, como por ejemplo, la Simvastatina, que
arresta el ciclo celular en esta fase a través de la activacion de Chkl y el decremento de
la expresion de Cdc25A/Cdk2, o como la Campotecina, que induce la fosforilacion de
Chk1 y degradacion de Cdc25A (Tu et al., 2011; Xiao et al., 2003).

El mecanismo propuesto por el cual el extracto KfAcOEt esta ejerciendo este efecto
en las células PC3, podria estar relacionado con puntos de control mediados por Chkl,
el cual tiene como blanco de protedlisis a la proteina Cdc25A, causando su inhibicion y
posible detencion de la transicion de la fase S a G2/M, al evitar la activacion de los
complejos de Ciclina A/CDK2. La proteina p21 es también una proteina clave
reguladora, que es sobre-expresada en respuesta a un dafo al ADN. Esta proteina
contiene un sitio de unidén carboxilo terminal para el antigeno celular nuclear de
proliferacion (PCNA) y a través de esta interaccion p21 es capaz de bloquear la sintesis
de ADN por la polimerasa 6. Retomando el estatus de mutacion de la proteina p53 en
células PC3, en este contexto se ha encontrado que en células T47D-H3 de Céncer de

Mama, las cuales contienen una mutacién en el gen de p53. Se ha observado que la
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induccion de hipoxia a través de la inhibicion de la actividad de CDKZ2, resulta en el
arresto del ciclo celular en la fase de Sintesis (Bilodeau et al., 2000).

Resulta interesante mencionar que se ha reportado que Chkl y Cdc25A son también
sustratos de caspasas durante eventos de apoptosis y que existe la posibilidad de que la
Caspasa-3 provoque un corte en un sitio especifico en la proteina Chkl, dando como
resultado un fragmento N-terminal, que posiblemente juegue un papel importante en
reacciones de apoptosis al fosforilar varios sustratos debido a su alta actividad cinasa de
esta proteina (Matsuura et al., 2008).

Por otro lado, se ha sugerido también que durante la fragmentacion por apoptosis, la
proteina H2AX (Histona) es fosforilada por el fragmento N-terminal de Chkl,
induciendo cambios en la morfologia del nticleo celular, provocando condensacion de
la cromatina y a su vez potenciando la apoptosis de la célula (Matsuura et al., 2008).
Este ultimo evento de condensacion de la cromatina fue observado en las células PC3
tratadas con el extracto KfAcOEt. Posiblemente estas proteinas claves como Chkl,
podrian ser evaluadas para evidenciar estos eventos moleculares causados por el
extracto KfAcOEt, ya que algunas referencias indican que Chkl podria ser un blanco
atractivo para potenciar la eficacia del tratamiento del terapias anticancerigenas
(Syljuasen et al., 2005).

En los ensayos in vivo realizados con el extracto KfAcOEt, se considerd interesante
el hecho de que éste no haya mostrado toxicidad en los ratones utilizados a los cuales se
les administraron diferentes dosis del extracto KfAcOEt, ya que no se observé ningin
tipo de dafio a nivel macroscéopico o histologico o algliin efecto adverso reflejado en la
reduccion del peso de los ratones. Importantemente se observod que no tuviera efectos
en el higado, dado que este juega un papel central en el metabolismo y excrecion de
farmacos.

MeKonnen y colaboradores en el 2012, evaluaron la Dosis Letal 50 de un extracto
metanolico de Kalanchoe petitiana. Ellos observaron que este extracto no era capaz de
inducir algin efecto toxicologico en ratones utilizando dosis de hasta 5000 mg/kg. Las
pruebas realizadas para la determinacion de la Dosis Letal 50 que se evaluaron con el
extracto KfAcOEt (5000 mg/kg) coinciden con este reporte, asumiendo la bioseguridad
de administrar el extracto KfAcOEt en posteriores evaluaciones clinicas en seres
humanos y su potencial para su desarrollo como producto farmacoldgico.

En el ensayo de microntucleos realizado a los ratones se demostrd que el extracto no

era capaz de inducir algln tipo de dafio a nivel cromosomal, aiin cuando el porcentaje
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de Reticulocitos disminuyd significativamente, la dosis administrada es mucho mayor
que la necesaria para alcanzar una respuesta citotoxica en células de Adenocarcinoma
Prostatico (PC3).

Recientemente, Hsieh er al. 2015, reportaron la actividad in vivo de la fraccion
soluble acuosa de Kalanchoe tubiflora administrada intraperitonealmente en ratones
atimicos inducidos con células de Carcinoma de Pulmén (A549). Las dosis
administradas (10 y 100 mg/kg) retardan el crecimiento tumoral. Estos datos
correlacionan con los reportados en el presente trabajo, donde una dosis de 9.2 mg/kg
del extracto KfAcOEt, muestra una inhibicion del crecimiento celular de células PC3.
Aun cuando posiblemente este proceso de inhibicion este siendo resultado del efecto
citotoxico del extracto KfAcOEt, este mecanismo de inhibicién tumoral in vivo,
necesitaria ser elucidado con otras investigaciones posteriores.

Por otro lado, del género Kalanchoe, algunos metabolitos han sido aislados y
caracterizados estructuralmente mostrando actividad citotoxica en diferentes tipos de
lineas celulares de cancer. Dicha actividad se la han atribuido principalmente a
metabolitos del grupo de los Bufadiendlidos y Cardendlidos (Supratman et al., 2000;
Mahata et al., 2012; Huang et al., 2013; Kaewpiboon et al., 2014). En esta investigacion
nosotros hemos detectado cualitativamente la presencia de Glucdsidos Cardiotonicos,
Alcaloides y Esteroles, sin embargo, hace falta realizar mas analisis espectroscopicos
para elucidar sus estructuras, asi como identificar los compuestos quimicos separados
de la fraccion citotoxicamente activa (KF8-3). Los compuestos obtenidos de la
separacion de la fraccion KF8-3 fueron sometidos a Resonancia Magnética de
Hidrégeno, estos datos fueron comparados con las senales de resonancia de compuestos
previamente identificados en el género Kalanchoe, encontrando que los obtenidos en
KF8-3 no pertenecen a ninguna de las moléculas reportadas.

Finalmente, ain cuando la mayoria de los ensayos bioldgicos realizados en esta
investigacion estan enfocados a la actividad bioldgica que presenta el extracto KfAcOEt
y no de compuestos completamente puros, resulta interesante destacar que el sinergismo
e interaccion de multiples componentes contenidos en un extracto total, tienden a
ejercer mayor actividad que sus compuestos puros, lo cual en una terapia podria mejorar
el indice terapéutico, ademas de reducir la resistencia farmacologica de las células
tumorales al inducir multiples efectos en éstas (Lin et al., 2007).

En la actualidad, el uso de suplementos alimenticios, nutracéuticos y alimentos

funcionales, estd incrementando en produccion industrial debido a la demanda de los
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consumidores (Liu et al., 2004). Por ello, es necesario encontrar una terapia racional y
farmacologica superior en comparacion a sus constituyentes aislados, ya que los efectos
sinérgicos en los extractos, podrian estar afectando muchos blancos o interactuando
entre ellos para mejorar algunas de sus propiedades como su solubilidad, valor de
reabsorcion, aumento de su biodisponibilidad, eliminacién o neutralizacion de efectos
adversos y asi potenciar su actividad en el organismo. Ain cuando los mecanismos que
a causa de efectos sinérgicos permanecen sin ser elucidados, muchos conceptos han ido
surgiendo de este tipo de investigaciones. El concepto denominado “Multi-fArmaco” ha
sido actualmente reasignado a terapias anticancerigenas actuales como la
“Quimioterapia Metronémica”, que implica la idea de combatir el cancer a través de
la accion de destruir los tumores por la supresion o activacion de diferentes procesos
que son esenciales para su sobrevivencia como: La angiogénesis, inhibicion oncogénica,
induccion de la apoptosis, activacion del sistema inmune y combatir procesos
inflamatorios (Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009).

En este contexto, la investigacion de los mecanismos sinérgicos de extractos de
plantas, son de ayuda en la investigacion para el descubrimiento de nuevos fitofarmacos
y combinaciones farmacéuticas, sin embargo la investigacion de éstos mecanismos
resultan necesarios en posteriores investigaciones clinicas. Dentro del gran éxito de
estas investigaciones podemos destacar que frecuentemente algunos extractos son
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) de los Estados Unidos para su
evaluacion preclinica en tratamientos del cancer de Pulmon (Normile, 2003, Saklam y
Kutty, 2007).

Resulta interesante entonces, la idea planteada en esta investigacion sobre los efectos
multiples de los componentes del extracto con acetato de etilo de Kalanchoe flammea
para lograr un efecto farmacolédgico en posteriores evaluaciones preclinicas, que puedan
indicar su uso como coadyuvante en conjunto con quimioterapéuticos utilizados
actualmente para el tratamiento del Cancer de Prostata de condicion Hormono
Independiente, con la finalidad de mejorar la respuesta y aumentar sus indices de

sobrevivencia.
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9. CONCLUSIONES

El extracto KfAcOEt es capaz de causar un efecto citotoxico en células PC3 de
Adenocarcinoma Prostatico de manera dosis-dependiente. El extracto muestra
selectividad hacia células con fenotipo neoplédsico en una potencia de 92.5 veces mas

que en las células sanas.

El analisis de citotoxicidad en cuanto al curso de tiempo de exposicion entre 24 y 48
h no muestran una diferencia estadistica significativa, por lo cual el extracto KfAcOEt

es capaz de ejercer su efecto desde las primeras 24 h de exposicion en las células PC3.

El valor de la Clsy obtenido con el extracto KfAcOEt (1.36£1.14 pg/mL) se
encuentra dentro del rango considerado como citotoxicamente activo de acuerdo al
Instituto Nacional del Cancer de los EUA, donde el limite maximo del valor de Clsg

para extractos naturales se considera que deben ser menor de 20 pg/mL.

El extracto KfAcOEt es capaz de inducir la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (H,0O,) desde tiempos tempranos (6 h) de exposicion con la Clsg en las células

PC3, misma que se mantiene estable hasta las 24 h de exposicion.

El extracto KfAcOEt es capaz de inducir la liberacion de Citocromo C al citosol,
desde las 12 h de exposicion con la Clsy, misma que va en aumento hasta las 48 h de
exposicion, que es inversamente proporcional al Citocromo C detectado en las

mitocondrias.

No se encontr6 una modificacion significativa en los niveles de expresion de la
proteina Bcl2, la cual es una proteina anti-apoptoética que de encontrarse disminuida,
involucraria la accion de proteinas como p53, la cual se encuentra ausente en células

PC3 de Cancer de Prostata.
Se evidencio la activacion de la Caspasa-3, desde las 12 h de exposicion con la Cls,

misma que va en aumento hasta las 48 h de exposicion, donde puede observarse los

fragmentos caracteristicos de 19 y 17 kDa de la proteina.
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El extracto KfAcOEt es capaz de inducir la fragmentacion del ADN de células PC3
como un indicativo de la fase final de la apoptosis, éstos fueron observados desde las 12

h de exposicion.

Uno de los eventos importantes que se encuentran relacionados al proceso de
fragmentacion es la proteodlisis de la proteina PARP-1, que es una proteina encargada de
reparar danos en el ADN en respuesta a una variedad de estrés celular. Cuando la
Caspasa-3 es activada, proteoliza a la proteina para provocar la disminucién de su
actividad de reparacion de ADN. Este proceso de inactivaciéon fue comprobado
mediante el reconocimiento de un fragmento especifico de 89 kDa, producto de la

proteolisis causada por la actividad de esta caspasa.

Los efectos caracteristicos morfologicos de la fase final de la apoptosis fueron
observados al tratar las células PC3 con el extracto KfAcOEt, los cuales incluyen
cambios en el tamano celular, rearreglos del citoesqueleto, cambios dindmicos de la
membrana plasmatica, que incluyen el “blebbing” dindmico, protusiones, picos de

equinodermos y los denominados cuerpos apoptoticos.

Con lo anterior se puede concluir que se caracterizo la actividad apoptdtica inducida
por el extracto KfAcCOEt en células de Cancer de Prostata a través de la via intrinseca.
Todas las pruebas realizadas se hicieron con base en la propuesta de evaluacion del
Comité de Nomenclatura de Muerte Celular, en el cual hacen menciéon a las
caracteristicas bioquimicas mas relevantes de las fases de inicio, ejecucion y final de la

apoptosis.

El extracto KfAcOEt es capaz de inducir el arresto celular de células PC3 en la fase
de Sintesis del ADN del ciclo celular a las 12 y 24 h de exposicion. A las 12 h de
tratamiento, se induce un arresto estadisticamente significativo con respecto a las

células tratadas con el vehiculo (DMSO 0.1%).

Se comprobd que el extracto KfAcOEt no induce efectos mutagénicos a nivel

cromosomal, ya que no hubo un incremento significativo en el porcentaje de
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reticulocitos y eritrocitos normocromicos micronucleados a la dosis administrada de

1000 mg/kg.

La evaluacion de la Dosis Letal 50 nos indico que el extracto KfAcOEt se encuentra
dentro del rango de seguridad de la categoria 5 del Sistema Globlamente Armonizado

(GHS), ya que los ratones no mostraron sefiales de toxicidad a la dosis de 5000 mg/kg.

Se evidencid que el extracto KfAcOEt es capaz de inhibir el crecimiento tumoral de
células PC3 inducidas en ratones atimicos a las diferentes dosis administradas, el
farmaco de referencia Docetaxel utilizado en la clinica, causa el mismo efecto que el
extracto, con la diferencia de que ejerce un efecto toxico en los ratones (disminucion del

peso).

El andlisis histopatologico realizado a partir de los oOrganos extraidos de los
diferentes grupos experimentales, muestran una arquitectura normal de las células, sin
evidencia de necrosis celular que pudieran ser causadas por un efecto toxico de la

administracion del extracto KfAcOEt.

Se logro la identificacion de 3 compuestos a partir de 2 fracciones primarias activas
del extracto KfAcOEt, los cuales, de acuerdo a la libreria de datos, correspondieron a un

alcaloide (220 g/mol), esterol (461 g/mol) y glucdsido cardiotonico (551 g/mol).

Solo una de las fracciones secundarias (KF8-3) de la fraccion primaria F§, mostrd un
efecto citotoxico preferente en células PC3, sobre las células de fenotipo sano (PrEC). A
su vez, la concentracion inhibitoria al 50% obtenida no varid significativamente con

respecto a la mostrada por el extracto total.

La fraccion secundaria KF8-3, mantuvo la propiedad de inducir un arresto celular en
la fase de S del ciclo celular a partir de las 12 h de exposicion, correlacionando con el

efecto obtenido con el extracto total.

Se obtuvieron dos compuestos mayoritarios de la separacion por HPLC de la
fraccion KF8-3, denominados P1 y P2, los cuales se encuentran en proceso de

elucidacion
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10. PERSPECTIVAS

Identificar las moleculas encontradas en la fraccion KF8-3, asi como investigar un

mecanismos de sintesis para la obtencién de un mayor rendimiento de éstos.

Flucidar el mecanismo de accion relacionado al arresto celular en la fase de Sintesis

producido por el extracto y/o los compuestos.

Evaluar la actividad biologica de los compuestos puros de KF8-3; enfocado a

encontrar un posible mecanismo de accion en células de Cancer de Prostata.

Analizar el posible efecto sinérgico e interaccion del extracto y/o compuestos puros
con farmacos como el Docetaxel; utilizados en el tratamiento del Cancer de Prostata,
con la finalidad de mejorar la respuesta de los pacientes a la quimioterapia.

Realizar ensayos clinicos en pacientes con Cancer de Prostata.

Elaboraciéon de una posible presentacion farmacéutica (capsulas) del extracto

KfAcOEt.
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ANEXO I

SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

Persulfato de amonio (APS) 10 %

Para 10 mL de solucién, disolver 1 g de Persulfato de Amonio en 8 mL de agua

desionizada. Aforar a 10 mL. Alicuotar y almacenar a -20° C.

SDS 10%

SDS 10g
Agua bidestilada 100 mL

Disolver en 70 mL de agua bi-destilada y aforar a 100 mL, almacenar a temperatura

ambiente protegido de la luz.

Tris-glicina 10 X

Trisbase 30g
Glicina 144 ¢

Disolver en 500 mL de agua bi-destilada, y aforara 1 L.

Amortiguador de corrimiento electroforético

Tris-glicina 10 X 100 mL
SDS 10 % 10 mL
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Disolver y aforar a 1 L con H,O bidestilada. Almacenar protegido de la luz a

temperatura ambiente.

Amortiguador de transferencia

Tris-Glicina 10 X 100 mL

Metanol al 99.8% 200 mL

H,O bidestilada 700 mL

Mezclar y almacenar protegido de la luz a temperatura ambiente. Utilizar a 4 °C

Rojo Ponceau 0.1 %

Rojo ponceau 100 mg/mL
Acido acético (5%) 1 mL

Aforar a 100 mL con Agua bidestilada.

TBS 1X-Tween 0.05%

50 uL de Tween 20 en 100 mL de TBS 1X

Solucion de bloqueo

2.5 g de leche libre de grasa en 100 mL de TBS 1X

TBS 10X
Tris base 24 ¢
NaCl 88 ¢g
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Disolver en 900 mL de agua bi-destilada y ajustar el pH a 7.6 con HCI. Aforar con agua

bi-destilada a un volumen final de 1 L.

ANEXO IT

PRODUCTOS DE INVESTIGACION
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Abstract: Despite decades of research, the reatment and management of malignant tumors still remain a
formidable challenge for public health Medicinal plant drag discovery continues to provide new and
important leads against various phammacological targets including cancer. Kalanchoe flammea 1s a native
plant of Mexico that has shown anticancer activity against prostate cancer. Jn vitro reatment of androgen-
insensitive (PC-3) prostate cancer cells with an ethyl acetate extract of K flammea (Ef-AcOEt) reduced
cell visbility and no significant effect shown in non-neoplastic human prostate epithelial cells (PrEC) under
identical conditions. Also, Kf-AcOEt induced cell death in a tme-dependent manner and shown different
biochemical hallmarks of apoptosis like activation of caspase-9. -3 and release of cytochrome C from
mitochondria into the cytosol, proteolysis of PARP-1, downregulation of antiapoptotic protein Bcl-2, ROS
production and DNA fragmentation. Moreover, Kf-AcOEt causes cell cycle arrest in the S phase In vno
studies indicate that Kf-AcOEt inhibit growth of prostate tumors in mouse xenograft model. These data
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FA-107  ESTUDIO DEL EFECTO DE UN EXTRACTO DE K. flammea IN VITRO E IN VIVO EN
CANCER DE PROSTATA

Ivin Arias Gonzalez,' Cynthia Ordaz Pichardo"

1. Instituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia. Guillermo Massieu Helguera #239. Col. La
Escalera. Del. Gustavo A. Madero. C. P. 07320. Tel. 57 29 6000 Ext. 55535/ 55551

Correo-E: dra_cynthia@hotmail.com

Los productos naturales poseen metabolitos que han sido usados en la sintesis de principios activos en los farmacos actuales
(Harvey, A., 2007). Por las estadisticas actuales de cancer de prostata (CaP), es relevante la bisqueda de nuevos farmacos para el
rratamiento de esta neoplasia. Kalanchoe es un género de plantas utilizado en la medicina tradicional para diferentes enfermedades
incluyendo el cancer (Abdellaoui e al., 2010). México cuenta con diversas especies de este género, como K. flammea. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar las propiedades biologicas (in vitro e in vivo) de K. flammea en células de CaP, se evalud su efecto
en la viabilidad de células PC3 de CaP y en células no cancerosas de epitelio prostatico PrEC, se obtuvo un efecto citotoxico
Cls, = 3.816 pg/mL) mucho menor, al obtenido en PrEC (Clsp=19.47 pg/mL). Uno de los efectos mas
deseados en un farmaco para destruir células tumorales es la apoptosis, previamente se evaluaron caracteristicas de este proceso
inducidas por el extracto, activando caspasas e induciendo translocacion de fosfatidilserina. Para asegurar esto, se evaluo la
fragmentacion de ADN por inactivacion de PARP-1 y su degradacion fue observada en geles de agarosa y sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno, siendo éstas inducidas por el extracto como parte del proceso apoptotico. En el estudio in vivo, el
extracto fue administrado en ratones atimicos (nu/nu) via IP a diferentes dosis, observando inhibicion del crecimiento tumoral
significativo con respecto al grupo control. Con los datos obtenidos hasta el momento se considera que K. flammea posee

metabolitos que podrian ser Gtiles en el tratamiento del CaP. ' - it
Abdellaoui er al. Bioactive molecules in K. pinnata leaves: extraction, purification and identification. Anal Bioanal Chem. 2010.

398:1329-1338.
Harvey, Alan L. Natural products as a s

significativo en PC3 (

creening resource. Current Opinion in Chemical Biology 2007, 11:480-484.
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cundarios conocidos
udios de citotoxicidad,
para las células sanas.

Hdo

con etanol y acetato de etilo no inducen mutaciones en las di-
ferentes cepas, por lo tanto pueden ser usados de manera se-
gura. Posteriormente logré evidenciar que el proceso de muerte
celular inducido por el extracto con mejor efecto citotéxico,
no gener6 daio a las células sanas.

Al respecto, la jefa del Laboratorio de Biologia Celular y Pro-
ductos Naturales de la ENHM y asesora de tesis, Cynthia Ordaz
Pichardo, expresé que “los resultados son de gran importancia,
pues indican que el proceso apoptético en células nocivas es po-
sible al mediar la activacién de la via mitocondrial y se com-
probé gracias a la aparicién de caspasas (grupo de proteinas
mediadoras de los procesos de apoptosis)".

“Se ha demostrado que los productos naturales modulan la es-
timulacién de la apoptosis al lograr suprimir la proliferacién de
células daiiadas, ademas de inhibir el proceso de angiogénesis",
afirmo.

.....
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Estudian en IPN planta de Tabasco para tratar
cancer de prostata
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Meéxico, DF. Investigadores del Instituto Politécnico Nacional (IPN) estudian una planta endémica del estado de Tabasco,
conocida como Kalanchoe flammea, cuyas propiedades podrian ser utilizadas para el tratamiento de cancer de prostata.

La planta es una especie nativa de Asia, donde el arbusto original Kalanchoe pinnea ha sido pulverizado y usado en
capsulas para tratar algunos tipos de cancer. En México, Ivan Arias Gonzalez, ingeniero en bioquimica y graduado del
doctorado de Ciencias en Biotecnologia de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia (ENMH) del IPN, analizé y
desarrollé como parte de su tesis doctoral la caracterizacién citoclinica de la planta y su efecto en el tratamiento de
cancer de prostata.

En su investigacion llevé a cabo un estudio fitoquimico de la Kalanchoe para identificar grupos quimicos funcionales de
metabolitos presentes en diferentes extractos. Los resultados indicaron la existencia de metabolitos secundarios,
conocidos como terpenos y alcaloides; de los estudios de citotoxicidad encontré que ninguno resultd nocivo para las
células sanas.

Refirié que existen diversos tratamientos para el cancer de préstata, pero sus costos son elevados y poco efectivos porque
generalmente surge resistencia que provoca condiciones de dependencia hacia otros farmacos, ademas de los
especificados para esta enfermedad. En este caso, el paciente se convierte en hormonodependiente; “se refiere al estado
en que las células prostaticas evaden la muerte celular natural conocida como apoptosis”, explicé.
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