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1. Ambito de la investigacion

El cancer es un problema de salud importante, pues es la segunda causa de mortalidad (21%)
por enfermedades no transmisibles a nivel mundial (American Cancer Society, 2011).
Actualmente se presume que el 57% de los casos de cancer (excluyendo los de cancer de piel no
melanoma) ocurren en los paises subdesarrollados (World Cancer Research Fund International,
2015a).

En Guatemala, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) estimo6 que
en el 2012 hubo una incidencia de 13,271 casos (excluyendo el cancer de piel no melanoma), una
prevalencia de 28,352 casos y una mortalidad proporcional por cancer de 12%, que corresponde
al fallecimiento de 9,871 personas (Bray et al., 2014; World Health Organization, 2014).

A pesar de que en la actualidad existe una amplia variedad de tratamientos farmacoldgicos
para tratar el cancer, muchos resultan inaccesibles por su alto costo econémico y/o falta de
disponibilidad en el pais, sumado al hecho de producir efectos adversos severos que pueden
llegar a producir la muerte del paciente, asi como el aparecimiento de resistencia tumoral al
farmaco. Por estas razones, se reconoce a nivel mundial la necesidad de desarrollar
medicamentos alternativos, para que puedan obtenerse mejores resultados con menores efectos
adversos al emplearlos ya sea solos o combinados con alguna terapia convencional. Una
estrategia importante para elaborar farmacos antineoplasicos efectivos es estudiar los agentes

derivados de productos naturales (Abuzenadah et al., 2012).

En el presente estudio se evaluo la capacidad citotdxica de fracciones organicas de diferente
polaridad de corteza y hojas de dos plantas nativas de Guatemala, Bursera simaruba y
Byrsonima crassifolia, con el fin de determinar si alguna fraccion presentaba actividad
antineoplasica con un indice de selectividad (IS) aceptable sin causar genotoxicidad. Se esperaba
encontrar al menos una fraccion organica que presentara dichas caracteristicas, por lo que
inicialmente se propuso continuar con su caracterizacion hasta lograr el aislamiento y evaluacién

de sus moléculas bioactivas como agentes terapéuticos in vivo dentro del marco de la “Red



Iberoamericana de investigacion del cancer. De la genomica al control” (RIBECANCER), en la

cual se esta participando.

La realizacion de estudios como este promueve la conservacion y uso sostenible de los
recursos naturales de paises megadiversos como lo es Guatemala y ademas contribuye con la
ampliacion del conocimiento acerca del potencial antitumoral de especies que han sido
previamente identificadas como activas contra una enfermedad de gran impacto social y

econémico.



2. Resumen

El cancer es un problema de salud importante a nivel mundial, especialmente en paises
de medianos y bajos ingresos (World Cancer Research Fund International, 2015a). En
Guatemala se estimo una incidencia de 13,271 casos en el 2012 (excluyendo el cancer de
piel no melanoma) (Bray et al., 2013a). A pesar de que existen mdltiples tratamientos
farmacoldgicos, varios de ellos resultan inaccesibles por su costo elevado y limitada
disponibilidad en paises en desarrollo, ademas de que producen efectos adversos capaces de
comprometer incluso la vida del paciente. En paises megadiversos como Guatemala, resulta
entonces prometedora la busqueda de nuevos agentes terapéuticos de origen natural, mas
seguros y menos costosos que los quimioterapéuticos convencionales, capaces de atenuar la
formacion de un tumor y su crecimiento por procesos antiproliferativos y/o pro-apoptéticos
(Auyeung & Ko, 2012).

En el presente trabajo se evaluo la capacidad citotdxica de cuatro extractos organicos de
las hojas y corteza de dos especies nativas de Guatemala, Bursera simaruba y Byrsonima
crassifolia, cuyo potencial antitumoral ha sido previamente tamizado, habiéndose reportado
que las fracciones acetonicas y metandlicas de la corteza son activas contra las lineas

celulares de cancer de cérvix (HeLa) y de mama (MCF-7) (Cates et al., 2013).

Se realiz6 de cada dérgano una extraccion fraccionada con un gradiente de polaridad
creciente (hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol). Su capacidad antitumoral se
evalué inicialmente mediante el bioensayo general de citotoxicidad en Artemia salina y
posteriormente sobre células en cultivo de la linea de cancer de mama MCF-7. Este ensayo
de citotoxicidad se realizd6 por medio del método de tincién con sulforodamina B, en
colaboracion con la Dra. Cecilia Diaz, participante de RIBECANCER, en el Instituto

Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica.

En el ensayo de Artemia salina no se encontro toxicidad en las fracciones organicas
evaluadas (LDsg > 1 mg/mL), mientras que en el cultivo celular se determind que

Unicamente



la fraccion hexénica de la corteza de B. simaruba fue citotoxica (ICsp = 14.057 pug/mL)
contra las células MCF-7. Asi mismo, la fraccion hexanica de la hoja de B. crassifolia y las
fracciones organicas extraidas de ambos Organos de las dos especies vegetales con
diclorometano, fueron moderadamente citotoxicas en el ensayo (20 < 1Csp < 50 pg/mL). Sin
embargo, debido a que ninguno de los extractos resultd altamente citotoxico (ICsp < 10
ug/mL), de acuerdo a los criterios previamente establecidos en RIBECANCER, ninguno de
ellos califico para pasar a la siguiente fase del proyecto, en la que se evaluarian la 1Cyq, Su
potencial genotdxico y se calcularia el indice de selectividad utilizando células normales

como control.

En cuanto a la determinacion de la capacidad antioxidante de las fracciones organicas de
las dos especies vegetales, se determiné en el tamizaje cualitativo primario realizado por
cromatografia en capa fina que, de las 16 fracciones organicas, ocho presentaban actividad
baja, dos tenian actividad moderada, cuatro tenian actividad fuerte y solamente dos
presentaron actividad muy fuerte. Se establecid que la fraccion con mayor capacidad
antioxidante fue la extraida de la corteza de B. crassifolia con acetato de etilo, ya que se
obtuvieron valores de 0.1040 + 0.0021 mg/mL con el método de DPPH micrométrico y

0.3217 +0.0082 ng de acido galico/g con el de fenoles totales.

Debido a que se ha demostrado que las lineas celulares tumorales pueden tener diferente
sensibilidad a la accion tdxica de un mismo compuesto, debera darse seguimiento al estudio
de la bioactividad de los extractos evaluados contra otras lineas celulares tumorales.
Ademas, se sugiere realizar investigaciones posteriores que permitan identificar las
moléculas bioactivas en las fracciones que demostraron actividad citotoxica y antioxidante

en el presente estudio.



3. Antecedentes

3.1 Generalidades del cancer

El céancer es el conjunto de enfermedades originadas por una proliferacion
descontrolada de células anormales provenientes de cualquier tejido corporal que poseen la
capacidad de invadir y destruir otros tejidos causando metastasis (Aguilera et al., 2011;
National Cancer Institute, 2014).

Existen dos tipos de tumores, los benignos y los malignos, siendo estos ultimos los que
se consideradan cancerosos. Las células cancerigenas comparten un grupo de caracteristicas
como la inmortalidad, que les permite proliferar por un tiempo indefinido
independientemente de los factores de crecimiento disponibles en el entorno (hecho
evidenciado al observar la longitud constante de sus telémeros), la capacidad de causar
metastasis y la pérdida de su especializacion ya que sus células hijas difieren de la madre
debido a fallas en la reparacion de su material genético (Aguilera et al., 2011; Cura,
Maldonado & Santos, 2006). Del mismo modo, se ha reportado que las células cancerosas
pueden liberar proteinas procoagulantes al sistema sanguineo, por lo que los pacientes con
cancer presentan un estado de hipercoagulabilidad (Almagro, 2005; Letai & Kuter,
1999).Por otro lado, el céncer también cursa con un aumento y creacion de vasos
sanguineos (angiogénesis con origen multifactorial) que les permiten a las células obtener

oxigeno y nutrientes (Bertoni, Hardin & Kleinsmith, 2012).

El proceso por medio del cual se da la transformacion de una célula normal en
cancerigena se denomina carcinogénesis y es el producto de un conjunto de mutaciones.
Todo empieza cuando la célula sufre alguna mutacién que le permite dividirse
ilimitadamente entrando en la fase de iniciacidon que, aunque es irreversible, es insuficiente
para producir cancer. Si sigue actuando el agente cancerigeno sobre ella entonces pasa a la
fase de promocion vy, por ultimo, si continla mutando y adquiere la capacidad de invadir
otros tejidos tanto a nivel local como distal, entra a la fase de progresion (Aguilera et al.,
2011).



El cancer puede clasificarse, segun el sitio de origen en no hereditario (producido en las
células somaéticas) y hereditario (originado en las células germinales, convierte al individuo
en un portador y responde a las leyes de Mendel); y en base al tipo de tejido que afecta en
carcinoma, sarcoma, cancer encefalico (glioma y no glioma), leucemia, linfoma y mieloma
(Aguilera et al., 2011; Aguirre et al., 2014).

Los carcinomas son el tipo de céncer mas comun, pues involucran a las células
epiteliales que, por tener una mayor superficie, estan mas propensas a ser expuestas a
agentes carcinogénicos. Por otro lado, los sarcomas son los tumores originados en el tejido
conectivo o conjuntivo, incluidos los musculos, huesos, cartilagos y tejido adiposo. Dentro
de los tumores encefalicos, que pueden ser benignos o malignos, estan los gliomas (cuyo
origen son las células gliales y se dividen en astrocitomas, oligodendrogliomas, y gliomas
mixtos -formados por astrocitos y oligodendrocitos-) y los no gliomas (meningioma, con
origen en las meninges; Shwannomas, etc) (American Cancer Society 2011; American
Society of Clinical Oncology, 2014). Ahora bien, las leucemias implican a las células de la
médula 6sea mientras que los linfomas, también conocidos como tumores sélidos
hematoldgicos para distinguirlos de las leucemias, son aquellos que afectan al sistema
linfatico. Por Gltimo, los mielomas abarcan las células plasmaticas, que son linfocitos B
maduros encargados de producir anticuerpos (Aguirre et al., 2014; Leukaemia Foundation
2008).

3.1.1 Factores genéticos involucrados

El cancer es una enfermedad genética provocada por la acumulacién escalonada de
mutaciones que afectan a los genes implicados en controlar la proliferacion celular, a los
genes que codifican por proteinas encargadas de reparar el ADN y de clasificar los
cromosomas (genes supresores de tumores). A continuacion se describen brevemente estos

tipos de genes (Bertoni et al., 2012).

e Genes promotores del crecimiento o protooncogenes: estos regulan la division celular.
Una mutacién puntual o delecion en la secuencia codificante del gen, mutacién de la

region reguladora del mismo, amplificacion génica, o reordenamiento del cromosoma,



producen su forma mutada conocida como oncogén, el cual es dominante y codifica una
oncoproteina que se mantiene activa independientemente de las sefiales reguladoras
(Gariglio, 2007; Mufioz, 1997).

e Genes supresores de tumores (GST), antioncogenes u oncosupresores: estos son genes
recesivos cuyos productos proteicos inhiben o previenen la tumorigénesis a traves de
diversas funciones bioldgicas como inhibir el crecimiento celular, actuar como
receptores de factores inhibidores o de hormonas que frenan el crecimiento celular,
promover la apoptosis o ser factores de transcripcion (promover la expresion de genes
cuyos productos detienen el ciclo celular o producen la muerte celular programada)
(Aguirre et al., 2014). EI cancer producido por alteraciones en este tipo de genes puede
ser hereditario o esporadico. En este Ultimo es necesaria la inactivacién de ambos alelos
por dos eventos sucesivos (hipotesis de Knudson —two hits-) en contraste con el cancer
hereditario, en donde un solo paso basta (Arroyo, Cuevas-Covarrubias, Gonzalez-Huerta
& Pérez, 2006; Knudson, 1996; Osorio, 2013). Algunos ejemplos son los genes de
cancer de mama 1y 2 (por sus siglas en inglés: BRCA1 y BRCA2) que codifican por
proteinas que reparan el ADN dafiado asegurando la estabilidad genética y se ha
identificado que sus mutaciones aumentan el riesgo de padecer cancer de mama (Aguirre
et al., 2014; Dévila, Debroy, Duarte & Juarez, 2013; Ibafiez, Pinto, Rangel, Ramirez,
Sanchéz & Vanegas, 2006).

La malignidad celular es entonces el resultado de la inactivacion de genes supresores de
tumores y la conversion de algunos protooncogenes en oncogenes, lo que origina

proliferacion celular descontrolada e inhibicion de la apoptosis (Bertoni et al., 2012).

3.1.2 Otros factores enddgenos y exdgenos implicados

Los carcindgenos o agentes cancerigenos son factores externos que influyen en la
aparicion del cancer, pueden ser fisicos, quimicos o bioldgicos. Dentro de los primeros se
pueden mencionar la radiacién ionizante y la luz UV; como ejemplos de agentes quimicos
estdn el asbesto, agentes alquilantes, colorantes azo, hidrocarburos aromaticos, y
tratamientos farmacoldgicos como la quimioterapia; y como carcindgenos bioldgicos se

encuentran algunos virus tanto ADN como ARN, tales como el virus del papiloma humano



(cancer de cérvix), SV-40 (cancer en cerebro, hueso, mesotelioma maligno y linfoma de
No-Hodgking), virus de la Hepatitis B (hepatocarcinoma), virus de Epstein-Barr (linfoma
de Burkitt, carcinoma nasofaringeo, linfoma de células B en pacientes inmunosuprimidos),
entre otros (Cantl, Gonzélez, Meneses, Ramirez & Suchil, 2015; Cura et al.,2006; World

Cancer Research Fund and American Institute for Cancer Research, 2007).

Algunos factores adicionales que aumentan la probabilidad de desarrollar cancer son la
edad, la dieta, las hormonas, el estrés oxidativo y los habitos de vida no saludables tales
como el fumar o el sedentarismo (World Cancer Research Fund and American Institute for
Cancer Research, 2007).

En cuanto a la edad, se ha reportado que las tasas de incidencia aumentan con ésta para
la mayoria de los canceres (Cancer Research UK, 2014). Por otro lado, en relacién a la
alimentacidn, la literatura indica que una dieta balanceada podria reducir hasta el 30% de la
incidencia de cancer en los paises industrializados (Aguilera et al., 2011; World Health
Organization & Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2006), asi
mismo algunos canceres infantiles se han visto asociados con el uso de sustitutos
artificiales de la leche materna o lactancia materna a corto plazo, por lo que se recomienda
un periodo de lactancia exclusiva prolongado que proteja tanto a los nifios como a las
madres de padecer no solo cancer sino también otras enfermedades (World Health

Organization & Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2006).

En las mujeres, el riesgo de padecer cancer de mama se eleva en las nuliparas y en
aquellas que tuvieron una menarquia temprana y menopausia tardia. Otra causa de este tipo
de cancer es la exposicion a estrogenos, tanto endégenos como exdgenos. Bajo el mismo
contexto se puede mencionar la obesidad en mujeres postmenopausicas, que se relaciona
con un incremento de la exposicion a estrogenos a largo plazo debido a que una importante
fuente de los mismos se da luego de la conversién de androstenediona en estrona en el
tejido adiposo; del mismo modo la cantidad y duracion del consumo de alcohol ha sido

sugerido como factor de riesgo, pues eleva las concentraciones del estradiol (Davila et al.,



2013; World Health Organization & Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2006).

En lo que concierne al estrés oxidativo (consecuencia del desequilibrio entre la
produccién y la acumulacion de radicales libres y especies reactivas, asi como la
disminucion de la capacidad de defensa) (Badawi, Da Costa, & EI-Sohemy, 2012), cabe
mencionar que, aunque el cuerpo tiene sistemas de proteccidn antioxidantes que previenen
el dafio, hay ciertas circunstancias que disminuyen la eficiencia de éstos, tal es el caso de
los fumadores activos, quienes por estar expuestos al cigarrillo (que contiene al menos 80
mutagenos conocidos), tienen una concentracion disminuida de los micronutrientes
antioxidantes en su organismo. El fumar se encuentra entonces dentro de los habitos de
vida no saludables al cual se le atribuye, aunado al consumo de alcohol, mas del 75% de los
canceres de la cavidad oral, faringe y eséfago en los paises desarrollados (World Cancer

Research Fund and American Institute for Cancer Research, 2007).

Por otro lado, se ha reportado que la produccidn de factores de crecimiento y hormonas
se encuentra aumentada en personas obesas, por lo que se ha estipulado que un elevado
peso corporal junto a la falta de ejercicio fisico, son los responsables de la aparicion de un
tercio a un quinto de diversos canceres, especificamente los de mama (en mujeres
postmenopausicas), colon, endometrio, rifidn y esofago (World Health Organization &

Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2006).

Por ultimo, otro factor de riesgo importante en los paises en vias de desarrollo es el
empleo de lefia para la calefaccion o para cocinar, ya que se ha comprobado en modelos in
vitro e in vivo que tanto el humo de la madera como los productos de combustién de la
misma son carcinogénicos, y en ambientes poco ventilados la contaminacion del aire
resulta en niveles de humo 100 veces mayores a los aceptables. Un estudio realizado en
México demostro que la exposicién a humo de madera se asociaba con adenocarcinoma de
pulmén en mujeres no fumadoras, mientras que estudios de Honduras y Colombia
proveyeron evidencia que la exposicion al humo aumentaba el riesgo de padecer neoplasia

cervical (Arreola et al., 2013).
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3.2 El cancer en Guatemala y el mundo

El céncer es un problema de salud importante a nivel mundial, dentro de las
enfermedades no transmisibles es la segunda causa de la mayor mortalidad en el mundo
(21%) (American Cancer Society, 2011). EI 57 % de los canceres (excluyendo el de piel no
melanoma) ocurren en los paises subdesarrollados, lo cual lo posiciona como una
enfermedad que afecta a los paises de medianos y bajos ingresos (World Cancer Research
Fund International, 2015a).

Durante el 2012 se estimaron 14.1 millones de casos de cancer en todo el mundo, de los
cuales 7.4 millones fueron detectados en hombres y 6.7 millones en mujeres. Se espera que
para el 2030 esta cifra se eleve hasta 24 millones, cobrando asi 13.2 millones de vidas. Del
total de los casos diagnosticados (involucrando ambos sexos), el cancer de pulmén fue el
mas comun (13%), seguido por el cancer de mama (11.9%). Este Gltimo, a su vez, fue el
mas frecuente en las mujeres (25%), afectando aproximadamente a 1.7 millones durante ese
afio (World Cancer Research Fund International, 2015b; World Health Organization, 2011).

Ahora bien, en la region de las Ameéricas, durante el 2012 se reportaron 2.8 millones de
casos nuevos y 1.3 millones de muertes por cancer, de las cuales aproximadamente el 47%
sucedio en Latinoamérica (LA) y el Caribe. Durante el 2013 la incidencia de cancer en LA
(163 casos por cada 100,000 habitantes) fue menor comparada con la de Estados Unidos
(EEUU) (300 por 100,000) y Europa (264 por 100,000), sin embargo la mortalidad fue
mayor debido a que LA comprende 33 estados con diferentes factores que representan
obstaculos para el cuidado éptimo de los pacientes con cancer, tales como distintos
sistemas de salud, situaciones socioecondmicas, areas geograficas, y factores ambientales,
culturales y étnicos. Por lo mismo se considera que LA esta pobremente equipada para
lidiar con el alarmante aumento en la incidencia de cancer y con la desproporcional y alta

mortalidad por el mismo, comparada con otras regiones mundiales (Arreola et al., 2013).

En LA las bajas tasas de deteccion del cancer en estadios tempranos, el retraso en referir
a los pacientes a centros especializados, y la falta de busqueda de atencién médica cuando

los sintomas se estdn desarrollando, contribuyen al diagnostico tardio del mismo. Esto
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aunado a la centralizacion de recursos como los centros de atencion en salud en las
ciudades, favorece la desigualdad en la deteccion, diagnostico y tratamiento de la
enfermedad entre los habitantes del &rea urbana en comparacion con el area rural, debido a
que estos ultimos generalmente residen en lugares donde los oncologos no estan
disponibles y los centros de salud locales no pueden proveer la atencion debida por falta de
equipos especializados, agravado por las barreras del idioma y las dificultades para tener
acceso al transporte (Arreola et al., 2013).

En Guatemala, segun la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC),
en el 2012 hubo una incidencia de 5,499 casos de cancer en hombres y 7,772 en mujeres
(excluyendo el cancer de piel no melanoma), mientras que la prevalencia fue de 10,087 y
18,265 respectivamente (Bray et al., 2013a). Por otro lado, la mortalidad proporcional por
cancer (porcentaje del total de muertes en todas las edades para ambos sexos) fue de 12%,
correspondiente al fallecimiento de 4,488 hombres y 5,383 mujeres (Bray et al., 2014;
World Health Organization, 2014). La elevada mortalidad por cancer a nivel nacional, al
igual que en otros paises del tercer mundo, se debe en gran medida a que mas del 70% de
los casos se diagnostican cuando la enfermedad es incurable (National Cancer Institute,
2014), lo cual representa un gran impacto socio-econémico para el pais (aproximadamente
$33 989 635 en el 2009) (Arreola et al., 2013).

A nivel nacional durante el 2012 se evidencié que el cancer con mayor incidencia y el
responsable de la mayor mortalidad, de acuerdo a los datos recopilados por la IARC, fue el
de estomago (17.4% y 21.7% respectivamente), mientras que el que cursd con la mayor
prevalencia fue el de cuello uterino (16.9%) (Bray et al., 2014). Se ha reportado que
Guatemala tiene el doble de mortalidad por céncer gastrico en comparacion con otros

paises de Latinoamérica al igual que Peru (Arreola et al., 2013).

Guatemala es un pais pluricultural y multiétnico y, aunque el 66% de la poblacién
pertenece a la etnia indigena, al igual que en en el resto de LA, no se cuentan con registros
nacionales que proporcionen informacion precisa sobre la estadistica del cancer en este tipo

de poblacion (Arreola et al., 2013). Un estudio del afio 2006 revelo que el 77% de los
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pacientes con cancer no hematoldgico pertenecian a la etnia no indigena, sin embargo este
dato puede no ser certero teniendo en cuenta la falta de cobertura de los servicios de salud
en el area rural y la deficiencia de registros en la misma (Davila et al., 2013). Por otro lado,
se presume que el hepatocarcinoma es uno de los canceres que afecta
desproporcionadamente a este tipo de poblacion, pues en comparacion con el resto de LA,
Guatemala (que es el segundo pais con mas poblacion indigena) cursa con las tasas méas
altas y sufre el doble de mortalidad por éste céncer. Su incidencia se atribuye a la
prevalencia de hepatitis cronica, uso de alcohol, factores ambientales y exposiciéon a

aflatoxinas (Arreola et al., 2013).

Durante el afio 2012, se reportd que los canceres mas prevalentes en el sexo masculino
fueron el de prostata, estbmago e higado (27.6%, 18.1% y 5.8% respectivamente) (Bray,
Ferlay, Masuyer & Ren, 2013b). Es interesante notar que, a pesar que la divulgacién de
programas y jornadas ha aumentado, “el sexo masculino no muestra interés por consultar
por problemas oncologicos” (Villeda & Waldheim, 2014), pues en el 2011 segun las
estadisticas del INCAN, Unicamente el 28.1% de pacientes fueron hombres (Villeda &
Waldheim, 2014).

Por otro lado, los canceres de mayor prevalencia en las mujeres durante ese mismo afio
fueron el de cuello uterino (26.2%), el del cuerpo del Gtero (16.2%) y el de mama (12.6%)
(Bray et al., 2013b). El cancer de mama en Guatemala ocupa entonces el tercer lugar de
prevalencia y se estima que en el 2015 la incidencia serd de 691 casos, con una mortalidad
de 289 aproximadamente (Bray et al., 2013a). Las areas geograficas con mayor mortalidad
por este cancer, de acuerdo a los datos recabados por el Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social (MSPAS) en los afios 2004 y 2005, fueron Huehuetenango,
Quetzaltenango, lzabal, Zacapa, El Progreso, Jalapa y Santa Rosa. Por consiguiente, las
defunciones se acumulan en el centro sur y nororiente del pais (Davila et al.,2013). Del
mismo modo, Davila y colaboradores (2013) determinaron que el grupo etario mas afectado
son las mujeres mayores de 40 afos, por lo que se considera que este padecimiento afecta

los afios potenciales de vida perdidos en nuestro pais por ser una causa de muerte
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prematura, siendo los factores predisponentes para tener un diagnostico tardio el no tener

pareja (OR 2.34, p<0.01) y contar con una escolaridad primaria 0 menor (OR 4.89, p<0.01),

3. 3 Tratamiento convencional del cancer

3.3.1 Tratamientos locales

3.3.1.1 Cirugia

Procedimiento atil para remover el tumor primario. Generalmente se obtiene una
biopsia, uatil para dar un diagnostico definitivo. Microscopicamente se buscan
anormalidades caracteristicas de las células cancerosas, por ejemplo un ndcleo irregular
grande con una alta relacién de nucleo/citoplasma, pérdida de organizacion tisular, entre
otras (Bertoni et al., 2012).

3.3.1.2 Radioterapia

Se emplea radiacion ionizante capaz de depositar energia localizada arrancando
electrones de los 4&tomos con los que interactia, dando lugar a la formacion de iones y
radicales libres (Upton, 2001). Generalmente se usa en canceres solidos, aunque también
puede emplearse en leucemias, especialmente cuando se realizara un trasplante de células
madre o de médula 6sea. Esta terapia se puede combinar con cirugia y/o quimioterapia ya
que esta Ultima puede actuar como agente radiosensibilizante (Sociedad Americana Contra
El Cancer, 2013a).

A pesar que la radiacion puede ocasionar cancer, ironicamente también puede destruir
este tipo de células (Bertoni et al., 2012) induciendo dafio en su ADN a través de una
interaccién directa (el ADN absorbe la radiacion) o indirecta con él (el agua absorbe la
radiacion y, a partir de su radiolisis, se generan radicales libres que interaccionan con el
ADN) (Balart, 2001; Fundacion Mapfre, 2014). La radiacion ionizante al interactuar con el
ADN puede provocarle: A) Sustitucion o pérdida de una base nitrogenada, B) Ruptura de
los puentes de hidrégeno y C) Ruptura mono o bicatenaria (Balart, 2001; Bertoni et al.,
2012). Sin embargo, la muerte celular provocada no siempre es inmediata, pues la
radiosensibilidad depende no solo de las caracteristicas de la radiacion empleada sino
también de la cantidad de ADN presente, capacidad y velocidad de proliferacion de las
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células (las més radiosensibles son las que tienen una mayor capacidad de reproduccion),
fase del ciclo celular en la que se aplica la radiacion (las fases més radiosensibles son la G2
tardia y la M), presencia de agentes radioprotectores (que disminuyen el dafio producido a
las células normales) y agentes que brindan radioresistencia al actuar como antioxidantes
(Balart, 2001; Mompin, 1988; Sociedad Americana Contra El Cancer, 2013b).

La meta principal de la radioterapia es curar o reducir el tamafio del cancer, disminuir su
recurrencia 0 como tratamiento paliativo (Fundacion Mapfre, 2014; Sociedad Americana
Contra EI Céncer, 2013b; Upton, 2001), sin embargo posee ciertas desventajas, por
ejemplo, afecta no solo a las células malignas sino también a las normales causando
mutagenicidad, requiere equipo especializado y algunas veces se dificulta direccionar el haz
con efectividad (como en la radiacion con neutrones) (Sociedad Americana Contra El
Céncer, 2013b).

3.3.2 Tratamientos sistémicos

Involucran desde la prevencion y la curacion, hasta el cuidado paliativo (Delgado,
2010).

3.3.2.1 Inmunoterapia

También llamada bioterapia, involucra el uso del sistema inmune del paciente, lo que la
convierte en una terapia mas selectiva y con menor desarrollo de resistencia cruzada a los
medicamentos en comparacion con el resto de terapias (Bertoni et al., 2012; Fine, 2015;
Ghirelli & Hagemann, 2014). EI tumor posee mecanismos intrinsecos capaces de favorecer
mas la expresion de los reguladores de la supresion inmune que la de los efectores de la
misma. Sin embargo, una forma de utilizar el sistema inmune para combatir el cancer es
por medio del empleo de proteinas que lo estimulan, tales como el interferon alfa y la
interleucina 2 (IL-2), o a través del uso de anticuerpos monoclonales que son proteinas
cuya habilidad para reconocer y unirse a los antigenos es altamente especifica (Bertoni et
al., 2012; Ghirelli & Hagemann, 2014). Estos dltimos pueden ser empleados como una
terapia dirigida si son disefiados para afectar especificamente a las proteinas criticas

involucradas en el desarrollo del cancer (blancos moleculares). Un ejemplo es la herceptina,
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que se une e inactiva al receptor del factor de crecimiento codificado por HER2, presente en

cantidades excesivas en el 25% de los canceres de mama y ovario (Bertoni et al., 2012).

3.3.2.2 Terapia hormonal

El objetivo es controlar un tumor hormono sensible, que presenta receptores
hormonales, modificando la actividad de las hormonas a las cuales responde (Calvagna,
2012). Cualquier medicamento que reduzca, bloquee, interfiera con la regulacion, o
antagonice los efectos hormonales inductores del crecimiento tumoral sirve para reducir o
controlar el tamafio de la neoplasia (Armas, Calero & Celorio, 1986) ya sea de manera
directa (actuando sobre la célula cancerigena) o indirecta (sobre las glandulas productoras
de hormonas) (Calvagna, 2012).

Algunos terapéuticos son los estrogenos y antiestrogenos (moduladores selectivos de
los receptores estrogénicos), andrdgenos y antiandrdgenos (se cree que los andrdgenos
desvian la sintesis de estrogenos en las glandulas suprarrenales, por lo que se utilizan en
mujeres con cancer metastasico de mama mientras que los antiandrogenos se emplean para
tratar hombres con cancer metastasico de préstata), progestina (forma sintética de la
progesterona, Util para el cancer de Utero y, ocasionalmente, para el cancer de prostata),
analogos hormonales de liberacion de gonadotropina (la administracion continua disminuye
la sintesis de androgenos y estrogenos, siendo Utiles como tratamiento de cancer
metastasico de prostata 0 de mama en las mujeres premenopausicas), e inhibidores de la
aromatasa (su blogueo disminuye la cantidad de andrégenos convertidos a estrégenos)
(Calvagna, 2012).

3.3.2.3 Quimioterapia

A pesar que la palabra significa el uso de productos quimicos para tratar cualquier
enfermedad, comunmente se emplea para hacer referencia al uso de medicamentos para el
tratamiento del cancer. Sus tres fines principales son: curacion (aunque la cura es el
objetivo no existen garantias), control (no es posible curar el cancer pero se busca reducir
su tamafo, detener su crecimiento y propagacion), o paliativo (la Unica meta es mejorar la

calidad de vida atenuando los sintomas del paciente) (Burlckhalter & Korolkovas, 1983;
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Sociedad Americana Contra EI Cancer, 2013c). Se puede utilizar ya sea como Unico
tratamiento o junto con otros, como terapia adyuvante (se administra después de la cirugia
o la radiacion con el fin de remover las células cancerosas remanentes) o neoadyuvante (se
utiliza antes del tratamiento principal para reducir el tamafio del tumor maligno y facilitar
tanto la radiacién como la extirpacion por cirugia del mismo) (Sociedad Americana Contra
El Cancer, 2013c).

Busca suprimir la proliferacion celular actuando sobre el mecanismo de replicacion del
ADN o0 en componentes citoplasmaticos necesarios para la division celular como los
microtubulos (Pefialoza, 2010). Los quimioterapéuticos se clasifican de acuerdo a la fase
del ciclo celular en la que acttan en: fase inespecificos, es decir producen dafio al ADN en
cualquier etapa del ciclo celular y la respuesta es dosis dependiente (Anexo 2, Tabla 18), o

especificos de fase (Anexo 2, Tabla 19).

3.3.2.3.1 Limitaciones de la quimioterapia

3.3.2.3.1.1 Factores externos

Debido a que précticamente todos los quimioterapéuticos ingresan por difusion pasiva a
la célula, la concentracion extracelular es un factor determinante que puede ser alterado por
la administracion insuficiente de la droga, inactivacion metabolica, barreras fisioldgicas (o
santuarios, por ejemplo, el sistema nervioso central y los testiculos), y tejido intersticial
tumoral o vascularizacion tumoral que dificultan el acceso y difusion del farmaco (Benitez-
Bribiesca & Sanchez-Suéarez, 2006).

3.3.2.3.1.2 Factores internos (resistencia)

Dentro de los factores que limitan la efectividad del tratamiento y empeoran el
pronostico del paciente se encuentra la heterogeneidad de las células, que se da cuando
ocurren mutaciones espontaneas en las células cancerosas antes de exponerlas al
guimioterapéutico volviéndolas resistentes al mismo (Dayerlin, 2013). Las células también
pueden adquirir resistencia si aumentan su capacidad de reparacion del ADN vy logran
evadir los puntos de control durante el ciclo celular (Benitez-Bribiesca & Sanchez-Suérez,

2006). Asi mismo, la exposicion al farmaco puede producir cambios adaptativos en las
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proteinas de transporte de membrana que aumenten la cantidad de medicamento
transportado al exterior de la célula o bien, que disminuyan el transporte del mismo hacia el
interior, resultando en una disminucién de la concentracién del tratamiento y consecuente
resistencia al mismo, al igual que sucede cuando hay alteraciones en la diana molecular
(Dayerlin, 2013; Diaz-Rubio & Garcia-Conde, 2000; Benitez-Bribiesca & Sanchez-Suarez,
2006). Cabe notar que aun cuando solo una droga se estd empleando, es posible que el
tumor adquiera mutaciones que lo hagan resistente a otras drogas no relacionadas entre si,
produciendo resistencia a multiples drogas (MDR) que surge como consecuencia de la
produccién de proteinas transportadoras (transportadores ABC) que expulsan

continuamente las drogas fuera de la célula (Bertoni et al., 2012).

3.3.2.3.1.3 Efectos adversos

Toxicidad géastrica (nauseas, vomitos, diarrea y estrefiimiento), cutanea (flebitis,
extravasacion, dermatitis, eritrodisestesia -sensacion de hormigueo con edema y eritema-,
telangiectasias e hiperpigmentacién), renal y de las vias urinarias, neurolégica (toxicidad
cerebelosa, encefalopatia aguda y crénica, paralisis de los nervios craneales, mielopatia,
neuropatia periférica), hematolégica (anemia, leucopenia que generalmente consiste en una
neutropenia aumentando el riesgo de infeccion, y plaguetopenia) (Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica, 2013; Unidad de Atencién al Cancer, 2009).

Otros efectos secundarios son la hipertension arterial, reacciones alérgicas, toxicidad
pulmonar, cardiotoxicidad, alopecia, alteracion de la piel, fiebre, cansancio o astenia,
alteraciones electroliticas y del metabolismo, dafios o cambios transitorios en los dvulos y
espermatozoides, alteraciones en los érganos de los sentidos y trastornos del suefio. Deben
mencionarse también los cambios emocionales que puede sufrir el paciente (tristeza,
ansiedad, enojo o cambios de caracter), lo que lo puede llevarlo a un abandono temprano
del tratamiento con wuna disminucién de la eficacia del mismo, que repercute
desfavorablemente en su pronostico (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2013;
Unidad de Atencion al Cancer, 2009).
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3.4 Medicina complementaria y alternativa contra el cancer (CAM)

La medicina tradicional, también denominada complementaria, alternativa y no
convencional, se refiere a la suma total de conocimientos, técnicas y procedimientos
basados en las teorias, creencias y experiencias indigenas de diferentes culturas, utilizadas
para la prevencion, mejora o tratamiento de enfermedades fisicas y mentales. Incluye la
utilizacion de partes de animales, minerales o plantas (Organizacion Mundial de la Salud,
2002).

Actualmente varios pacientes con cancer utilizan la CAM (aromaterapia, homeopatia,
meditacion, yoga, acupuntura, medicina herbaria, hipnoterapia, etc) porque sienten que
haciendo algo por si mismos contribuyen a su propia mejoria y a la vez aumentan las
probabilidades de alcanzar una cura total, o bien porque creen que la CAM aumenta la
actividad de su sistema inmune (Davies et al., 2006).

Ahora bien, las plantas empleadas son usualmente utilizadas bajo el nombre de plantas
medicinales, medicina herbaria o botanica, y comprenden materiales vegetales brutos tales
como hojas, flores, frutos, semillas, tallos, corteza, madera, raices y otras partes de la
planta, ya sean enteras, fragmentadas o pulverizadas (Organizacion Mundial de la Salud,
2002).

3.5 Plantas de uso medicinal como fuentes de moléculas activas para el tratamiento del
cancer

Las plantas medicinales se han utilizado desde tiempos remotos, cuando el hombre
descubri6 por azar algunos de sus efectos terapéuticos. Esas propiedades fueron conocidas
en varias culturas incluyendo la Maya, donde registros recopilados evidencian que usaban
multiples vegetales para curar sus padecimientos, cicatrizar sus heridas y, sobre todo, para
contrarrestar el veneno de la serpiente de cascabel. Estos efectos curativos fueron atribuidos
a la intervencién de algunos dioses, por lo que el conocimiento de las propiedades de los
recursos naturales llegé a representar una mezcla entre ciencia médica, magia y religion,

que quedo en manos del denominado chaman, curandero, hechicero o sacerdote, figura que
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aun existe en los pueblos indigenas (Barquero, 2007; Arteaga-Aureoles, Cortez-Gallardo,

Espinosa-Galvan, Hernandez-Arroyo, Macedo-Ceja & Rodriguez-Landa, 2004).

A pesar que las plantas medicinales se han utilizado desde tiempos antiguos, no fue
hasta en 1803 cuando surgi6 la idea de utilizar como medicamento un compuesto puro
obtenido de ellas. Desde entonces han sido empleadas como fuente de compuestos
bioactivos que pueden o no sufrir modificaciones quimicas posteriores (Barquero, 2007,
Kumar, 2004). En cuanto al tratamiento del cancer, los fitoquimicos (metabolitos
secundarios presentes naturalmente en las plantas) han despertado el interés de varios
investigadores por ser productos de valor medicinal, origen natural, més seguros y menos
costosos que los quimioterapéuticos convencionales (Auyeung & Ko, 2012), razon por la
cual de 1981 al 2002, 48 de las 65 nuevas drogas reportadas contra el cancer fueron de
origen natural (Baradaran, Safarzadeh & Sandoghchian, 2014). Cabe mencionar que el
aislamiento de diferentes grupos de fitoquimicos (donde posteriormente puede buscarse la
molécula bioactiva especifica) puede lograrse por medio de la extraccion fraccionada, que
utiliza un gradiente de polaridad creciente que permite separar las moléculas segun su
afinidad con el solvente bajo el principio de lo similar disuelve lo similar
(Thiruvengadarajan & Yalavarthi, 2013).

La actividad antineopléasica de los fitoquimicos resulta de una combinacion de diferentes
eventos intracelulares, tales como la inhibicién del crecimiento celular (modulado a traves
del arresto del ciclo celular), la induccién de la apoptosis, la inhibicion de la angiogénesis,
la actividad antioxidante, la capacidad anti-inflamatoria, y la inhibicién de la invasividad
(Tabla 1). Cabe mencionar que un mismo fitoquimico puede tener diferentes mecanismos
de accidn dependiendo de la planta a partir de la cual tuvo su origen (Tabla 2). Ahora bien,
aparte del uso que posee cada molécula por si misma, se ha demostrado que una mezcla de
éstas puede prevenir, probablemente por los efectos sinérgicos producidos, la mutacion del
ADN, la proliferacion de las células tumorales, modular la inflamacion y la respuesta del
sistema inmune, aumentar la probabilidad de la remisién del cancer y aliviar efectos

sistémicos producidos por el tratamiento principal (Auyeung & Ko, 2012).
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Los agentes quimioterapéuticos nuevos derivados de fitoquimicos activos pueden ser
también utilizados como adyuvantes para mejorar los resultados alcanzados con los
tratamientos estandar por su habilidad para: estimular la médula 6sea, elevar el conteo de
células blancas en sangre periférica, revertir efectos inmunosupresores o alterar la
farmacocinética de los quimioterapéuticos utilizados simultdneamente. No obstante, es
importante tener en cuenta que si bien la terapia herbaria es menos costosa y toxica, no
significa que no produzca efectos adversos pues algunos agentes como los alcaloides de la
vinca (aislados de las hojas de Catharanthus roseus) o el paclitaxel (extraido de la corteza
de Taxus brevifolia), producen mielosupresion y otros efectos secundarios (Auyeung & Ko,
2012; Damery et al., 2009; Jordan & Wilson, 2004; Matesanz, 2009; Stanford University
Medical Center, 2010).

Un obstaculo para el desarrollo clinico de la terapia botanica es que este tipo de
medicamentos pueden provocar interferencias con otros farmacos ya que ejecutan diversas
acciones por mecanismos desconocidos. Es por esto que se vuelve imprescindible
determinar la molécula bioactiva presente en el extracto para poder asi elucidar su

mecanismo de accion y prevenir su interferencia con otras terapias (Auyeung & Ko, 2012).



Tabla 1. Fitoquimicos como agentes quimiopreventivos o quimioterapéuticos.
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Mecanismos moleculares de accion de los fitoquimicos en el cancer

Fenoles: Flavonoides

Modulacion del metabolismo  de

Efecto antioxidante:

carcinégenos:
Por interaccion con enzimas de la fase |

(Citocromo P4s) 0 detoxificacion de
los mismos por inducciéon de las
enzimas de la fase Il (por ejemplo,
UDP-glucoronil transferasa, quinona
reductasa y glutation S-transferasa).
Inhibicidn de la multidrogo resistencia:
En las células cancerigenas hay
sobreexpresion de la gp-P o de la
proteina asociada a la multidrogo
resistencia (MRP), por lo que la
quercetina (un flavonoide) inhibe la
sobreexpresion del gen MDR1 y de la
actividad ATPasa.

Util para la prevencion del céancer.
Inhibicion de enzimas prooxidantes
como las lipooxigenasas,
ciclooxigenasas, xantina oxidasa Yy
ornitina descarboxilasa.

Inhibicidn de la angiogénesis.

Efecto proapoptético:

La quercetina afecta la expresion y
actividad de las sefiales de pro-
supervivencia 'y las  apoptoticas,
incluidas P53, Bcl-2, survivina,
activacion de las caspasas, y rotura de
los microtubulos.

Inhibicion de la proliferacion celular:
Inhiben protein quinasas y CDk, causan
el arresto celular.

Esteroles

Efecto antioxidante: preventivo.
Inhibicién de la proliferacion celular,
angiogeénesis y metastais:

Se ha demostrado una relacién negativa
entre los fitoesteroles y la proliferacion
en cancer de mama, ovario, pulmény
estbmago.

Apoptosis:

Por  disminucién  del  colesterol,
activacion de caspasa 3 (regulacion
negativa de Bcl-2). Elevada actividad
de enzimas proapoptéticas de la familia
MAPK (ERK y p38MAPK) y reduccion
de la actividad de las enzimas anti-
apoptosis de la misma familia (PI3 y
Akt)

Taninos

Inhibicién de promocidn tumoral:
Inhibicion de activacion de la proteina
quinasa C (promotor tumoral).

Actividad antitumoral:
Induccion de IL-1B (apoptosis).
Efecto antioxidante: preventivo.

Saponinas triterpenoides

Autofagia:
Aumento: AMPK

Disminucién: Akt, mTOR, SERCA
Inflamacién:

Disminucién: C/EBP b, COX-2,
citoquinas, iNOS, NF-kB, STAT3
Antioxidante:

Aumento: ARE, HO-1, Nrf2
Apoptosis:

Elevacidn: caspasas, CHOP, citocromo
C, p53, DR4/5, Fas, GRP78/Bip
Disminucién; EpoR, STAT3, TRPM?7,

Multidrogo resistencia:

Disminucién de: MDR1 y gp-P

Invasién y metastasis:

Disminucién: AQP-1, EGFR, MMPs, T
bRII

En células madre del cancer:

Aumento: caspasas, p21, p53
Disminucion: ALDH1A1

Proliferacion:

Elevacién: nSMase 2, p15, p21, p27, p53
Disminucién: b catenina, CDKSs, ciclinas,
MDM2

XIAP Angiogénesis:
MicroRNAs: Aumento: PEDF
Aumento: miRNA-128, miR-148a Disminucién: bFGF, c-Met, HIF-1a,
Disminucién: miR-424 VEGF

Alcaloides
Dafio al ADN: Antitumoral:
Interaccion directa con ADN o ARN. Interaccion  directa con  glutation,
Inhibicion de enzima Topl, y agotando sus niveles, induciendo la
formacion de complejos covalentes. generacion de ROS e inhibiendo

Inhibicién de invasién cancerosa:
Por inhibicién de expresion de MMP-2
y MMP-9 y modulacion de via NF-xB.

selectivamente el MKP-1.
Detencién del ciclo celular:
Por regulacion de las proteinas CDK.

B-Sitosterol

Induccion apoptdtica:
Por regulacion positiva de proteinas
apoptoticas incluidas Bax y caspasas.

Reduccidn tumorigénica:
Regulacion negativa de MDSCs
(disminuyen ROS y actividad arginasa).

ALDH1AL1: aldehido deshidrogenasa 1A1; AMPK: proteina quinasa activada por AMP; AQP1: aquaporina 1; ARE: elemento de respuesta antioxidante; bFGF: factor basico de crecimiento de fibroblasto; CDK: Cinasas
dependientes de ciclinas; C/EBP B: proteina 3 de unién al potenciador CCAAT; CHOP: proteina homoéloga a C/EBP; c-Met: factor de transicion c- mesenquimal- epitelial; COX-2: ciclooxigenasa-2; CDKs: ciclinas
dependientes de kinasas; DR4/5: receptor de muerte 4 y 5; EpoR: receptor de eritropoyetina; EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; gp-P: glucoproteina P; GRP78/Bip: proteina reguladora de glucosa
78/Bip; HIF-1 a:factor de hipoxia inducible 1 o; HO-1: hemo oxigenasa; IL-1p: Interleucina 1-Beta; iNOS: sintasa dxido nitrico inducible; MDSCs: células supresoras derivadas de mieloides ; MDR1: gen de multidrogo
resistencia; MDM2: doble minuto murino; mTOR: blanco de rifampicina en mamiferos; MKP-1: Fosfatasa 1 de las quinasas activadas por mitdgenos; MMPs: metaloproteinasas de matriz; NF-«xB: factor nuclear kappa B;
Nrf2: factor nulear (similar al derivado eritroide 2); nSMase 2: esfingomielinasa neutral 2; PEDF: factor de pigmento derivado de epitelio; STAT3:
fosfatidilinositol 3-kinasa; P-gp: glicoproteina P; ROS: especies reactivas de oxigeno; SERCA: ATPasa sarcoplasmica/reticulo endopléasmico Ca®"; ThRII: receptor tipo Il del factor de crecimiento transformante beta;
TRPM?7: receptor transitorio potencial de melastatina 7; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial; XIAP: inhibidor de proteinas de apoptosis ligado a x. NOTA: Los fitoquimicos presentados se eligeron en base a
la composicién quimica de B. simaruba y B.crassifolia (Anexo 1). Tener en cuenta que la tabla presentado abarca los posibles mecanismos de accion que pueden tener los fitoquimicos, sin embargo, el mecanismo de cada

uno varia dependiendo de la planta a partir de la cual se aisla.

Fuente: Bathaie & Tamanoi, 2015; Batra & Sharma, 2013; Chahar, Sharma, Dobhal & Joshi, 2011; Jones, Ramprasath & Woyengo, 2009; Kazlowska, Victor, Chang& Tsai, 2013; Lu, Bao, Chen, Huang & Wang, 2012;
Yoshizawa,

Miyamoto et al., 1993;

Park et al., 2008;

Horiuchi, Fujiki,

Yoshida,

transductor de sefial y activador de la transcripcion-3; PI3:

Okuda & Sugimura,

1987.



Tabla 2. Ejemplos de compuestos bioactivos con efectos benéficos anti-cancer.

Metabolito  Efectos benéficos anti-cancer
secundario
Fenoles
Carcuma ® Induce la inhibicion del crecimiento de las células cancerigenas de colon.
(Curcuma  ® Provoca la apoptosis independiente de p53, la produccién de aniones superéxidos.
longa) e Tiene efecto preventivo al asociarse con catequinas.
Resveratrol ~ Causa la apoptosis en las células de cancer de mama (T47D).
« Disminuyen la incidencia de cancer de colon y mama.
Flavonoides ® Genisteina: Induce la apoptosis en células leucemia promielocitica (HL-60), inhibe la
angiogénesis y causa arresto celular en G2/M.
Por ejemplo, la epigalocatequina- 3-galato, proveniente del té verde:
Catequinas ® Induce la apoptosis.

e Inhibe la proliferacién de células MCF-7 de cancer de mama.

Compuestos que contienen nitrégeno

Alcaloides

Terpenos

Terpenoides

Saponinas

Taxoides

UCN-01 (7-hidroxistaurosporina):

e Aumenta los efectos citotoxicos y apoptéticos de cis-diaminodicloroplatino 11 en células de
cancer de ovario.

o UCN-01 tiene un efecto sinérgico en la promocion de la apoptosis con 5-fluorouracilo.

o La inhibicion de la proliferacion celular se da mayormente en la fase G1.

Xantorrizol, obtenido de Curcuma xanthorrhizza:

e Inhibe la formacidn y desarrollo de tumores.

e Reduce la expresién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), disminuyendo de este modo la
actividad metastasica del tumor.

Las provenientes de Astragalus membranaceus:

e Inducen la inhibicion del crecimiento y la apoptosis en lineas cancerigenas de higado y
colon.

e Modulan la invasion celular y la angiogénesis en las células de adenocarcinoma gastrico.

Las provenientes de Agave schottii:

e Inhiben el carcinoma 256 de Walker (cancer de mama).

Las esteroideas de la yuca (Yucca schidigera):

e Son carcinostaticas e inhibidoras de los efectos mutagénicos.

Las de origen de Balanites aegyptica:

o Poseen actividad citostatica contra las células de leucemia linfocitica P-388.
Una mezcla de saponinas esteroideas (Bal 6/7), ha demostrado efectos antineoplasicos contra
el cancer de pulmon de células no pequefias (A549) y del glioblastoma (U373). También se
ha notado que aumenta el tiempo de supervivencia de los ratones que portan la leucemia
murina L1210 tanto como la vincristina, lo que sugiere que podria ser utilizada para generar
un nuevo farmaco semisintético con mejor actividad antineoplasica y menor toxicidad in
vivo.

Son los antineoplésicos méas efectivos. Varios estudios indican que, a pesar de los efectos
secundarios y su poca solubilidad en agua, son la droga de primera eleccion para tratar el
cancer de mama, ovario, pulmon y otros canceres metastasicos.

Fuentes: Abuzenadah et al., 2012; Auyeung & Ko, 2012; Baradaran et al, 2014; Guo et al., 2013.
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3.5.1 La busqueda de moléculas bioactivas contintia

La OMS, a partir de su conferencia internacional sobre atencion primaria de salud de
Alma-Alta en 1978, ha promovido el estudio de las plantas como fuente de medicamentos,
impulsando la documentacion y evaluacién cientifica de aquellas utilizadas en la medicina
tradicional (Mendoza-Espinoza & Schlaepfer, 2010; Bermuadez, Oliveira & Veladzquez, 2005).
En Guatemala, uno de los nueve paises megadiveros de América (es decir, aquellos con
mayor indice de biodiversidad de la Tierra) que cuenta con aproximadamente 10,317 especies
de flora, una amplia variedad de especies vegetales ya han sido botanicamente caracterizadas
y analizadas para validar cientificamente las propiedades que la poblacion les atribuye para
poder emplearlas de forma segura (Céaceres, 2008; Instituto de Agricultura, Recursos

Naturales y Ambiente de la Universidad Rafael Landivar, 2012).

Sin embargo, relativamente pocos productos naturales nacionales han sido tamizados para
evaluar su actividad contra distintos tipos de lineas celulares cancerigenas y, teniendo en
cuenta la fascinante riqueza del pais, aunada al precio inaccesible y los efectos secundarios
que poseen los medicamentos, las dificultades para accesar y tener disponibilidad del
conocimiento biomédico occidental por parte de la poblacion guatemalteca que habita en las
areas rurales, y la cosmovision indigena que valora considerablemente el uso de terapias
naturales (Cates et al., 2013; Caceres, 2008), resulta muy util explorar nuevos agentes
terapéuticos de origen natural que puedan ser activos contra esta enfermedad de gran impacto

social y econdmico.

Actualmente, la investigacion de la actividad farmacolégica de las plantas contra el cancer
continla en varios paises, sin ser la excepcion Guatemala, que forma parte de la Red
Iberoamericana de Investigacion en Cancer, RIBECANCER, que pretende crear un marco de
cooperacion cientifica para el descubrimiento y desarrollo de nuevas sustancias eficaces
contra el cancer, con el estudio de la biodiversidad terrestre y marina iberoamericana, a través
del aislamiento e identificacién de nuevos principios activos, su transformacion y sintesis para
mejorar las cualidades terapéuticas de sus principios y generar nuevos tratamientos

quimioterapéuticos (Cechinel-Filho, 2012).
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3.6 Bioensayos empleados para evaluar la actividad anticancer de los extractos

3.6.1 Tamizaje de citotoxicidad general en Artemia salina

La citotoxicidad es la capacidad de producir toxicidad a las células. Su evaluacion general
puede realizarse por medio de diversos bioensayos. Una microtécnica utilizada consiste en
establecer la letalidad en Artemia salina, un crustdceo de aguas saladas, cuyas hembras
producen quistes que, en condiciones adecuadas, eclosionan produciendo larvas llamadas
nauplios. Normalmente se alimentan de algas y bacterias y son el Gnico género animal cuyo

estado criptobidtico (quistes) se encuentra disponible comercialmente (Jorge & Pino, 2010).

Este ensayo se empleé inicialmente en 1956, luego fue estandarizado y validado a través
de un estudio colaborativo entre diversos centros de investigacion que determinaron la
concentracion letal media de compuestos quimicos analizados (LDsg, concentracion del
compuesto analizado a la cual el 50% de los organismos expuestos mueren durante un tiempo
determinado) (Abramovitz, Michael, & Thompson, 1956; Jorge & Pino, 2010; Secretaria de
Comercio y Fomento Industrial, 1995). La reproducibilidad y repetibilidad observadas fueron
similares a las obtenidas en el ensayo con Daphnia spp (otro género de crustaceo) (Persoone
& Vanhaecke, 1984) vy, teniendo en cuenta que el 70% de los laboratorios involucrados no
estaban familiarizados con el método, se concluyd que la prueba en Artemia requiere poca
experiencia y tiempo, lo que la convierte en un “valioso instrumento como prueba en una
primera evaluacion para categorizar la toxicidad de productos quimicos y como prueba de

referencia para el ambiente marino” (Jorge & Pino, 2010).

Seguidamente, en 1982, Meyer y colaboradores analizaron por primera vez fracciones
vegetales estableciendo que existia una correlacion entre la mortalidad de los nauplios con la
citotoxicidad contra la leucemia y las células de carcinoma nasofaringeo (Meyer, Jacobsen,
McLaughlin, Ferrigni, Nichols & Putnam, 1982). A pesar que la prueba no es altamente
especifica para la determinacion de la actividad antitumoral, se sugiere como un ensayo de
monitoreo general para la misma (Persoone & Vanhaecke, 1984). Es asi como en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Pardue Cancer Center, utilizando este bioensayo en la
pre-evaluacion, se han descubierto una amplia variedad de compuestos antitumorales (Jorge

& Pino, 2010). En la India también ha resultado util para identificar especies de plantas
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utilizadas en la medicina tradicional que poseen actividad citotdxica (Krishnaraju, Rao,

Subbaraju, Sundararaju, Tsay & Vanisree, 2005).

Durante mas de 40 afios este microbioensayo ha sido empleado en multiples
investigaciones debido a sus maltiples ventajas, tales como la disponibilidad permanente de
los huevos de Artemia, la falta de necesidad de mantener una colonia viva permanentemente,
la homologia fisioldgica de todos los individuos evaluados, la rapidez y sencillez con que se
ejecuta, la facilidad de poder realizarse en cualquier lugar y momento sin necesidad de contar
con equipamiento especial, la poca cantidad de muestra necesaria y la alta sensibilidad de los
nauplios que les permite evaluar la actividad toxica de una manera general (Harwig & Scott,
1971; Jorge & Pino, 2010; Krishnaraju et al., 2005; Molina, 2004).

3.6.2 Evaluacion de la citotoxicidad en cultivo sobre lineas celulares tumorales

La toxicidad es un proceso muy complejo en los animales y, debido a que la medicién in
vitro de los efectos fisioldgicos y sistémicos es complicada, se han desarrollado ensayos que
permiten investigar los efectos a nivel celular determinando la citotoxicidad de los
compuestos estudiados. La palabra citotoxicidad, en referencia a los cultivos celulares in
vitro, involucra la interferencia de la unién celular ya sea con su matriz o entre si mismas,
alteracion de la morfologia o afectacion de la tasa de crecimiento. Una sustancia citotdxica
puede ser citostatica si produce el cese de proliferacion, o citocida si provoca la muerte de la

célula ya sea por necrosis, apoptosis o autofagia (Kuete, 2014).

Un cultivo celular es el resultado del crecimiento in vitro de células derivadas de organisos
pluricelulares (Grau Rios, M. & Grau Saenz, M. 2010). Inicialmente se obtiene un cultivo
celular primario con proliferacion limitada (Langdon, 2004), luego se realiza un subcultivo,
pasaje 0 repique (transferencia) a un nuevo contenedor originando un cultivo celular
secundario, que puede dar origen a lineas celulares finitas o limitadas (las células se dividen
un namero limitado de veces antes de entrar en estado de senecensia) y a lineas continuas o
infinitas (las celulas se someten a procesos de transformacion que les confieren la capacidad
ilimitada de division) (Universidad Nacional de Quilmes, 2002.). Dentro de las principales

diferencias se pueden mencionar que las finitas no han sido transformadas, ni son tumorales
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por lo que mantienen funciones especializadas, tienen limitacion del crecimiento por densidad
y responden a la inhibicion por contacto aunque son dependientes de anclaje y tienen bajas
tasas tanto de crecimiento como de rendimientos en cultivos, mientras que las continuas son
todo lo contrario (Cultek, 2007).

Segun el crecimiento celular los cultivos pueden ser en monocapa (las células se
multiplican hasta cubrir todo el sustrato de la superficie del recipiente) o en suspension
(generalmente se aplican a las células que in vivo se encuentran circulantes) (Cultek, 2007).

En general, las principales ventajas y desventajas de los cultivos celulares se resumen en la

Tabla 3.

Tabla 3. Principales ventajas y desventajas de los cultivos celulares.

Cultivos celulares

Ventajas

Permite controlar todos los factores del medio
extracelular, tanto los fisico-quimicos como los
fisiologicos (hormonas, factores de crecimiento,
etc).

La muestra es homogenea y brinda una alta
reproducibilidad, pues la linea celular posee
morfologia uniforme, lo cual provee un ndmero
elevado de réplicas idénticas.

Disminuye el gasto porque utiliza poca cantidad de
muestra.

Accesibilidad inmediata, pues actualmente existe
una gran cantidad de bancos de lineas celulares,
como ATCC (American Type Culture Collection),
ECACC (European Collection of Animal Cell
Culture), ICLC (Interlab Cell Line Collection),

Facilita el aislamiento guiado de las moléculas
bioactivas, que son aquellas presentes en el extracto
vegetal, responsables de la actividad antineoplasica.

Presenta una menor controversia ética y moral ya que no
supone el sacrificio de un gran nimero de animales de
experimentacion.

Permite evaluar una amplia variedad de compuestos,
como lo son cosméticos, drogas, aditivos alimenticios,
entre otros.

Las células pueden ser obtenidas de diversas fuentes
segun el objetivo del estudio, por ejemplo, aquellas
provenientes de la placenta humana sirven para evaluar
si los medicamentos pueden atravesar o no la placenta.
Del mismo modo, las células de las articulaciones

JCRB  (Japanese Collection of Research permiten estudiar medicamentos contra enfermedades
Bioresources), entre otros. reumaticas, etc.
Desventajas

Posibilidad de contaminacién debido a que el medio
contiene una mezcla de nutrientes aunado a que las
células animales crecen a una menor velocidad que
las de los contaminantes.

Costo mas elevado ya que se ha reportado que 1
gramo de tejido en cultivo es 10 veces mas costoso
que el obtenido en el animal.

Inestabilidad gendmica, especialmente en los cultivos
continuos debido a que el aparecimiento de
subpoblaciones mas competitivas puede resultar en
cambios genotipicos y fenotipicos de los subculivos. Sin
embargo, esto puede evitarse parcialmente utilizando
células congeladas con un nimero limitando de pasajes.

Fuentes: Adega, Chaves & Ferreira, 2013; Cultek, 2007; Langdon, 2004; Pontificia Universidad Javeriana, 2004.

Si bien el uso de los cultivos celulares ha disminuido el empleo de animales de

experimentacion, es necesario comprender que estos Ultimos modelos no pueden sustituirse ya
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que es necesario relacionar el efecto no solo con el metabolismo celular sino también con la
respuesta sistémica. En cuanto a la farmacocinética de los compuestos bioactivos, es
importante tener en cuenta que el comportamiento in vivo difiere del observado in vitro en
ciertos aspectos tales como la capacidad de la droga de penetrar en un tejido y las
modificaciones que puede sufrir en su paso por el higado, por ejemplo puede ocurrir que un
compuesto inofensivo aumente su toxicidad o viceversa. A fin de mejorar esta técnica y que se
aproxime mas a la realidad se han planteado alternativas como incorporar la incubacion del
compuesto de interés con enzimas microsomales de higado o cocultivar con hepatocitos
activos (Kuete, 2014).

Actualmente los ensayos de citotoxicidad in vitro son ampliamente utilizados para las
investigaciones etnobotanicas, sin embargo, debe de tenerse en cuenta que los componentes
que alcanzan el sitio diana pueden ser distintos en cuanto a su composicion con respecto al
extracto original como consecuencia de las diferencias en la biodisponibilidad. Asi mismo es
de esperarse que la elucidacidon de las interacciones existentes entre las sustancias presentes en

cada extracto sea un reto debido a la complejidad en su composicion (Kuete, 2014).

Asi mismo, se ha reportado que entre lineas celulares existe diferente sensibilidad hacia
un mismo extracto (Monks et al., 1991). Por ejemplo, Caamal-Fuentes y colaboradores (2011)
evaluaron la actividad citotoxica de 41 extractos metandlicos contra siete lineas celulares
cancerosas, demostrando que 12 de los extractos presentaron actividad citotoxica contra al
menos una linea celular, y que las lineas de cancer sobre las que se obtuvo mayor actividad
citotdxica fueron la de cancer de cérvix (HeLa) y la de cancer nasofaringeo (KB). También
puede citarse el trabajo de Longato y colaboradores (2011), quienes evaluaron la actividad
antiproliferativa del eupomatenoide-5, obtenido de las hojas de Piper regnellii, contra ocho
lineas celulares de cancer: mama (MCF7), melanoma (UACC-62), rifion (786-0), pulmdn
(NCI-H460), proéstata (PC-3), ovario (OVCAR-3), colon (HT29) y leucemia (K-562). Este
estudio demostré que la mejor actividad antiproliferativa del compuesto se presenté contra las
lineas celulares de cancer de prostata, ovario, rifion y mama, mientras que su efecto fue

limitado contra las demaés lineas tumorales.
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3.6.2.1 Tipos de ensayos de citotoxicidad in vitro

La viabilidad, supervivencia o muerte celular puede evaluarse con distintos ensayos. La
eleccion del método depende de la naturaleza del compuesto bajo estudio, la respuesta
esperada y la célula blanco (Freshney, 2007). A continuacion se describen algunos ejemplos.
3.5.2.1.1 Viabilidad evidenciada por actividad reductasa del metabolismo

También conocidos como ensayos de tetrazolio, se basan en la reduccion de una sal de
tetrazolio por medio de distintas enzimas del metabolismo celular produciendo un cambio de
color que puede ser cuantificado. El tetrazolio mas utilizado, mejor caracterizado y el estandar
de oro es el MTT (metil tiazol tetrazolio), que se reduce por medio de las succinato-
deshidrogenasas mitocondriales, por lo que la intensidad del color producido es proporcional
a la viabilidad. Otro ejemplo es el método de reduccion de resazurina (el compuesto se reduce
a resorufina tomando un color rosado) en presencia de enzimas reductasas o diaforasas de las
mitocondrias y el citosol (Aristizadbal & Cordero, 2002; Kuete, 2014).

3.6.2.1.2 Ensayos de viabilidad que no son dependientes de la actividad reductasa del
metabolismo

Se utilizan para medir la proporcion de células viables. Dependen de la pérdida de la
integridad de la membrana determinada por la captacion de un colorante al cual la célula
normalmente es impermeable, como el azul de tripano, eritrosina, naftaleno negro o yoduro de
propidio. Por el contrario, la viabilidad también puede estimarse midiendo la cantidad de
algun colorante que normalmente es absorbido por las células viables, como por ejemplo la

diacetil fluoresceina, o el rojo neutro (Freshney, 2007; Innoprot, 2015).

3.6.2.1.3 Determinacion de la densidad celular

El método de tincion con sulforodamina B (SRB), desarrollado por el Instituto Nacional
de Céncer (NCI), es un ensayo colorimétrico de punto final que permite identificar tanto
celulas vivas como muertas calculando la cantidad de contenido proteico (McMahon, Monks,
Scudiero, Skehan, Storeng & Vistica, 1990; Voigt, 2005). La SRB es un colorante de
aminoxantano que posee dos grupos sulfénicos con carga negativa que, en condiciones acidas
(&cido acético 1%), aumentan su afinidad por los aminoacidos basicos de las proteinas si las

células fueron previamente fijadas con &cido tricloroacético (TCA) (Alfonso, Aristizabal &
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Escobar, 2009). Luego de eliminar el colorante libre, se calcula la densidad celular a través de
la medicién de la cantidad de proteina presente extrayendo el colorante fijado con medio
alcalino y leyendo la absorbancia (McMahon et al., 1990).

La quimiosensibilidad de este ensayo fue comparada con la de MTT en el estudio de Ark-
Otte y colaboradores (Ark-Otte, Keepers, Peters, Pinedo, Pizao & Winograd, 1991),
encontrdndose que la tincion con SRB proporcionaba una mejor linealidad y sensibilidad
independientemente de la linea celular de cancer utilizada. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Voigt (2005) donde se reportd que los resultados guardaban una linealidad con
respecto al nimero de células y la proteina celular presente si la densidad de confluencia se
encontraba entre el 1-200%.

Dentro de las principales ventajas que presenta se encuentra que el producto final de SRB
es estable por tiempo indefinido y que el proceso puede ser interrumpido en varios pasos, a la
vez que pueden trabajarse varias muestras al mismo tiempo requiriendo equipo simple y
proporcionando una rentabilidad costo-efectividad alta (Kirtikara & Vichai, 2006; Voigt,
2005). Estas ventajas hacen que el ensayo con SRB sea apropiado para medir la citotoxicidad

inducida por drogas con una aplicacién incluso a gran escala (\Voigt, 2005).

3.6.2.2 Parametros a determinar en la evaluacién de la capacidad citotoxica contra lineas
celulares cancerosas en el ensayo con SRB

La evaluacion de la capacidad citotoxica de un compuesto sobre una linea celular
cancerigena requiere la determinacion de un conjunto de pardmetros, tales como la
concentracion inhibitoria tanto total como media de crecimiento y el indice de selectividad
(Freile—Pelegrin, Moo-Puc, & Robledo, 2009).

La concentracion inhibitoria total ICio (también conocida como inhibicion total de
crecimiento, TGI), se refiere a la concentracion requerida para detener completamente el
crecimiento de las células, evidencia la actividad antiproliferativa (Freile—Pelegrin et al.,
2009). Se clasifica de acuerdo a Cragg y colaboradores (2006) en: inactivo (TGI>50 ug/mL),
actividad débil (15 pg/mL<TGI<50 pug/mL), actividad moderada (6.25 pg/mL <TGI<I5
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ug/mL) y actividad potente (TGI<6.25 png/mL). Aquellos compuestos que se encuentran entre
las dltimas dos categorias se consideran promisorios. Por otro lado, la concentracion
inhibitoria media del extracto (ICsp, concentracion a la cual se inhibe el 50% del crecimiento)
de acuerdo al NCI puede clasificarse en moderadamente citotoxica (20 < ICso < 50 pg/mL),
citotoxica (10< ICsp <20 ug/mL), y altamente citotdxica (ICsp <10 pug/mL) (Ellithey, Hussein,
Lall & Meyer, 2014).

Ahora bien, la especificidad de la actividad citotoxica se determina a través del indice de
selectividad (IS), que indica el nivel de nocividad de cada extracto sobre las células normales
(Freile—Pelegrin et al., 2009) y se obtiene con la relacion del valor de la citotoxicidad media
(CCso, concentracion del extracto crudo que mata el 50% de las células con respecto a un
control que no fue expuesto al compuesto bajo estudio) del extracto sobre células normales
entre el valor de la citotoxicidad media sobre células cancerosas (IS= CCsy células
normales/CCs células cancerosas) (Caamal-Fuentes, Cantillo-Ciau, Cedillo-Rivera, Flores-
Guido, Mena Rejon & Moo-Puc, 2009). El IS permite distinguir los compuestos altamente
activos pero toxicos de aquellos que son selectivamente activos contra ciertas lineas celulares.
Es por esto que es deseable obtener un IS elevado (IS >10), y los extractos que lo posean
merecen ser estudiados, pues podrian ser fuentes de compuestos con actividad promisoria. En
algunas ocasiones se ha encontrado que los extractos fraccionados pueden presentar una
mayor actividad y menor toxicidad como consecuencia de remover los compuestos tdxicos,
aunque también puede ocurrir el efecto inverso dada la sinergia existente entre sus
compuestos (Acufia, Caballero, Fernandez-Calienes, Gutiérrez, Mendiolam & Scull, 2011;
Kuete, 2014).

3.6.3 Ensayo de genotoxicidad general en Allium cepa

La genotoxicidad, capacidad genotdxica o potencial genotdxico de una sustancia se refiere
a la capacidad que tiene de producir un efecto destructivo sobre el material genético de la
célula (Shah, 2012). Su determinacion adquiere importancia por la alta correlacién que existe
entre el dafio al ADN con las enfermedades hereditarias y con las afectaciones somaticas

(como el cancer), por lo que resulta imprescindible su evaluacion en las plantas medicinales
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para que puedan ser incorporadas sin representar riesgo alguno para la salud (Piloto, Remigio,
Rodriguez & Vega, 2008).

Se han descrito diferentes métodos (tanto in vitro como in vivo) para la determinacion de la
genotoxicidad, su clasificacion comprende: A) Ensayos para mutaciones genicas como:
mutacion reversa en Salmonella typhimurium, mutaciones génicas en cultivos celulares de
mamifero, entre otros; B) Ensayos para evaluar aberraciones cromosomicas: ensayo de
aberraciones cromosdmicas en Allium cepa, ensayo de micronucleos, ensayo citogenético de
células germinales de mamifero, etc; C) Ensayos para otros efectos en el material genético:
recombinacion mitética en Saccharomyces cerevisiae, intercambio de cromatidas hermanas in

vitro, entre otros (De la Pefia, 2012).

Sin embargo, en la busqueda de pruebas a corto plazo, las metodologias donde se emplean
materiales vegetales han demostrado ser muy Utiles en la investigacion bésica (Leme &
Marin-Morales, 2009). Las principales ventajas son el bajo costo, facil almacenamiento y
manipulacion y, lo mas importante, la buena correlacion con otros ensayos. Las plantas que
han sido utilizadas son: Vicia faba, Allium cepa (cebolla blanca) y Tradescantia (Cortés et al.,
2013; Cotelle, Férard & Masfaraud, 1999; Dizer, Fischer, Hansen & Wittekindt, 2002;
Fiskesj0, 1985; Nikoloff, 2014).

La prueba en Allium cepa es sencilla y de bajo costo, con ventaja sobre otros métodos por
no requerir preparaciones previas ni la adicion de sistemas metab6licos exdgenos (Leme &
Marin-Morales 2009). Ha sido propuesta como el procedimiento estandar para llevar a cabo el
monitoreo ambiental y la evaluacion de aguas residuales (Abdel, El-Sahaby, Mashaly &
Soliman & 2003). Aparte de su uso como determinante de genotoxicidad quimica, también se
ha validado como una alternativa para el monitoreo del potencial genotdxico de extractos
vegetales desde 1999 (Laughinghouse & Tedesco, 2012), en donde se evallan distintos

parametros de uso estandar tanto microscépicos como macroscopicos (Tabla 4).
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Tabla 4. Pardmetros microscopicos y macroscépicos a evaluar en la prueba de A.cepa

Parametro Caracteristica microscopica
indice mitético NUmero de divisiones celulares por 1000 células observadas en un tiempo de
(M) determinado. Estima la velocidad del crecimiento tisular. Valores de IM inferiores al del

control negativo (agua) indican alteraciones inhibitorias, al contrario, los valores
superiores indican incremento en la division celular, evidenciando la capacidad de
formar tejido tumoral. La concentracién donde ocurre el 50% de mitodepresién se
considera el umbral citotéxico.

Aberraciones Cambios cromosomales que pueden sufrir las estructuras genéticas (efectos
cromosdmicas clastogénicos, como rupturas en ADN, inhibicién en su sintesis y replicacion) o el total
(ACs) de los cromosomas (efectos aneugénicos, es decir, alteraciones numéricas).

*Continda en pagina siguiente.

Continuacion Tabla 4. Parametros microscépicos y macroscopicos a evaluar en la prueba de A.cepa

Parametro Caracteristica macroscopica (en raiz)
Caracterizacion de Metafase y anafase normal, 100 observaciones por I[dmina.
la mitosis

Anafase temprana Grupos celulares en anafase no separadas completamente. Su incremento en
namero indica una division celular lenta.
Puentes o fragmen-

tos cromosémicos Efecto clastogénico que resulta de la rotura de cromosomas (y cromatidas).

Cromosomas Efecto c-mitdtico débil indicativo de riesgo de aneuploidia (C-mitosis: efecto

errantes toxico débil, provocado por alteracién o inhibicién en la formacion del huso
mitético).

Pegajosidad Cromosomas pegajosos que se agrupan por fallas en su proceso de condensacion e

(stickiness) indican alta toxicidad, usualmente irreversible y probablemente produzca apoptosis.

Cambio de color Ciertas sales pueden provocar cambio de color. El viraje a un color marrén en las
raices dependerd del efecto toxico del tratamiento que provoca la muerte celular.

Forma Formacion de tumor: evidenciado por hinchazén en las puntas de la raiz.
Doblamiento: de la raiz o su punta, puede darse por el tratamiento con ciertas sales
metalicas.

Longitud El valor medio de la longitud radicular se puede representar graficamente,

comparando concentraciones del tratamiento, versus longitud radicular media
respecto al percentil del control y, por medio de la curva, se puede obtener la
concentracién efectiva (CE) causando 10, 50 o0 90% de restriccién del crecimiento
en relacién al control negativo.

Nota: cabe mencionar que el extracto bajo estudio debe ser citotdxico mas no genotéxico.
Fuentes: Cortés et al., 2013; Fiskesjd, 1985; Kouznetsov, Ortiz, Restrepo, Reyes & Rojas, 2012; Sharma, 1983.

3.6.4 Evaluacién de la capacidad antioxidante

Los radicales libres (RL) son especies quimicas, cargadas o no, con un electrén despareado
en el orbital externo que los convierte en inestables, altamente reactivos, y con una vida media
corta, por lo que actian cerca del sitio en el que se forman. Son producidos por diferentes
mecanismos, como la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a

nivel microsomal y las reacciones de oxidacion (Venereo-Gutiérrez, 2002).
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Las fuentes de RL pueden ser enddgenas (fosforilacion oxidativa, cadena respiratoria
mitocondrial, oxidacion enziméatica de L-arginina, citocromo P450, activacion de células
inflamatorias y por actividad de enzimas como NADPH oxidasa, Oxido nitrico sintasa y
xantina oxidasa) o exogenas (luz UV, radiacion ionizante, patdgenos, dieta hipercaldrica y
algunas drogas) (Garcia-Gasca, Martinez-Déavila, Mejia & Reyes, 2009). Los RL pueden
producirse de manera accidental o natural. Cuando se encuentran en niveles fisiologicos
normales participan en la fagocitosis, presentacion de antigeno, detoxificacion, activacion
enzimatica en la membrana celular, disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas
suprarrenales, favorecen la quimiotaxis, la apoptosis por la activacion de las caspasas y la
sintesis tanto de colageno como de prostaglandinas (Begofia & Cadena, 2014; Garewal, 1997,
Salganik, 2001; Venereo-Gutiérrez, 2002).

Por otro lado, los RL dafiinos se dividen en especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrogeno (RNS). Para referirse a ambos grupos se les denomina especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (RNOS). Entre estas especies reactivas hay radicales libres y
agentes que pueden convertirse facilmente en radicales (Tabla 5) (Garcia-Gasca et al., 2009;
Gupta, 2015).

Tabla 5. Ejemplos de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Especies reactivas de oxigeno Especies reactivas de nitrégeno

Radicales No radicales Radicales No radicales
Anion superdxido Peroxido de hidrégeno Oxido nitrico  Acido nitroso (HNOZ2)
(0) (H,0,) (NO) 16n nitronio (nitrilo) (NO,")
Hidroxilo (OH") Ozono (O3) Dioxido de Peroxitrito (ONOQ")
Peroxilo (ROO) Oxigeno singlete (*O,) nitrégeno Peroxinitrito alquilo (ROONO)
Alcoxilo (RO Acido hipocloroso (HOCI) (NOy) Anidn nitroxilo (NO")
Hidroperoxilo (HO,")  Peroxinitrito (ONOQO") Cation nitrosilo (NO™)

Acido hipobromoso (HOBr) Cloruro de nitrilo (NO,CI)

Fuente: Adaptado de Rigas & Sun, 2008.

En cuanto a las ROS, es necesario comprender que estas especies poseen mdultiples
personalidades bioldgicas, es decir, a bajas concentraciones protegen a las células, pero en
concentraciones mas altas pueden dafar ciertas moléculas (ADN, proteinas y lipidos —
causando peroxidacion lipidica-) ya sea por una alteracion directa de la estructura y funcion,
por la aceleracion de la protedlisis endégena selectiva o por el incremento de la funcion

enzimatica, provocando lo que se denomina estrés oxidativo (Rigas & Sun, 2008).
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El dafio o estrés oxidativo es un mecanismo general de dafio celular que produce
alteraciones de la relacion estructura-funcion de cualquier célula y, por ende, de cualquier
organo Yy sistema. Si bien éste se asocia a patologias (neuroldgicas, aterosclerosis, infarto al
miocardio, etc), también existen condiciones fisioldgicas que lo producen (por ejemplo,

ejercicio muscular, fagocitosis de bacterias, y envejecimiento natural) (Hermes-Lima, 2005).

El estrés oxidativo resulta de la exposicion de la materia viva a un desequilibrio entre las
sustancias o factores prooxidantes y los antioxidantes encargados de eliminarlos, producto de
un aumento en la produccion de RL, una reduccion de los sistemas antioxidantes, o de una
combinacién de ambos (Venereo-Gutiérrez, 2002). Los antioxidantes son sustancias que se
oponen a las reacciones oxidativas o inhiben las promovidas por las ROS. Funcionan por
diferentes mecanismos, como agentes preventivos de la formacion de RL, agentes
eliminadores de radicales que inhiben la iniciacion y propagacion en cadena, como enzimas
reparadoras la membrana celular y como agentes adaptadores que generan enzimas
antioxidantes (Blumberg, Kelly, Ladas, Lawenda, Sagar & Vickers, 2008; Zeisel, 2004).

Teniendo en cuenta que del 1 al 4% del oxigeno se convierte en ROS, las células se
defienden de los RL a través de los siguientes sistemas de defensa antioxidante (Garcia-Gasca
et al., 2009; Hermes-Lima, 2005; Begofia & Cadena, 2014):

e Enddgenos: principalmente enzimaticos (superoxido dismutasa —SOD- , glutation
peroxidasa, glutation reductasa y catalasa), aunque también hay defensas no
enzimaticas como melanina, &cido Urico, melatonina, etc.

e ExoOgenos: mediante la ingestion de nutrientes que los contienen. Actlan como
moléculas suicidas, ya que se oxidan al neutralizar RNOS, por lo que su reposicion
debe ser continua. Estos comprenden la vitamina E, vitamina C, p-caroteno, licopeno y

zeaxantina, presentes especialmente en plantas.

Aunque la capacidad antioxidante no puede determinarse directamente, si puede
evaluarse en un proceso de oxidacion controlado. Sin embargo, actualmente no existe un

método estandar a nivel mundial, pues hay que tener en cuenta que la capacidad
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antioxidante de una muestra no depende solo de la suma de las capacidades antioxidantes
de cada uno de sus componentes (los cuales pueden interactuar entre si produciendo
efectos tanto sinérgicos como inhibitorios), sino también del microambiente en el que se
encuentra el compuesto (Asurero, Fett, Kuskoski, Mancini-Filho & Troncoso, 2005;
Londofio, 2012; Tovar, 2013). Los métodos para determinar la capacidad antioxidante
pueden ser indirectos, si estudian la habilidad del antioxidante de estabilizar algun radical
libre; o directos, si miden el efecto sobre la degradacién oxidativa de un sistema (ejemplo:
lipidos, proteinas, entre otros) (Londofio, 2012). Asi también pueden clasificarse en
ensayos in vitro o in vivo. En los primeros generalmente se emplea una sustancia
cromdgena, cuya pérdida de color es proporcional a la concentracion, aunque es solo una
aproximacion de lo que ocurre in vivo (Tabla 6). Por el contrario, los ensayos in vivo
pueden presentar inconvenientes como la adaptabilidad en respuesta al aumento del estrés

oxidativo (Asurero et al., 2005).

Tabla 6. Clasificacion de modelos de ensayo in vitro segiin modo de reaccion

Categoria Ensayo

Acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTSs).
Ensayos basados en la 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPHe).
transferencia de Poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP).
electrones (TE). N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD).

Capacidad de reduccién antioxidante del cobre (CUPRAC).

Ensayos basados en la Capacidad de absorcion del radical oxigeno (ORAC).
transferencia de atomos Parametro antioxidante de captura de radicales (TRAP).
de hidrogeno (HAT). Inhibicion de la oxidacion del acido linoleico.

Inhibicion de la oxidacion de lipidos de baja densidad (LDL).

Fuente: Tovar, 2013.

Dentro de los métodos indirectos, in vitro, mas empleados se encuentran el ABTSe y el
DPPHe. Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones aunque el DPPHe
tiene la ventaja de poder obtenerse directamente sin una preparacion previa, es mas rapido,
simple y de menor costo pero solo puede disolverse en medio organico a diferencia del
ABTSe que se puede aplicar a antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos pero tiene que ser

preparado previamente (Asurero et al., 2005; Tovar, 2013).

El DPPH es un radical organico estable de color violeta disponible a nivel comercial

(Londofio, 2012). La estabilidad relativa se debe a la deslocalizacion del electrén
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desapareado, cuando este radical entra en contacto con otro radical o con una sustancia capaz
de donar un &omo de hidrdégeno se produce su forma reducida DPPH-R o DPPH-H,
induciéndose una disminucion del color y, por consiguiente, de la absorbancia (Oropeza,
2012). Los resultados del ensayo DPPH se expresan como el valor de la concentracion
inhibitoria media (ICsp), definido como la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la
concentracion del DPPH al 50% (Tovar, 2013).

Por otra parte un método que, aunque no se utiliza especificamente para medir la capacidad
antioxidante es atil para determinar el contenido de polifenoles (los cuales se asocian a la
misma), es el de Folin- Ciocalteu. En este ensayo los polifenoles se oxidan en solucién
alcalina por el heteropolianion molibdotungstofosférico amarillo, dando como resultado el
molibdotungstofosfato azul. Este método es sensible, cuantitativo y relativamente
independiente del grado de polimerizacion de los fenoles (Gupta, 2015; Tovar, 2013). Entre
los compuestos fendlicos mas importantes y de origen natural encuentran los flavonoides,

tocoferoles y acidos fenolicos (Gutiérrez & Mufioz, 2011).

3.7 Estudios previos de extractos vegetales con actividad anticancerigena

A nivel mundial los extractos de plantas han sido investigados para determinar su posible
accion anticancerigena con el fin de desarrollar medicamentos alternativos distintos a los
guimioterapéuticos que, en algunas ocasiones, resultan inaccesibles y producen efectos

adversos que pueden llevar al paciente a abandonar el tratamiento (Abuzenadah et al., 2012).

El interés para el estudio de los mismos ha aumentado desde que se conoce que algunos de
los compuestos derivados de las plantas medicinales son capaces de atenuar la formacion de
un tumor y su crecimiento por procesos antiproliferativos y/o pro-apoptéticos (Auyeung &
Ko, 2012). Sin embargo, de acuerdo al estudio realizado por Mazzio y Soliman (2009), las
plantas con efecto anticancerigeno se encuentran expandidas a lo largo de todo el reino
vegetal ya que no existe un patron definido que correlacione ese efecto entre diversas plantas
de familias o géneros similares. Asi mismo cabe resaltar que lo ideal es que el extracto sea
citotoxico Unicamente para las células cancerigenas y que no produzca genotoxicidad a las

células normales.
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3.7.1 Estudios realizados en Asia, Africa y Europa

En la Tabla 7 se presentan algunos ejemplos de estudios que evidencian la capacidad

citotoxica que poseen diversas plantas analizadas.

Tabla 7. Ejemplos de estudios que han investigado la actividad citotoxica de extractos vegetales sobre lineas
celulares tumorales.

Lugar Descripcién

Bangladesh Costa y colaboradores evaluaron once especies, de las cuales identificaron que tres
(Oroxylum indicum, Moringa oleifera y Aegle marmelos) eran potencialmente activas
contra el cancer.

Tailandia Se estudiaron 40 plantas usadas en la medicina tradicional, y se demostr6 que el 60% de
los extractos acuosos presentaban actividad anti proliferativa en lineas celulares HelLa
por el ensayo de SRB debido a la induccion de apoptosis.

Europa Se estd utilizando la terapia con extracto vegetal de Viscum album para el tratamiento
del cancer de mama y ginecolégico.

Irlanda Se investigaron 20 extractos de plantas para determinar su potencial antineoplésico en
células de cancer laringeo (Hep-2), reportando que Psoralea corylifolia y E.grandidens
fueron las especies mas eficaces con I1Cs, de 22 y 57 pug/ml respectivamente.

Italia Se evalud la citotoxicidad de plantas de la familia Labiatae y Lauraceae en lineas
celulares de melanoma amelanético (C32), adenocarcinoma renal (ACHN), carcinoma
de préstata hormona dependiente (LNCaP) y carcinoma mamario (MCF-7) por el
método SRB encontrando que el extracto con mayor actividad contra C32 y ACHN fue
L. nobilis, con ICsq de 75.45 y 78.24 pg/ml respectivamente.

Africa Se reportaron aproximadamente 25 especies de plantas con citotoxicidad contra células
cancerigenas, el 56% de ellas son arbustos y los drganos mas utilizados fueron las
cortezas y las raices, el extracto mas utilizado fue el metandlico (60%). Las lineas
celulares mas empleadas para la evaluacion fueron: células de leucemia, cancer
mamario, cancer de colon y cancer de pulmon.

Fuentes: Amaral et al., 2005; Boonpisuttinant, Manosroi, A., Manosroi, J. & Manosroi, W. 2012; Dicato,
Diederich, Sawadogo, Schumacher & Teiten, 2012; Glockmann, Kiene, Kienle & Schink, 2009; Loizzo,
Menichini, Saab, Statti & Tundis, 2007; Ryan & Whelan, 2003.

3.7.2 Estudios realizados en América

En México, una investigacion realizada por Barrientos-Benitez y colaboradores (2006)
reportd que el extracto de Helianthella quinquenervis, uno de los treinta y un extractos crudos
de plantas medicinales mexicanas evaluados contra adenocarcinoma de colon (HT-29),
carcinoma de mama (MCF-7) y carcinoma de pulmén (A-549), poseia actividad significativa
contra MCF-7. Por otro lado, en el 2011 se evaluaron 21 de 51 especies vegetales utilizadas
en la medicina tradicional maya mexicana para tratar sintomas similares a los de cancer en
siete lineas celulares cancerigenas [cancer de pulmén (A549), de cérvix (Hela), laringeo

(Hep-2), nasofaringeo (KB), de mama (MCF-7), prostatico (PC-3), escamoso de cérvix
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(SiHa)] y en una linea celular normal de rifion embrionario (HEK-293), encontrandose que
Aeschymomene fasciculatus y Bonellia macrocarpa presentaban la mayor actividad (Caamal-
Fuentes et al. 2011). Asi mismo, en otra investigacion del mismo pais se analizaron 181
especies vegetales empleadas en la medicina tradicional para el tratamiento del cancer,
descubriendo que 88 (29.3%) mostraron actividad citotoxica en modelos celulares in vitro
(Alonso-Castro, Dominguez, Garcia-Carranca, Gomez-Sanchez, Salazar-Olivo & Villarreal,
2011).

De modo similar, en Puerto Rico se tamizo la citotoxicidad de siete especies nativas del
lugar, revelandose que los extractos que mostraron mayor porcentaje de inhibicion del
crecimiento de la linea celular de cancer de mama fueron los de Simarouba tulae, Croton
discolor y Guaiacum officinale (Carvajal-Vélez et al., 2015). Asi también, en Colombia se
evaluaron 51 extractos de 31 plantas de uso medicinal, demostrandose una mayor actividad
con los extractos de etanol y diclorometano de las hojas de Acnistus arborescens contra los
fibroblastos de pulmoén de hédmster chino (V79) (Calle, Lopez, Marin, Monge & Pinzon,
1996). Por otra parte, en Perl se demostré que el extracto hidroalcoholico de Uncaria
tomentosa poseia actividad antineoplasica en un modelo in vivo de carcinosarcoma de células
Walker-256 (Acco et al., 2010).

Del mismo modo, en Brasil se estudié una planta medicinal empleada tradicionalmente
Ilamada Bauhinia platypetala, y se encontr6 que su extracto etandlico tenia actividad
antioxidante mientras que su fracciéon etérea era mutagénica a altas concentraciones. Sin
embargo, tanto el extracto etandlico como la fraccion etérea, fueron capaces de inducir la
citotoxicidad de las células V79 (Caramao et al, 2012). Otro estudio realizado en el mismo
pais, demostro la capacidad de Passiflora alata (una especie utilizada como planta medicinal)
para inducir genotoxicidad (Barbosa et al, 2010) y el potencial antiproliferativo que posee
Piper regnellii (Longato et al., 2011).

Por otro lado, en Sur América, la preparacion botanica con Pao pereira, ha sido
ampliamente utilizada en los pacientes con cancer. En el estudio realizado por Chen & Yu

(2014) se demostrd su potencial utilidad como tratamiento del cancer de ovario al obtener una
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inhibicidn de crecimiento del 79% y una disminucion de ascitis en un 55%. Asi mismo, al

combinarla con el carboplatino, se inhibid el crecimiento tumoral hasta un 97%.

3.7.3 Estudios realizados en Guatemala

A nivel nacional durante el periodo de 2001-2004, se ejecut6 un proyecto multinacional de
la Organizacion de los Estados Americanos (OEA) que involucrd, ademas de este pais, a
Argentina, Bolivia, Colombia, Costa Rica, Nicaragua y Panama. Se investigaron 310 especies
con 452 extractos en total, utilizando las siguientes lineas celulares: cancer de mama (MCF-
7), de pulmon (H-460) y de sistema nervioso central (SF-268). Se identificé que la planta méas
activa contra las tres lineas celulares cancerigenas fue Thevetia ahouai, mientras que dos
plantas mostraron actividad selectiva: Blepharocalyx salicifolius contra MCF-7 y Senna
occidentalis contra SF-268 (Céaceres et al., 2012).

Posteriormente, en el afio 2006, se ejecutd una encuesta etnoboténica a partir de la cual se
procedio a evaluar la citotoxicidad en células de cancer de rifion (RCC7) de las hojas de
Argemone mexicana, Cornutia pyramidata, Petiveria alliacea, Persea americana y el rizoma
de Phlebodium pseudoaureum. La viabilidad celular se evalu6 por la técnica de MTT,
obteniéndose los mejores resultados con P. alliacea y P. americana, pues tuvieron el mayor
efecto proapoptésico. Cabe mencionar que las otras tres plantas tuvieron un efecto

proporcional a la dosis (Saravia, 2009).

Seguidamente, en el 2011, se realizé un estudio de extractos con metanol y diclorometano
de dos especies, Piper jacquemontianum y Piper variabile, encontrandose que la extraccion
con diclorometano de ambas era citotoxica contra células de cancer de mama (MCF-7), de

pulmén (H-460) y de sistema nervioso central (SF-268) (Céceres, 2011).

Posteriormente, en el 2013 se evalud la actividad citotoxica de los extractos acetonicos y
metanolicos de 73 plantas medicinales utilizadas en Guatemala, contra cuatro lineas celulares
cancerigenas (cancer de mama [MCF-7], piel [A-375], lengua [CAL 27] y cérvix [HelLa]) y
una linea celular normal (obtenida de la transformacion de células epiteliales renales del mono

verde africano Cercopithecus aethiops, células Vero) (Ammerman, Azad & Beier-Sexton,
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2008; Cates et al., 2013). Dentro de las especies que presentaron actividad anticancer se
encontraron Bursera simaruba y Byrsonima crassifolia, los principales resultados se muestran
en la Tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de inhibicidn de crecimiento de lineas celulares cancerosas y una linea celular normal de
Bursera simaruba y Byrsonima crassifolia.

Especie Extracto Linea celular (% inhibicion)
MCF-7° HelLa" Vero®
Bursera simaruba Acetbnico 85+137 85+1 0
Metanolico 86+3 74+7 0
Acetoénico 98+1 90+2 31+8

Byrsonima crassifolia 00 slico 08+1 70+18 20+1

%linea celular de cancer de mama; “linea celular de cancer de cérvix; linea celular normal (Vero); ®promedio del
porcentaje de inhibicién + SD. Los autores consideraron activos aquellos extractos que presentaron un porcentaje
de inhibicion mayor a 60% empleando una concentracion de 200 pg/mL. No fue reportado el indice de
selectividad.

Fuente: Adaptado de Cates et al., 2013.

3.8. Uso de antioxidantes en prevencion y en tratamiento concomitante de cancer

El estrés oxidativo asociado al dafio celular ha sido indicado en desordenes como el cancer,
diabetes mellitus, arterosclerosis, desordenes neurodegenerativos, etc. Sin embargo, su
relacion con el cancer ha sido tema de debate, especialmente por el hecho que las células
cancerosas estan bajo altos niveles de estrés oxidativo comparadas con las células normales
(Begofia & Cadena, 2014).

La modificacion de la expresion génica mediada por ROS afecta directamente el balance
entre la proliferacion y la apoptosis celular, por lo que pueden actuar como agentes
antitumorigénicos, pero a su vez, su desbalance interviene en enfermedades crénicas como la
transformacion neoplasica (Tabla 9) (Garcia-Gasca et al., 2009). Es significativa, aunque
incompleta, la evidencia del rol de RNOS en el cancer, ya que se ha indicado que estos
inducen genotoxicidad, promocion del crecimiento de células transformadas y angiogénesis,
asi como la regulacién de la apoptosis. Un estrés oxidativo persistente en el cancer se ha
considerado como contribuyente en la activacion oncogénica, inestabilidad gendmica,

resistencia a la quimioterapia e incluso en invasion y metastasis. (Rigas & Sun, 2008).
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Por otro lado, los antioxidantes, en condiciones fisiologicas, eliminan los RL con el fin de
mantener la homeostasia y pueden jugar un papel protector en individuos sanos. Algunos de
sus mecanismos de accion son: intervencién en la proliferacion celular, apoptosis y
angiogenesis; modulacién de citocromo P450; disminucion de la oxidacion del ADN; bloqueo
de la proliferacion celular relacionado a la sefial de transduccion y disminucion de migracion
celular (Blumberg et al., 2008).

Tabla 9. Efecto y/o funcion de las ROS seglin su concentracién en células normales y cancerosas.

[ROS]? Células normales Células cancerosas
Sefalizacidn celular. Niveles elevados en células
Niveles fisioldgicos Fagocitosis. cancerosas.
(Homeostasis). Detoxificacion.
Equilibrio entre proliferacion y Alto estado oxidativo
apoptosis.
Dafio al ADN. Inestabilidad genética.
Dafio mitocondrial.
Altas concentraciones Dafio a la membrana. Dafio acumulativo al ADN.
(Estrés oxidativo). Deshalance proliferacion y
apoptosis. Proliferacion celular.
Envejecimiento prematuro.
Enfermedades crdnicas. Progresion y metastasis
Transformacion celular.
Muy elevadas Muerte celular:  Muerte celular:
concentraciones apoptosis/necrosis apoptosis/necrosis

(Alto estrés oxidativo).

®especies reactivas de oxigeno.
Fuente: Adaptado de Garcia-Gasca et al., 2009.

Aunque los antioxidantes pueden jugar un rol en la prevencion primaria de cancer, al
secuestrar RNOS, la misma accion podria esperarse como contraproducente en la terapia con
radiacion y agentes quimioterapéuticos, que actdan a traves de la produccion de RNOS y la
induccién de apoptosis, por lo que podria proteger a las células tumorales y potencialmente
reducir la eficacia de los tratamientos (Blumberg et al., 2008; Cai et al., 2012).

El principal efecto terapéutico de la radiacién, se da indirectamente por la ionizacién de
moléculas de agua que reactivan especies de oxigeno como el superdxido y radicales
hidroxilo. Estos radicales libres reaccionan con el ADN nuclear creando enlaces estructurales
potencialmente dafiinos para las células induciendo una muerte celular (Blumberg et.al.,

2008). Del mismo modo, los agentes quimioterapéuticos también pueden inducir la
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produccién de RNOS e inducir la muerte celular en varios tipos de cancer a través de estrées
oxidativo (Rigas & Sun, 2008). Los antioxidantes pueden inhibir la apoptosis o muerte celular
via la inactivacion de RNOS vy tal inhibicidn, en un tumor en desarrollo, puede acelerar su
crecimiento al bloquear los mecanismos que inducen la muerte celular. Asi los antioxidantes
pueden ejercer un efecto promotor canceroso (Begofia & Cadena, 2014; Garcia-Gasca et al,
2009).

Datos de algunos estudios indican que los suplementos con antioxidantes a dosis
intermedias y altas, pueden reducir la eficacia de la radiacion contra células cancerosas o
estimular el crecimiento celular. Sin embargo, la interpretacion de estos datos experimentales
es dificil, porque las dosis que inhiben el crecimiento de células cancerosas varian entre
especies y tipos de tumor, y la distribucion de antioxidantes varia entre células tumorales y
células normales (Blumberg et al.,, 2008). Por lo que son necesarias investigaciones
adecuadamente fundamentadas o estudios observacionales en pacientes con un diagnostico
especifico de cancer que reciben tratamiento con un régimen especifico para abordar la
problematica de estas asociaciones (Fleischauer, Jacobson, Kelly, Kennedy, Ladas & Teel,
2004).

En una investigacion realizada por Carlson y colaboradores (2015) se buscé informacion
en 78 instituciones de cancer en Norteamérica respecto a las politicas y directrices que tiene
cada una de ellas sobre el uso de antioxidantes tanto en la prevencion como durante y después
del tratamiento. Se encontr6 que el uso de suplementos de antioxidantes durante el
tratamiento de cancer es mas restrictivo que lo que la evidencia podria sugerir, 0 sea que se
evita el consumo de estos suplementos sin demostraciones cientificas que fundamenten un
efecto contraproducente al tratamiento principal. Ellos concluyeron gque con la comunicacion
apoyada en investigaciones exhaustivas se podrian desarrollar méas politicas y directrices

basadas en evidencia.

Respecto al tratamiento de cancer de mama, Cai y colaboradores (2012) realizaron un
estudio prospectivo donde se concluyd que existia asociacion entre el uso de suplementos

antioxidantes (vitamina E, vitamina C y multivitaminas) con la disminucion de la mortalidad
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y el riesgo de recurrencia. Sin embargo, en una revision retrospectiva de 22 estudios respecto
al uso de suplementos antioxidantes durante el tratamiento de cancer de mama, ninguna
evidencié una conclusion especifica sobre los efectos de éstos durante el tratamiento
convencional en relacion a la toxicidad, respuesta del tumor, recurrencia o sobrevivencia, solo
pocos de ellos sugirieron que los antioxidantes podian disminuir algunos efectos secundarios
asociados al tratamiento, pero no de manera general, lo cual indica que la evidencia es
insuficiente para brindar informacion especifica respecto al uso de antioxidantes durante
tratamiento de cancer de mama (Greenlee, Hershman & Jacobson, 2009).

Ahora bien, en cuanto a los estudios realizados en plantas como fuentes importantes de
antioxidantes, se ha reportado que la corteza de pino (Pino cubensis G.) tiene propiedades
antioxidantes ademas de presentar actividad anticancer. Asi mismo, estudios previos han
demostrado que el aceite de palma real (Roystonea regia Kunth.), que contiene antioxidantes
naturales que previenen el cancer, inhiben el desarrollo de cancer de mama en ratas (Garcia
Bacallao, Garcia Gomez, Rojo & Sanchez, 2001). Por otro lado, el brécoli también ha sido
considerado como un vegetal con posibles propiedades antineoplasicas por contener diversos
compuestos que actuan como antioxidantes (sulforafano e indol-3-carbinol) y por alterar los
niveles de estrogeno en el cuerpo modificando el riesgo de padecer cancer de mama

(American Cancer Society, 2008).

Sobre Bursera simaruba (Anexo 1), en un estudio realizado en México en el 2014, se
evaluo la actividad antioxidante de extractos obtenidos de ramas de corteza utilizando
diferentes metodologias y se determind que el extracto con hexano evaluado por dos métodos
(DPPH y ABTS) produjo insignificante poder antioxidante, mientras que el extracto
metanolico presentd actividad antioxidante con un ICspde 2.117 mg/mL y 2.574 mg/mL para
los métodos DPPH y ABTS respectivamente, indicando una pobre actividad antioxidante, la
cual correlacion6 con la baja cuantificacion de compuestos fendlicos (Bah, Castafieda,
Gutiérrez-Avella, Mendoza, Moreno & Rodriguez, 2014). Sin embargo, se sugiere que los
métodos mas comunes pueden subestimar la verdadera capacidad antioxidante de los
extractos de plantas, pues en este mismo estudio se evalué también la actividad antioxidante

por técnicas electroquimicas para extractos naturales por volumetria de pulso diferencial
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(DPV), la cual reveld que el extracto metanolico contiene compuestos electroactivos que

indican una buena capacidad antioxidante (Bah et al., 2014).

En cuanto a Byrsonima crassifolia, un estudio comparativo realizado en Brasil, reportd que
esta planta obtuvo los valores més altos de actividad antioxidante (ICsp 17.31 + 5.34 mg/mL)
en comparacion con otras dos plantas analizadas (Abadio, Oliveira & Silva, 2012). Se ha
informado que sus compuestos fendlicos, tales como el acido galico y flavonoides, tienen
actividad antioxidante, al igual que sus proantocianidinas oligoméricas (Anexo 1). Otros
compuestos que han recibido especial atencion por mostrar una potente actividad antioxidante
son las unidades mondmeras (catequina, epicatequina, galocatequina y epigalocatequina)
(Fernandez, 2012; Carvalho et al., 2012).
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4. Justificacion

El cancer es un problema de salud importante a nivel mundial que afecta principalmente
a los paises de medianos y bajos ingresos. En Guatemala, durante el 2012 se estimo una
incidencia de 13,271 casos (excluyendo el cancer de piel no melanoma). Esta enfermedad
tiene un gran impacto social y econdmico, pues aumenta los afios potenciales de vida
perdidos (por el fallecimiento de personas jovenes) e incrementa la inversion monetaria que

el pais realiza para el cuidado de los pacientes.

A pesar que en la actualidad existe una amplia variedad de tratamientos farmacolégicos
para tratar esta enfermedad, muchos producen efectos adversos, por lo que es necesaria la
busqueda de nuevos farmacos antineoplasicos que sean citotoxicos sobre células cancerosas
pero no sobre las normales y que no produzcan genotoxicidad. Estas caracteristicas haran

que produzcan menos efectos secundarios sin perder su actividad primaria.

Una estrategia importante para elaborar nuevos farmacos anticancerigenos ha sido el
estudio de agentes derivados de productos naturales, ya que se ha descrito que compuestos
provenientes de las plantas medicinales son capaces de atenuar la formacion de un tumor y
su crecimiento por procesos antiproliferativos y/o pro-apoptéticos. Teniendo en cuenta que
Guatemala cuenta con una fascinante riqueza natural por ser un pais megadiverso, y que la
cosmovision indigena valora considerablemente el uso de terapias naturales, resulta
entonces particularmente prometedora la busqueda de nuevos agentes terapéuticos de

origen natural.

En este trabajo se estudiara la capacidad citotdxica de dos plantas nativas de Guatemala
(Bursera simaruba y Byrsonima crassifolia), cuyos extractos acetonicos y metanélicos han
sido reportados por Cates y colaboradores (2013) como activos contra lineas celulares de
cancer de cérvix (HelLa) y de mama (MCF-7), siendo esta ultima sobre la cual se obtuvo el
mayor porcentaje de inhibicién. Se evaluardn cuatro diferentes fracciones organicas
(hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol) de la corteza y hojas sobre la linea

celular MCF-7, con el fin de facilitar la identificacion de las familias de moléculas
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responsables del efecto antineoplasico. Esta informacion, puesta a la disposicion de la
comunidad cientifica, permitird el disefio y posterior ensayo de nuevos farmacos

antineoplasicos.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

e Evaluar la actividad citotoxica de cuatro fracciones organicas de dos especies
nativas de Guatemala (Bursera simaruba y Byrsonima crassifolia), con potencial
actividad anticancer identificada por estudios previos de tamizaje.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar la actividad citotéxica general por inhibicion de nauplios de Artemia
salina de las fracciones organicas obtenidas de las especies en estudio.

o Determinar la actividad citotoxica de los extractos sobre la linea celular de cancer
de mama (MCF-7) y la linea normal (Vero), por medio del célculo de la
concentracion inhibitoria media (ICsp), el indice de selectividad (IS) y la inhibicién
total del crecimiento (IC1qo).

e Evaluar la actividad genotdxica por medio del ensayo de Allium cepa de las
fracciones que presenten actividad citotdxica.

o Determinar la actividad antioxidante de las fracciones bajo estudio por las técnicas
de DPPH y fenoles totales por métodos micrométricos.



48

6. Hipotesis

Al menos una de las fracciones organicas estudiadas presentara actividad citotoxica con

potencial anticancer, indice de selectividad aceptable y sin efectos genotoxicos.

7. Materiales y métodos

7.1 Universo de trabajo
Constituido por las especies de plantas a analizar: Bursera simaruba (L.) Sarg. y Byrsonima
crassifolia (L.) HBK.

7.2 Muestra
La muestra del estudio la conformaron 16 extractos organicos, cuatro de cada 6rgano vegetal en
estudio, hojas y corteza, de Bursera simaruba y Byrsonima crassifolia, obtenidos por extraccion

fraccionada con hexano, acetato de etilo, diclorometano y butanol.

7.3 Recursos

7.3.1 Humanos
Seminaristas: Sara Ester Barillas Aragon, Harlem Roterdan De Le6n Natareno
Asesoras: Dra. Patricia Saravia, PhD; Licda. Rosario Hernandez, MSc.

Co-Asesora: Dra. Carolina Arévalo, PhD.

7.3.2 Institucionales

-Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT), Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, USAC.

-Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, USAC.

-Unidad de Biologia Celular del Departamento de Bioquimica



7.3.3 Recursos materiales

7.3.3.1 Equipo
Agitador orbital
Balanza analitica
Balanza semianalitica
Cémara cromatografica
Campana de flujo laminar
Centrifuga
Desecador
Equipo de computacion e impresion
Espectrofotometro de microplacas
Esteredscopo
Hemocitometro
Incubadora de CO,
Micro pecera
Microdestilador Neocleavenger
Microscopio de luz
Placa cromatografica de silica gel 60F;s4
Refrigeradora
Rotavapor

7.3.3.2 Reactivos y medios
Acetato de etilo
Acido acético
Acido ascorbico
Acido galico
Acido tricloroacético
Azul de tripan

Butanol
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Carbonato de sodio

Clorhidrato de dexorrubicina
Diclorometano

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Estandar antioxidante

Gentamicina

Glutamina

Hexano

Horno

Medio de cultivo DMEM o RPMI-1640
Reactivo de Folin

Solucion DPPH

Solucién tampon de fosfato estéril (PBS)
Solucion tripsina-EDTA 0.25%

Suero bovino fetal

Sulforodamina B (SRB) 0.4%

Tris base

7.3.3.3 Materiales varios
Agua destilada
Algodon
Bafio de maria
Bata de manga larga
Bolsas plasticas
Botellas y placas de cultivo celular estériles
Cubre objetos
Guantes
Hielera
Hielo
Laminas porta objetos

Marcador permanente

50
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Micropipetas automaticas de diversos volimenes
Papel filtro

Percolador

Pipetas plasticas

Pipeteador automatico para pipetas de plastico
Plastico oscuro

Regla

Sal de mar

Tips con y sin filtro

Tubos de plastico

7.3.3.4 Cristaleria
Balon de 1000 mL
Balon recolector de extraccion.
Beaker 50mL, 100 mL, 250 mL, 1000 mL
Cristalizadores
Erlenmeyer 50mL, 100 mL, 250 mL, 1000 mL
Material de vidrio para la extraccion y anlisis de laboratorio:
Probeta 1000 mL

Varilla de agitacion

7.3.3.5 Otros
Linea celular cancerosa (MCF-7)
Linea celular normal (Vero)

Nauplios de A. salina

7. 4 Procedimiento

7.4.1 Recoleccion de especies vegetales

El material se colecté en una semana en los municipios de Samayac y San Bernardino, del
departamento de Suchitepéquez (corteza y hojas de Bursera simaruba y Byrsonima crassifolia),

donde también se secaron. De las muestras colectadas se obtuvo la georeferencia especifica y un
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numero de voucher (B. crassifolia: CFEH 1216; B.simaruba: CFEH 1217) como referencia de

determinacion botéanica de las plantas que quedo en el Herbario de Farmaya.

7.4.2 Preparacion de extractos vegetales (extraccion fraccionada)

El procedimiento consistié en moler el material vegetal y colocarlo en el percolador cubriéndolo
con el disolvente correspondiente aplicando un gradiente de polaridad creciente (hexano,
diclorometano, acetato de etilo y butanol), dejando reposar por 24 h con cada solvente por
triplicado. Posteriormente se recuperd la fase liquida del percolador y se concentro en el rotavapor
ajustando la temperatura, presion y rotacion segun el tipo de solvente utilizado para la evaporacion
del disolvente y posterior condensacion. Luego se colocd nueva porcion del disolvente al
percolador donde estaba el material vegetal, se dejo reposar nuevamente por 24 horas, y se repitio
el procedimiento en el rotavapor hasta un total de tres veces para cada solvente. EI material
obtenido se coloc6 finalmente en un desecador parar obtener el extracto; luego se agregd el
siguiente solvente al percolador con el material para preparar las demas fracciones a evaluar
(Cechinel-Filho & Yunes, 2001).

7.4.3 Evaluacion de la actividad antioxidante de extractos vegetales

7.4.3.1 Bioautografia (Cromatografia en capa fina- CCF)

Tamizaje cualitativo primario que forma parte del protocolo de evaluacion de las muestras cuya
actividad antioxidante sera cuantificada por el método micrométrico de DPPH en LIPRONAT. Se
aplicé con capilares 10 puL de muestra en una placa cromatografica de silica gel 60F,s4. Se
cololocd la placa en una cdmara de vidrio saturada con la fase movil compuesta de acetato de etilo:
acido acético: acido formico: agua (100:11:11:26). Luego se esperd hasta que el eluente migrara
por capilaridad hasta el punto superior de la placa (3 cm antes del borde). Se dejé secando 30 min
y se asperjo con DPPH (1 mg/mL en metanol) para revelar el corrimiento (Badarinath,
Gnanaprakash, Mallikarjuna, Rajan, Ramkanth & Sudhana, 2010). Los extractos con actividad
antioxidante presentaron decoloracion del DPPH vy, dependiendo de la cantidad (area) de
decoloracion visualizada, la actividad se clasific6 como baja (+), moderada (++), fuerte (+++) y

muy fuerte (++++).
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7.4.3.2 Método micrométrico de DPPH

Se pesaron 20 mg de extracto seco y se agregé 1 mL de metanol, se sonific6 30 min y se
procedi6 a preparar diluciones para tener las siguientes concentraciones: 4, 8, 12, 16, 20 mg/mL. El
mismo dia se preparé el DPPH a utilizar pesando 1.7 mg del reactivo DPPH y disolviendo con

metanol en un baldn aforado de 25 mL.

Segun la distribucion de la microplaca de 96 pozos de fondo plano (Figura 1), se colocaron los
pozos de reaccion para: las muestras (las cinco diluciones se determinaron por triplicado), blanco
de muestra (consiste en la muestra con metanol, para asegurar que la absorbancia medida fuera la
correspondiente a la reaccién; se realizé para cada dilucion ya que tenian una concentracion
distinta), control (realizado con metanol ya que fue el disolvente del DPPH, se midié por
duplicado, a cada lado de la placa, con el fin de obtener un valor representativo para esa mitad de
datos) y blanco control (por duplicado, fue Unicamente metanol por ser el solvente utilizado para la
prueba) (Tabla 10). Se sigui6 el mismo procedimiento con los controles positivos (que poseian una
alta capacidad antioxidante) para validar la corrida (Tabla 11).

Figura 1. Distribucion de la microplaca para determinar la capacidad antioxidante por el método de DPPH.

MxL Mx3 iAx4

H G F || I B A
1 [pT_ DT TP §] 3 D1 D1 1
2 P2 D2 D2 D2 D2 2
3 |[Pp3 D3 D3 D3 D3 3
4 |4 D4 D4 D4 D4 4
5 (b5 D5 D5 D5 D5 5
6 |BC BC 6
7 [cc cC 7
s Pt D1 D1 D1 D1 8
9 [P2 D2 D2 D2 D2 9
10 [Pp3 D3 D3 D3 D3 10
11 [p4 D4 D4 D4 D4 11
12 |p5 D5 D5 D5 D5 12

H G F B A

*Mx: muestra, D1: dilucion 4 mg/mL, D2: dilucion 8mg/mL, D3: dilucion 12 mg/mL, D4: dilucién 16 mg/mL, D5:
dilucién 20 mg/mL, BC: blanco control, CC: control; B: blanco.
Fuente: Laboratorio de investigacion de productos naturales, 2013a.
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Tabla 10: Serie de pozos para la determinacion de capacidad antioxidante por el método de DPPH

Reactivo  Muestra(uL?) Metanol (uL) Soluciéon de DPPH
Pozo (150uM)
Blanco control P 220 -
Control -- 20 200
Blanco de ensayo 20 200 --
Ensayo 20 -~ 200

auL:microlitro; "no aplica.
Fuente: Laboratorio de investigacion de productos naturales, 2013a.

Tabla 11. Preparacion de los controles positivos de la prueba micrométrica de DPPH.

Estandar Solucién No. Dilucién Concentracion
madre (mg/mL)
VitaminaC 20mg¥ 1mL" D1° 10uL/5mL MetOH 0.04
MetOH ° D2 15uL/5mL MetOH 0.06
D3 20uL/5mL MetOH 0.08
D4 25uL/5mL MetOH 0.10
D5 30uL/5mL MetOH 0.12
Quercetina  2mg/ 1mL D1 100pL/5mL MetOH 0.04
MetOH D2 125uL/5mL MetOH 0.05
D3 150uL/5mL MetOH 0.06
D4 175uL/5mL MetOH 0.07
D5 200uL/5mL MetOH 0.08
Rutina 20mg/ 1mL D1 20puL/5mL MetOH 0.08
MetOH D2 30uL/5mL MetOH 0.12
D3 40uL/5mL MetOH 0.16
D4 50uL/5mL MetOH 0.20
D5 60uL/5SmL MetOH 0.24
Terbutil- 10mg/ 5mL D1 200uL/5SmL MetOH 0.08
hidroxi- MetOH D2 250uL/5mL MetOH 0.10
quinona D3 300uL/5mL MetOH 0.12
(TBHQ) D4 350uL/5mL MetOH 0.14
D5 400uL/5mL MetOH 0.16
Trolox MetOH D1 200uL/5mL MetOH 0.08
D2 300uL/5SmL MetOH 0.12
D3 400uL/5mL MetOH 0.16
D4 500uL/5mL MetOH 0.20
D5 600uL/5mL MetOH 0.24

2 miligramo; "mililitro; “metanol; “dilucién.
Fuente: Laboratorio de investigacion de productos naturales, 2013b.

Se dej6 incubando a temperatura ambiente la placa por 30 min, cubierta con papel aluminio
para protegerla de la luz y se ley6 en un fotometro de microplacas a 490 nm. Se calcul6 el
porcentaje de inhibicion de la siguiente manera:

1. Obtener el promedio de absorbancias para cada dilucion.

2. En cada dilucidn calcular el porcentaje de inhibicién con la siguiente formula:
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% Inhibicion = (Absorbancia del control-Absorbancia del ensayo) X 100

Absorbancia del control

NOTA:
Absorbancia del control= absorbancia del control — absorbancia del blanco de control.
Absorbancia del ensayo= absorbancia del ensayo — absorbancia del blanco respectivo.

Al menos uno de los puntos obtenidos para la muestra (sin importar en cuél dilucion se
determind) debid estar en el rango de 60-70% de inhibicidn, para asegurar la validez del método,

de lo contrario se realizaron nuevas diluciones con diferentes concentraciones hasta conseguirlo.

Con los valores de porcentaje de inhibicion de la curva de lectura () y la concentracién (X) se
realiz6 la regresion lineal y se calculé el valor de r? el cual tuvo que ser lo més cercano a 1 (>0.97)
para tomar como valida la curva realizada (Badarinath et al., 2010; Bhat & Sharma, 2009; Kamal-
Eldin, Ruales, & Vasco, 2008).

Seguidamente, se expreso la inhibicion obtenida en términos de concentracion inhibitoria media
(ICsp, concentracion a la cual el extracto inhibio el 50% de la actividad del radical DPPH) obtenida

a través de la siguiente ecuacion:

ICs0= 50- intercepto
Pendiente

Los 1Cso obtenidos se compararon con los estandares antes descritos, en donde se considerd que
los extractos que obtuvieron un menor 1Cs que los estdndares, poseian una eficiencia antioxidante

significativa.

7.4.3.3 Determinacion micrométrica de compuestos fenolicos por el método de Folin- Ciocalteu
Se prepard una curva patron con acido galico disuelto en agua en concentraciones de 0.02, 0.04,

0.08, 0.12, 0.16 y 0.2 pg/pL. Las muestras se prepararon realizando las diluciones en las cuales se
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determind la concentracién de compuestos antioxidantes capaces de inhibir el 50% del radical
DPPH, segun método micrométrico de DPPH empleado para la determinacion de actividad
antioxidante de los extractos.

En una microplaca de 96 pozos se colocaron en el siguiente orden los ensayos, por triplicado: en
el primer pozo se coloco el blanco de reaccion consistente en 25 pL de agua, en los siguientes 5
pozos se colocd la curva patron de acido gélico empleando 25 pL de cada dilucién para cada pozo,
en los siguientes pozos se colocaron 25 pL de las diluciones preparadas de los extractos. A todos
los pozos se les agregaron 50 pL de reactivo de Folin y 200 puL de Na,CO32% (de 100 en 100 pL
para evitar efervescencia). Se mezcl6 e incubd 2 horas a temperatura ambiente. Se leyé en un

espectrofotometro de microplacas a 630 nm.

A partir de las concentraciones y densidades Opticas medidas del &cido galico (compuesto de
referencia), se realiz6 una curva de calibracion, que permitio obtener la ecuacion de la recta: y =
mx+b, donde y: densidad Optica a 630nm; y x: concentracién de acido galico. Por medio de esa
ecuacion se calculé para cada muestra (con base en su absorbancia) la concentracion de
compuestos fendlicos totales, la cual se dividié entre el peso de muestra empleado para el ensayo.

Los resultados obtenidos se expresaron como pg de &cido gélico/g de peso seco (Paladino, 2008).

7.4.4 Ensayos bioldgicos (bioensayos)

7.4.4.1 Ensayo de citotoxicidad en Artemia salina

Se prepard una solucion de agua de mar disolviendo 35 g de sal de mar en un litro de agua
destilada, se marcé el volumen ocupado por la solucion y se hirvié por 30 minutos. Luego, se
agregd nuevamente agua destilada hasta completar el volumen de agua perdido por evaporacion; la
solucion se filtrd y se almacend en refrigeracion hasta el momento de ser utilizada, siendo estable
por 30 dias a temperatura de 6 a 8°C. Se forrd la mitad de una micro pecera (extremo izquierdo)
con plastico oscuro (lado oscuro), dejando la otra mitad (extremo derecho), con iluminacion

normal (lado con luz) (Laboratorio de investigacion de productos naturales, 2013c).

Se colocaron 200 ml de la solucién de agua de mar y se dejaron airear 30 minutos a temperatura

ambiente; luego esta solucion aireada se colocé en el lado oscuro de la pecera y se agregaron 40
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mg de huevecillos de A. salina distribuidos comercialmente, y se incubaron por 48 h a temperatura
ambiente con luz artificial. Al eclosionar los nauplios pasaron al lado con luz y se utilizaron en el

ensayo (Laboratorio de investigacion de productos naturales, 2013c).

Se pesd 1 mg de la fraccion a ensayar y se disolvio en 1 ml de agua pura, se homogenizé hasta
lograr una disolucion uniforme de la fraccion. En una microplaca de 96 pozos estéril (fondo plano)
se agregd por triplicado 100 pL de la solucion preparada con 100 pL de agua de mar conteniendo
10 nauplios (los nauplios se pescaron de dos en dos, con un tip amarillo que tuviera la punta
cortada para evitar lesionarlos). Como control negativo se utilizd, en lugar de los 100 uL de la
solucién preparada, 100 pL de agua pura. Se incubd la placa a temperatura ambiente con luz
artificial 24 h, luego se contaron con la ayuda de un esteredscopo, el nimero de nauplios muertos
por pozo. Posteriormente, para determinar la cantidad total de nauplios colocados en cada pozo, se
mataron todos agregando 100 pL de metanol a cada pozo. Si se observaban nauplios muertos en el
control negativo, la prueba quedaba invalidada. Si el extracto demostraba tener 100% de actividad,
es decir, mataba todos los nauplios (se alcanzaba la dosis letal, LD1qo), se realizaban diluciones
para alcanzar las concentraciones de 0.5 mg/mL y 0.25 mg/mL, con el fin de determinar la dosis
letal media, LDso. El criterio de toxicidad fue el siguiente: LDso>1mg/mL (no tdxico), >0.5 <1
mg/mL (toxicidad débil), <0.5 mg/mL (téxico) (Abramovitz et al., 1956; Anderson, Goetz,
McLaughlin & Suffness, 1991; Berger, Caceres, Gonzalez, Lopez, Maki & Tada, 1998; Biirgi,
Jaki, Orjala, & Sticher, 1999; Laboratorio de investigacion de productos naturales, 2013c; Leos-
Rivas, Verde, Cruz, Barron, Rivas & Oranday, A, 2013; Meyer et al., 1982).

7.4.4.2 Ensayo de citotoxicidad en cultivo celular por medio del ensayo de sulforodamina B

7.4.4.2.1 Cultivo celular

Los extractos fueron analizados en el laboratorio de la Dra. Cecilia Diaz, participante de
RIBECANCER, en el Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica.

Inicialmente se descongelaron las células criopreservadas y se cultivaron monitoreando
diariamente su crecimiento, asegurandose que no existiera contaminacion. Seguidamente se cultivo

la linea tumoral en botellas de cultivo de 75 cm? conteniendo 15-18 mL de medio de cultivo
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DMEM o RPMI 1640 suplementado a 37°C en atmosfera humeda con 5-7% de CO,. El medio de
cultivo se cambié cada 48 h hasta que las células alcanzaran el 80% de confluencia (Caamal-
Fuentes et al., 2011; Longato et al., 2011).

Para el ensayo de citotoxicidad se retird todo el medio de la botella y se colocaron 10 ml de
PBS, se mezcld y saco el volumen total de PBS. Seguidamente, se despegaron las células de la
botella de cultivo por tripsinizacion con 1.5 mL de tripsina 1X. Se incubd 3-5 minutos a 37°C con
5-7% de CO,. A continuacién se agrego 1.5 mL de medio para neutralizar la tripsina y lavar las
paredes de la botella, seguidamente se retird todo el volumen y se pasé a un tubo de plastico y se
centrifugd 4 minutos. Se decant6 y agreg6é 1 mL de medio y se mezcld. El contenido se coloco en
un eppendorf y se tomaron 20 puL para hacer el conteo de células en un hemocitometro, en cinco
cuadrantes, diluyendo 1:5 o 1:10, segln la necesidad, en azul de tripan para calcular el namero de
células por mL que se tenian en solucion. Se centrifugd a 1200 rpm (300g) por 7 minutos. El
sobrenadante se aspir0 y se agregd medio de cultivo suplementado fresco y se resuspendieron las
células en un volumen apropiado para sembrarlas a la densidad deseada (Helgason, 2004).

7.4.4.2.2 Ensayo de citotoxicidad por el método de sulforodamina B (SRB)

Se preparé con el medio suplementado la cantidad de volumen necesario que permitiera
inocular una densidad de 1,000-200,000 células por pozo en un volumen de 100 uL en una placa y
media de cultivo de 96 pozos. Se incubd toda la noche para permitir que se adhirieran a la placa
(Kirtikara & Vichai, 2006; McMahon et al., 1990).

A las células se les agregaron diferentes concentraciones de los extractos vegetales (0.5, 5,25y
50 pg/mL), provenientes de un stock de 2.5 mg de extracto, diluidos con 0.05 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) y disueltos en el medio de cultivo sin ciprofloxacina. Se incubaron a
37°C en atmdsfera hiumeda con 5-7% de CO, por 48 hrs (Longato et al., 2011). Posteriormente, las
células fueron fijadas con acido tricloroacético al 50% (con el propdsito de tener una concentracion
final del 10%) por 1 h a 4°C sin agitacién (notar que media placa fue fijada a las 24h luego del
sembrado, ya que no se le agregd tratamiento y sirvié para determinar el crecimiento basal). Se
descartd el sobrenadante y se lavaron todos los pozos 5 veces con agua dejando secar la placa al

aire. Luego se tifieron las células con SRB al 0.4% por 20-30 minutos a temperatura ambiente. Se
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removid el colorante no adherido lavando 4 veces con acido acético al 1% y se dejo secar la placa
al aire. El colorante adherido a las células fue solubilizado con Trisma base 10 mM (pH 10.5) por 5
minutos en un agitador orbital. Después se determind la densidad 6ptica en un espectrofotémetro a
540 nm (Longato et al., 2011; McMahon et al., 1990) restando el ruido leido a 690 nm. Como
control positivo se utilizd clorhidrato de doxorrubicina (Kirtikara & Vichai, 2006) en
concentraciones de 0.0005, 0.0025, 0.005, 0.025, 0.05, 0.25, 0.5 y 2.5 pg/mL, y como control
negativo DMSO en concentraciones de 0.5, 5, 25 y 50 pg/mL.

Luego se determinaron los valores de concentracion inhibitoria media del extracto (ICs,
concentracion a la cual se inhibe el 50% del crecimiento) (Caamal-Fuentes et al., 2011) utilizando
los datos obtenidos en graficas de dosis-respuesta, aplicando un andlisis de regresién no lineal por
medio del software SlideWrite Plus. Cada extracto evaluado se clasifico, de acuerdo al NCI, como
moderadamente citotoxico (20 < ICso < 50 pg/mL), citotoxico (10< ICso <20 pg/mL), y altamente
citotoxico (ICsp <10 pg/mL) (Ellithey, Hussein, Lall & Meyer, 2014). Segun el criterio de
seleccion establecido en RIBECANCER, Unicamente aquellos extractos altamente citotoxicos
calificarian para las siguientes fases del estudio, en donde se determinaria su 1Cyq, indice de
selectividad y genotoxicidad. La razon para seleccionar este punto de corte fue que se considero
que una dosis citotoxica del extracto superior a 10 ug/mL no es bioldgicamente relevante para el

aislamiento posterior de moléculas bioactivas.



60

8. Disefio estadistico y validez del método

El presente estudio fue experimental. El ensayo biologico en Artemia salina se realizd por
triplicado y la validez del procedimiento se determind por la falta de nauplios muertos en el control

negativo de la prueba.

Por otro lado, para el estudio de citotoxicidad se realizé un modelo de regresion no lineal dosis-
respuesta utilizando el software SlideWrite Plus con el fin de determinar no sé6lo la concentracién
inhibitoria media (ICsp) sino también el error estdndar. Del mismo modo se asegurd que el DMSO
(dimetil sulféxido) no fuera téxico para las células y que la curva dosis-respuesta del control

positivo (doxorrubicina) fuera la esperada.

Por ultimo, en cuanto a la actividad antioxidante, el andlisis estadistico se llevd a cabo por
medio de una curva de lectura, empleando también controles positivos, a partir de la cual se realiz6
la regresion lineal. La validez del estudio se obtuvo a partir de un coeficiente de correlacion

cercano a uno.
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9. Resultados

Se recolectaron la corteza y las hojas de dos plantas nativas de Guatemala, Bursera simaruba y
Byrsonima crassifolia, en dos viajes a distintas fincas del departamento de Suchitepéquez. La

georeferencia se muestra en la Tabla 12 (Anexo 3, fotografias 1 y 2).

Tabla 12. Recoleccion del material vegetal

Nombre  Especie vegetal Organo Estado Procedencia Coordenadas

comun geograéficas

Nance Byrsonima crassifolia  Corteza Fresco  Ecoparcela el Kakawatal. Latitud: 14° 33’ 07.7”
Hoja Fresco  Samayac, Suchitepéquez ~ Longitud: 091° 27’ 59.4”

Palojiote  Bursera simaruba Corteza Fresco  San Bernardino, Latitud: 14° 33” 43.9”
Hoja Fresco  Suchitepequez Longitud: 091° 27’ 16.7”

°Grados, *minutos,”segundos.
Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en fincas ubicadas en Suchitepéquez.

Cada 6rgano vegetal recolectado fue secado y sometido a una extraccion fraccionada realizada
por percolador y rotavapor (Anexo 3, fotografia 3), utilizando distintos solventes en un gradiente
de polaridad creciente (hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol). A partir del peso seco
de cada extracto se calculd su porcentaje de rendimiento (Tabla 13), evidenciandose que el mejor
resultado se obtuvo con la fraccion butandlica de la corteza de B. crassifolia.

Tabla 13. Porcentaje de rendimiento de las fracciones obtenidas

Especie vegetal Solvente Organo Peso del extracto (g) Renc::;: )' ento
Byrsonima crassifolia Hexano Corteza 4.9763 2.48815
Diclorometano Corteza 0.6192 0.3096
Acetato de etilo Corteza 1.2177 0.6089
Butanol Corteza 35.7015 17.8508
Hexano Hoja 2.8698 1.4349
Diclorometano Hoja 2.9704 1.4852
Acetato de etilo Hoja 1.1744 0.5872
Butanol Hoja 3.6156 1.8078
Bursera simaruba Hexano Corteza 2.3434 1.1717
Diclorometano Corteza 0.7268 0.3634
Acetato de etilo Corteza 0.5495 0.2748
Butanol Corteza 1.7664 0.8832
Hexano Hoja 4.0651 2.0325
Diclorometano Hoja 1.5870 0.7935
Acetato de etilo Hoja 0.7978 0.3989
Butanol Hoja 0.8559 0.4280

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT).
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Por otro lado, en la Tabla 14 se reportan los resultados del tamizaje de citotoxicidad general
realizado en nauplios de Artemia salina (Anexo 3, fotografia 4), expresados como dosis letal media
(LDsp). Se puede observar que ningun extracto fue tdxico, pues no mataron a mas del 50% de la

poblacién inicial de nauplios.

Tabla 14. Tamizaje de citotoxicidad general con Artemia salina.

Especie vegetal Solvente Organo LDs®
Byrsonima crassifolia Hexano Corteza > 1mg/mL
Diclorometano Corteza > 1mg/mL
Acetato de etilo Corteza > 1mg/mL
Butanol Corteza > 1mg/mL
Hexano Hoja > 1mg/mL
Diclorometano Hoja > 1mg/mL
Acetato de etilo Hoja > 1mg/mL
Butanol Hoja > 1mg/mL
Bursera simaruba Hexano Corteza > 1mg/mL
Diclorometano Corteza > 1mg/mL
Acetato de etilo Corteza > 1mg/mL
Butanol Corteza > 1mg/mL
Hexano Hoja > 1mg/mL
Diclorometano Hoja > 1mg/mL
Acetato de etilo Hoja > 1mg/mL
Butanol Hoja > 1mg/mL

®Dosis letal media. De acuerdo al criterio de toxicidad empleado en el estudio, concentraciones >1mg/mL, fueron
consideradas no toxicas.
Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT).

La evaluacion de la capacidad citotoxica de los extractos sobre la linea celular de cancer de
mama (MCF-7) se realiz6 cuantificando la densidad celular por medio de la tincion de
sulforodamina B (SRB). Todos los ensayos se validaron utilizando como control positivo
clorhidrato de doxorrubicina. Los resultados se presentan en la Tabla 15, expresados como
concentracion inhibitoria media [ICs]. Debido a que ninguna de las fracciones orgéanicas
evaluadas demostrd ser altamente citotdxica segun el protocolo establecido por RIBECANCER
(ICsp <10 pg/mL), no se realizo la determinacion de ninguno de los demés parametros (célculo de
la concentracion inhibitoria total [1C4q0], la capacidad citotdxica sobre la linea celular normal Vero,
el calculo del indice de selectividad [IS] y determinacion del potencial genotoxico) para dichos

extractos.
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Tabla 15. Evaluacion de la capacidad citotdxica sobre linea celular de cancer de mama (MCF-7).

Especie vegetal Solvente Organo (o
Promedio Error

(ug /mL) estandar
b

Byrsonima crassifolia  Hexano Corteza --£
Diclorometano Corteza 45.455 0.298
Acetato de etilo  Corteza - --
Butanol Corteza - --
Hexano Hoja 30.913 2.838
Diclorometano Hoja 29.259 2.042
Acetato de etilo  Hoja - --
Butanol Hoja - -

Bursera simaruba Hexano Corteza 14.057 2.019
Diclorometano Corteza 22.589 0.569
Acetato de etilo  Corteza - --
Butanol Corteza - --
Hexano Hoja - --
Diclorometano Hoja 22.517 7.508
Acetato de etilo  Hoja - --
Butanol Hoja - --

Doxorrubicina Control Control positivo 0.0397 0.015

Concentracion inhibitoria media, >> 50 ug/mL, “no aplica.
Fuente: Extractos evaluados en el Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica.

Seguidamente se analizé la capacidad antioxidante de cada extracto por un método cualitativo a
través de una cromatografia en capa fina (CCF) (Anexo 3, fotografia 7). Los extractos que
mostraron actividad antioxidante fueron sometidos a dos estudios cuantitativos: evaluacion
micrométrica de DPPH y cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu (Tabla
16). Tanto para la prueba cualitativa como para una de las pruebas cuantitativas (metodo
micrométrico de DPPH), se utilizaron estandares de referencia de metabolitos secundarios con

actividad antioxidante conocida para comparar los resultados obtenidos (Anexo 3, fotografia 8).

En la Tabla 16 se puede observar que todos los extractos mostraron actividad antioxidante en el
tamizaje cualitativo primario (CCF) y, con la prueba micrométrica del DPPH y la cuantificacion de
fenoles totales, fue posible determinar que la fraccion mas activa de todas fue la extraida de la
corteza de B. crassifolia con acetato de etilo. En relacion a esta especie, las siguientes fracciones
que mostraron la mayor actividad fueron las extraidas de la corteza con butanol y de las hojas con

acetato de etilo, respectivamente, mientras que para B. simaruba, se observo que la fraccion con
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mayor capacidad antioxidante fue la butanolica de la corteza, seguida de la extraida con acetato de

etilo del mismo 6rgano (Tabla 16).

Tabla 16. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos evaluados.

Especie vegetal Extracto Organo Pruebas
CCF*/DPPH" ICso° (Mg/mL) Fenoles totales
(ug de acido galico/
g de extracto)
Byrsonima crassifolia  Hexano Corteza +7 28.3139 + 1.1981 0.0079 + 0.0002
Diclorometano Corteza ++ 1.8704 +0.0148 0.0379 + 0.0011
Acetato de etilo  Corteza ++++ 0.1040 £ 0.0021 0.3217 + 0.0082
Butanol Corteza +++ 0.2229 + 0.0004 0.1905 + 0.0051
Hexano Hoja + 6.1581 + 0.2838 0.0087 + 0.0003
Diclorometano Hoja + 2.3196 £ 0.1581 0.0324 = 0.0011
Acetato de etilo  Hoja +++ 0.2875 + 0.0032 0.0158 + 0.0004
Butanol Hoja +++ 2.3382 +0.0801 0.2251 + 0.0081
Bursera simaruba Hexano Corteza + 16.0147 £ 0.3589 0.0132 £ 0.0004
Diclorometano Corteza + 2.7207 £ 0.0070 0.0414 £ 0.0014
Acetato de etilo  Corteza ++ 0.6016 £ 0.0056 0.0080 + 0.0002
Butanol Corteza ++++ 0.1350 £ 0.0069 0.2932 + 0.0075
Hexano Hoja + 6.3862 = 0.1654 0.0184 + 0.0006
Diclorometano Hoja + 2.5414 +0.0282 0.0477 = 0.0016
Acetato de etilo  Hoja + 4.5956 + 0.2008 0.0453 + 0.0015
Butanol Hoja +++ 0.7665 + 0.0169 0.0689 + 0.0019
Rutina Estandar ++++ 0.1671 % 0.0062 -
Quercetina Estandar ++++ 0.0749 £ 0.0004 -
Trolox Estandar ++++ 0.1180 £ 0.0008 -
TBHQ® Estandar ++++ 0.1147 + 0.0007 -
Vitamina C Estandar ++++ 0.0896 + 0.0105 -

*Cromatografia en capa fina, "1,1-difenil-2-picril-hidrazilo, ‘concentracién inhibitoria media, “no aplica, °terbutil
hidroxiquinona, "la actividad se clasifico como baja (+), moderada (++), fuerte (+++) y muy fuerte (++++).
Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT).

Por ultimo, en la Tabla 17 se presenta un resumen de los resultados expuestos anteriormente,

con el fin de facilitar la comparacion de las diversas pruebas para todas las fracciones analizadas.
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Tabla 17. Resumen de resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad antioxidante y citotoxicidad de cuatro fracciones organicas de Bursera simaruba y
Byrsonima crassifolia.

Especie Extracto Organo Rendi- Evaluacion de la
vegetal vegetal miento Evaluacion de la capacidad antioxidante citotoxicidad
de la General MCF-7¢
extrac- (A.salina)’
cién
(%) CCF*/  ICs° (mg/mL) Fenoles Totales LDg’ Promedio Error
DPPH® (ug de &cido (mg/mL)  (ug/mL)  estandar
gélico/g de
extracto)
Byrsonima Hexano Corteza 2.48815 +! 28.3139+£1.1981 0.0079 + 0.0002 > 1 - -9
crassifolia Diclorometano  Corteza 0.3096 ++ 1.8704 +0.0148 0.0379 + 0.0011 > 1 45.455 0.298
Acetato de etilo  Corteza 0.6089 ++++ 0.1040 + 0.0021 0.3217 + 0.0082 > 1 -- -
Butanol Corteza 17.8508 +++ 0.2229 £ 0.0004 0.1905 + 0.0051 > 1 -- -
Hexano Hoja 1.4349 + 6.1581 +0.2838  0.0087 + 0.0003 > 1 30.913 2.838
Diclorometano  Hoja 1.4852 + 2.3196 £0.1581  0.0324 + 0.0011 > 1 29.259 2.042
Acetato de etilo  Hoja 0.5872 +++ 0.2875+0.0032  0.0158 + 0.0004 > 1 - -
Butanol Hoja 1.8078 S 2.3382+£0.0801  0.2251 + 0.0081 > 1 - -
Bursera Hexano Corteza 1.1717 + 16.0147 £ 0.3589  0.0132 + 0.0004 > 1 14.057 2.019
simaruba Diclorometano  Corteza 0.3634 + 2.7207 £ 0.0070 0.0414 + 0.0014 > 1 22.589 0.569
Acetato de etilo  Corteza 0.2748 ++ 0.6016 +0.0056  0.0080 + 0.0002 > 1 - -
Butanol Corteza 0.8832 ++++ 0.1350 + 0.0069  0.2932 + 0.0075 > 1 - -
Hexano Hoja 2.0325 + 6.3862 £ 0.1654  0.0184 + 0.0006 > 1 - -
Diclorometano  Hoja 0.7935 + 2.5414 £ 0.0282 0.0477 = 0.0016 > 1 22,517 7.508
Acetato de etilo  Hoja 0.3989 + 4.5956 + 0.2008 0.0453 + 0.0015 > 1 -- -
Butanol Hoja 0.4280 +++ 0.7665+0.0169  0.0689 + 0.0019 > 1 - -
Rutina Estandar - ++++ 0.1671 + 0.0062 - - -
Quercetina Estandar - ++++ 0.0749 + 0.0004 - - -
Trolox Estandar - ++++ 0.1180 + 0.0008 - - -
TBHQ" Estandar - ++++ 0.1147 + 0.0007 - - -
Vitamina C Estandar - ++++ 0.0896 £+ 0.0105 - - -
Doxorrubicina Control positivo - - - - 0.0397 0.015

®Cromatografia en capa fina, b,l-dife_niI-2-picri|-hidraziIo, ‘concentracién inhibitoria media, “dosis letal media, ®linea celular de cancer de mama, "> 50 pg/mL,
%o aplica, "terbutil hidroxiquinona, 'la actividad antioxidante en CCF se clasifico como baja (+), moderada (++), fuerte (+++) y muy fuerte (++++), Jel ensayo
con A. salina, se reporta como >1mg/mL si la cantidad de nauplios muertos con el compuesto puro no sobrepasaba el 50% de la poblacion inicial.

Fuente: Datos obtenidos experimentalmente en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT) con excepcion de los resultados de
citotoxicidad contra la linea celular de cancer de mama (MCF-7), que fueron evaluados en el Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica.
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10. Discusién de resultados

Inicialmente se realizé una extraccion fraccionada con un gradiente de polaridad creciente
(hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol) de los 6rganos vegetales colectados (Anexo 3,
fotografias 1, 2 y 3), obteniendo variaciones en el rendimiento de cada extraccion (Tabla 13). Esto
se debio a que cada especie vegetal tiene una composicidn Gnica y sus metabolitos fueron extraidos
segun su afinidad con cada solvente bajo el principio de: lo similar disuelve lo similar
(Thiruvengadarajan & Yalavarthi, 2013).

En el presente estudio se encontr6 que ninguna fraccién tuvo actividad citotdxica en el tamizaje
de citotoxicidad general contra nauplios de Artemia salina (Anexo 3, fotografia 4), pues la dosis
letal media (LDsp) fue mayor a 1mg/dL en todas las fracciones (Tabla 14). Los resultados
obtenidos con los extractos de Bursera simaruba fueron similares a los obtenidos por Villavicencio
y Pérez (2005), que reportaron una baja toxicidad del extracto etandlico. Asi mismo, en el caso de
los extractos de B. crassifolia los resultados obtenidos coincidieron con los reportados por Blanco
y Lainez (2002), que tampoco encontraron toxico el extracto etandlico de la corteza, y el de Berger
y colaboradores (1998), quienes reportan una baja toxicidad de las fracciones hexanicas, etandlicas

y acuosas de hoja y corteza de B. crassifolia.

Algunos estudios han reportado que los extractos aceténicos y metandlicos de B. simaruba y de
B. crassifolia poseen actividad antitumoral contra lineas de cancer de mama (MCF-7) y de cérvix
(HeLa) (Cates et al., 2013, 2014). Sin embargo, los resultados del presente estudio demostraron
que las fracciones organicas evaluadas, de hoja y corteza de estas especies, poseen
predominantemente una actividad citotoxica de moderada a nula contra la linea tumoral MCF-7.
Por esta razén, Unicamente se logré determinar la ICso en seis de las 16 fracciones evaluadas
(Tabla 15), debido a que las otras fracciones tenian una actividad tan baja que tendrian que haber
sido ensayadas en concentraciones superiores a las recomendadas por el NCI (> 50 pg/mL) para
alcanzar la dosis necesaria para inhibir el 50% de crecimiento celular, por lo que se consideraron
inactivas (Ellithey, Hussein, Lall & Meyer, 2014).
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Estos resultados difieren de los publicados por Cates y col. (2013), quienes reportaron que, a
una concentracion de 200 pg/mL, los extractos acetonicos y metanolicos de B. simaruba y B.
crassifolia eran activos contra las lineas celulares MCF-7 y Hela, inhibiendo mas del 60% de

crecimiento en ambas lineas celulares (Tabla 8).

Las diferencias encontradas entre estudios pueden atribuirse a que las concentraciones
evaluadas en el estudio de Cates y col. (2013) fueron considerablemente mayores a las utilizadas
como punto de corte en el presente estudio (10 ug/mL). Esto sugiere la posibilidad de que el efecto
antitumoral sea dosis-dependiente, y que al elevar las dosis de los extractos organicos se podria
lograr una mayor citotoxicidad. Sin embargo, de acuerdo a los criterios establecidos por expertos
de RIBECANCER, dosis mayores a las utilizadas ya no serian biolégicamente relevantes. No
obstante, dado que se ha demostrado que las lineas celulares tumorales pueden tener diferente
sensibilidad a la accion toxica de un mismo compuesto (Caamal-Fuentes et al., 2011; Longato et
al., 2011), puede considerarse la necesidad de evaluar la actividad citotdxica de los extractos del

presente estudio contra la linea celular de cancer de cérvix (HeLa).

Otro factor que debe tomarse en cuenta para explicar los resultados obtenidos en las pruebas de
citotoxicidad contra MCF-7 en este estudio es que el fraccionamiento con solventes organicos
ocasiona una separacion selectiva de los metabolitos secundarios, dando como consecuencia una
mezcla Unica de metabolitos en cada fraccién, lo que en algunas ocasiones puede resultar en una
mayor actividad antitumoral por la remocion de compuestos toxicos, pero que en otras puede
provocar una pérdida de la misma al separar metabolitos que actuaban de forma sinérgica (Acufia
et al., 2011; Kuete, 2014). Asi mismo, la variacion entre resultados pudo deberse a la diferencia en
la época y lugar de colecta de las especies vegetales analizadas, asi como al clima, humedad del
suelo, y cantidad de luz a la que estuvieron expuestas (Arango, Hurtado, & Toro, 2012; Osorio,
2009; Ruiz, Venegas, Chavez, & Eustaquio, 2010).

Es importante mencionar que un hallazgo interesante del presente estudio fue determinar que la
fraccion hexanica de la corteza de B. simaruba era citotoxica contra la linea celular MCF-7. Su
valor de ICsp (14.057 ug/mL) fue muy cercano al establecido como punto de corte en

RIBECANCER (10ug/mL). Como se menciond anteriormente, Cates y col. (2013, 2014)
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reportaron actividad antitumoral en los extractos acetdnicos y metandlicos de la corteza de esta
especie; segun la metodologia utilizada, en dichas fracciones organicas se esperaba que estuvieran
presentes metabolitos secundarios polares y apolares (Arboleda, Guzman, & Mejia, 2012; Arcila,
Loarca, Lecona, & Gonzalez, 2004). En el presente estudio, los extractos se prepararon en
solventes de polaridad creciente con el fin de lograr un aislamiento mas selectivo de las moléculas
bioactivas. Los resultados obtenidos sugieren entonces que las moléculas con actividad antitumoral
de la corteza de B. simaruba son predominantemente apolares, posiblemente sesquiterpenlactonas
y triterpenos, cuya actividad anti-cancer ha sido reportada en otros estudios (Jaimes, 2009; Pérez &
Lopez, 2010).

Se requerird realizar estudios posteriores para identificar a las moléculas responsables de la
actividad antitumoral de este extracto. Asi mismo, debera darse seguimiento al estudio de su
bioactividad contra las lineas celulares tumorales propuestas por el NCI para tamizaje de productos
naturales con posible actividad anti-cancer (National Cancer Institute, 2015), ya que podrian
encontrarse lineas tumorales mas sensibles a sus compuestos. Adicionalmente, el hecho de que el
extracto hexanico no haya producido citotoxicidad a los nauplios de A. salina, plantea la
posibilidad de que su toxicidad esté dirigida principalmente hacia células tumorales y no hacia
células normales, debido a que este ensayo puede correlacionar tanto con citotoxicidad hacia
células normales como malignas (Meyer et al., 1982; Zelada, Carvalho & Céceres, 2016), lo cual

supondria que su indice de selectividad seria aceptable.

Finalmente, debido a que ninguno de los extractos resultd altamente citotoxico (ICso < 10
ug/mL), de acuerdo a los criterios previamente establecidos, ninguno de ellos califico para pasar a
la siguiente fase del proyecto, en la que se evaluarian la 1Cy09, SU potencial genotéxico y se
calcularia el indice de selectividad. Por esta razén se descart6 la hipotesis del estudio.

Con respecto a la actividad antioxidante, es importante mencionar que se ha descrito que juega
un papel importante en la prevencion del cancer, ya que disminuye los radicales libres que
provocan el estrés oxidativo asociado a desordenes como el cancer (Begofia & Cadena, 2014). En
el presente estudio se realiz6 un tamizaje cualitativo primario de la actividad antioxidante en una

cromatografia en capa fina (CCF) (Tabla 16), donde se evidencié que todas las fracciones
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obtenidas de las dos plantas mostraron capacidad antioxidante (Anexo 3, fotografia 7). Estos
resultados correlacionan con la composicién quimica de las plantas, pues se ha encontrado que
ambas especies contienen metabolitos secundarios que actian como antioxidantes, por ejemplo:
taninos, sesquiterpenlactonas, polifenoles (flavonoides) y triterpenos (Hasegawa & Marcano, 2002;
Thomas et al., 2001) (Anexo 1).

En cuanto a B. simaruba, los ensayos cuantitativos (método micrométrico del DPPH y fenoles
totales) mostraron que la fraccion con mayor capacidad antioxidante fue la extraida de la corteza
con butanol, 1Cso = 0.1350 + 0.0069 pg/mL, seguida de la extraida de la corteza con acetato de
etilo, ICsp = 0.6016 + 0.0056 ug/mL (Tabla 16). Esto era de esperarse debido a que estos solventes
fueron los mas polares empleados durante el fraccionamiento, y la mayoria de antioxidantes
vegetales son solubles en solventes polares tales como los flavonoides -responsables de la mayor
capacidad antioxidante de los vegetales por ser los polifenoles méas abundantes-, las agliconas -
otros polifenoles- y las sesquiterpenlactonas (Martinez, 2011; Pérez, Lugo, Gutiérrez & Del-Toro,
2013; Quifiones, Miguel & Aleixandre, 2012).

De igual modo, en cuanto a B. crassifolia, se observo que la fraccion antioxidante més activa
fue la extraida con acetato de etilo de la corteza, 1Cso = 0.1040 + 0.0021 pg/mL, seguida de la
obtenida con butanol de la corteza, ICsp = 0.2229 + 0.0004 ug/mL. En cuanto a la primera, es
importante notar que fue la fraccion mas activa de todo el estudio, llegando a tener una actividad
antioxidante considerable, ya que al compararla con tres de los cinco estandares empleados (cuya
actividad ha sido previamente reportada) (Tabla 16), se observd que requiri6 una menor
concentracion para inhibir el 50% del radical libre DPPHe+ (ICs), por lo cual se recomienda
realizar un analisis fitoquimico (Lock, 2001), con el fin de identificar las moléculas responsables
de esa propiedad ya que podria resultar util aislarlas y emplearlas en la prevencion de

enfermedades asociadas a la produccion de radicales libres, como el cancer.

Es importante mencionar que las fracciones antioxidantes mas activas (menor ICsp) de cada
especie, presentaron la mayor cantidad de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu, lo que

indica que para estas fracciones la actividad antioxidante pudo deberse a los compuestos fendlicos,
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entre los que se podrian mencionar los flavonoides, tocoferoles y &cidos fenolicos (Gutiérrez &
Mufioz, 2011).
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11. Conclusiones

Ninguna de las fracciones organicas evaluadas de Bursera simaruba y Byrsonima
crassifolia demostro toxicidad contra nauplios de Artemia salina a las dosis estudiadas.
Ninguna de las fracciones organicas de las dos especies nativas evaluadas (Bursera
simaruba y Byrsonima crassifolia) presentd alta actividad anticancer (ICsp < 10 pg/mL)
sobre la linea tumoral MCF-7, indice de selectividad aceptable o efectos genotoxicos, por
lo que se descartd la hipdtesis inicial.

La fraccion hexanica de la corteza de B. simaruba fue citotoxica contra la linea celular
MCF-7 (ICsp = 14.057 ug/mL).

Todas las fracciones de las dos especies vegetales estudiadas presentaron actividad
antioxidante, obteniéndose mayor actividad en la fraccién extraida de la corteza de B.
crassifolia con acetato de etilo (ICso=0.1040 + 0.0021 pug/mL), seguida de la butandlica de
la corteza de B. simaruba (ICso = 0.1350 + 0.0069 pg/mL).
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12. Recomendaciones

e Tamizar la actividad citotoxica del extracto hexanico de la corteza de B. simaruba contra
lineas tumorales recomendadas por el NCI, porque se ha identificado que la actividad
anticancer de un mismo extracto puede variar de una linea tumoral a otra.

e Evaluar la citotoxicidad de los extractos de B. simaruba y B. crassifolia contra la linea tumoral
HeLa debido a que estudios previos han reportado actividad antitumoral de ambas especies
contra esta linea celular.

e Realizar el andlisis fitoquimico de la fraccion extraida con acetato de etilo de la corteza de B.
crassifolia para determinar las moléculas responsables de su capacidad antioxidante, ya que
podria resultar atil aislarlas para su posterior empleo en la prevencion de enfermedades

asociadas a la produccion de radicales libres, como el cancer.
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Anexo 1. Fichas técnicas

Bursera simaruba

Fuente: (Caceres, 2005).

Nombres

Nombre cientifico: Bursera simaruba (L) Sarg. (Burseraceae)

Sinonimias: Bursera gummifera L.; B. ovalifolia Engler; Elaphfium ovalifolium Schlecht.;
E. simaruba (L) Rose; E. subpubescens Rose; Pistacia simaruba L.; Terebinthus arborea
Rose; T. acuminata Rose, T. attenuata Rose (Caceres, 2005).

Nombres populares: Palo de jiote, Almacigo (espafiol), Chacah, Chino, Chicahuite,

Ginicuite, Indio desnudo, Jiote, Solpiem, Xacago-que, Palo mulato, Gumbo-limbo (inglés),
Fragon caranne Jobo (Céceres, 2005; Sistema de Informacidn para la Reforestacion [SIRE],
2011).
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Descripcion de la planta

Forma: arbol resinoso, de 5 a 20 m (hasta 35 m) de altura, con un didmetro de 40 a 80
cm (hasta 1 m). Copa/Hojas: Copa irregular y dispersa, con follaje ralo. Sus ramas se
extienden y forman una copa ancha y abierta; hojas compuestas, alternas, de 4 a 9 cm de
largo por 1.8 a 3.5 cm de ancho. Tronco/Ramas: Tronco con pocas ramas gruesas Y torcida,
es fornido y con frecuencia se bifurca a 2 m del suelo. Corteza: lisa, rojiza y se despega en
jirones (exfoliante). Flor(es): paniculas tirsiformes terminales o pseudoracimos, de 6 a 13
cm de largo incluyendo el pedunculo; con flores masculinas individuales, con 4 a 5 pétalos
rosados, verde amarillentos o blancos; flores femeninas con solo tres pétalos. Fruto(s).
Cépsula trivalvada (con tres angulos) con sélo el exocarpio dehiscente, de 10 a 15 mm de
largo, de 7 a 10 (15) mm de didmetro, triangular, moreno rojiza, dehiscente; se mantiene
durante partes terminales de las ramas y en gran numero (Alcocer, Batis, Gual, Sanchez &
Véasquez-Yanes, 1999).

Lugar de crecimiento

Especie distribuida desde el norte de México y extremo sureste de Estados Unidos, a
través de Centroamérica y las Antillas, hasta el norte de Brasil. Crece en bosques secos y
tropicales, desde el nivel del mar hasta 1,800 msnm. Se ha descrito en climas tropicales y
subtropicales (Calder6on, Medina & Rzedowski, 2004)

Figura 2. Distribucion natural de Bursera simaruba, en América Tropical.
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Fuente: Francis, 1990.
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Composicion quimica

La corteza contiene taninos (7-10%); segun el tamizaje fitoquimico presenta saponinas,
esteroles insaturados, leucoantocianinas, taninos, polifenoles, alcaloides,
sesquiterpenlactonas y aceite esencial. La goma resinosa contiene canfeno, elemicina,
amirenol y lignanos. EI género Bursera, en general, contiene triterpenos, bilignanos,
lignanos del tipo podofilotoxina y flavonoides, con actividad antiviral. Otras moléculas

bioactivas son a.amirina, B-sitosterol y elemicina (Céceres, 2005).

Composicion nutricional

No se ha reportado.

Partes usadas como alimento

No se ha reportado.

Cdmo se produce y cuando se colecta como alimento

No se ha reportado su uso como alimento. Sin embargo, el material medicinal se obtiene
por recoleccion silvestre, es relativamente frecuente ya que se acostumbra sembrar como
cerco vivo. Crece en clima tropical, soporta sequias prolongadas. Se propaga por semillas y
estacas que enraizan facilmente, en época lluviosa se sugiere su siembra para mejorar su
enraizamiento. Se utiliza la corteza que se obtiene de arboles botados para lefia o bien se
cortan tiras longitudinales de la corteza a finales de la época lluviosa. La corteza troceada

se seca al sol (Caceres, 2005).

Usos medicinales populares

A la corteza se le atribuye propiedad antiinflamatoria, astringente, diurética, laxante,
sudorifica y vulneraria; a la raiz se le atribuye propiedad astringente. La goma resinosa se
usa como medicina e incienso en los ritos religiosos (Céaceres, 2005). En algunos lugares se

utiliza la infusion que se obtiene para bajar de peso (Alcocer et al., 1999; SIRE, 2011).
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La decoccidn de corteza y hojas se usa para tratar anemia, afecciones gastrointestinales y
respiratorias, fiebre, gota, hernia, hidropesia, mal de orin, reumatismo, sifilis, hinchazén,

gonorrea, presion alta, paludismo, paperas y sarampion (Céaceres, 2005).

La decoccion de corteza se aplica de forma tdpica en afecciones dermatomucosas
(abscesos, cicatrices, heridas, lesiones venéreas, leucorrea, piodermia, rasquifia, sarna, tifia,

varicela), picaduras de insectos y otros animales ponzofiosos (Caceres, 2005).

Propiedades medicinales demostradas

Farmacologia experimental v clinica

Los extractos tanto acuoso como etandlico de las partes aéreas, mostraron actividad
espasmolitica en ileon de cobayos. El extracto etandlico presentd actividad vasodilatadora
en un estudio realizado in vitro con dérgano de ratas, asi como actividad estimulante del
musculo liso probado en duodeno de conejos (Biblioteca digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

La decoccion de la planta, evaluada por via nasogastrica en ratas, mostré actividad
diurética a la dosis de 1 g/kg. Extractos obtenidos con cloruro de metileno (MeC12) a partir
de frutos, hojas y corteza del tallo presentaron actividad citotdxica en cultivo de células
humanas de carcinoma de colon-115. Se ha reportado actividad antifungica para
Neurospora crassa esta con un extracto etandlico (Biblioteca digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

Los extractos tanto acuoso como etanolico de la corteza son activos contra S. aureus,
pero inactivos contra E. coli, el extracto diclorometanico de corteza es activo contra C.
albicans. La decoccidn de corteza es activa contra E. floccosum de cuatro dermatofitos; el
extracto etanolico es activo contra N. crassa. El extracto hexanico de hojas y sus fracciones
presenta una potente actividad antiinflamatoria comparable a fenilbutazona por la técnica

carragenina-adyuvante (Céaceres, 2005).
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Otros usos de la planta

El exudado se utiliza como adhesivo, la resina se usa como sustituto de la cola y como
cemento para pegar piezas rotas de loza, vidrio y porcelana; también se usa como
aromatizante el exudado y los frutos, hervidos en agua y endurecidos son utilizados como
incienso; la resina aromatica exudada se usa para repeler insectos, por lo que tiene uso
insecticida (Alcocer et al., 1999).

La madera tiene uso artesanal, combustible y se usa en la construccion. EI nombre
comun de la madera es “chacan mulato”. Es madera suave, su gravedad especifica es 0.32
glcm®. Se puede trabajar con facilidad y se puede dar un fino acabado. Por su propiedad
blanda y ligera se usa en la elaboracion de artesanias, juguetes y articulos torneados. Se usa
como lefia y carbon, a pesar de que su alto contenido de humedad, pero seca se usa como
lefia de ignicién por su alta inflamabilidad. En la construccion rural la madera se usa para
interiores de la vivienda y no es apropiada para uso externo (Alcocer et al., 1999; SIRE,
2011).

En la industria la madera y el exudado se usa como pulpa para papel y fabricacion de
barnices y lacas (Alcocer et al., 1999; SIRE, 2011).

Efectos tdxicos de la planta

Los extractos etandlico y acuoso de la corteza y hojas (500mg/kg) son toxicos contra
peces del género Mollinesia. Los extractos cloroférmicos de resina muestran potente
actividad citotoxica en A. salina (CLso: 33 mg/ml). La podofilotoxina es irritante de la piel,
tiene DLsg en ratas por via intravenosa de 8.7 mg/kg y de 15 mg/kg por via intraperitoneal
(Caceres, 2005). La toxicidad del extracto acuoso preparado con las partes aéreas (hojas
mas tallos), indica dosis toxica minima en ratones, por la via intraperitoneal equivalente a

0.5ml/animal (Biblioteca digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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Byrsonima crassifolia

Fuente: (Caceres, 2005).

Nombres
Nombre cientifico: Byrsonima crassifolia (L.) HBK (Malpighiaceae).

Nombre comun: Nance.

Sinonimias: Byrsonima cinérea Dec., B. cotinifolia HBK, B. cubensis Juss., B. ferruginea
Kunth., B. karwinskiana Juss., B. pulchra DC., B. rufescens Bertol., B. laurifolia HBK. Var
guatemalensis Niedenzu, Malpighia crassifolia L. (Caceres, 2005).

Otros nombres populares: Chi, craboo, nanche, nanzin, tapal, zacpah, changugu, nance

agrio, nance dulce, nancen, nananche, nancito, crabo, maache (Alcocer et al., 1999;
Bautista & Gonzales, 2007; Céaceres, 2005;).
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Descripcion de la planta

Forma: Arbol grande o arbusto de crecimiento lento, de 3-10 metros de alto (has 15
metros de alto). Copa/hojas: Compa amplia y abierta o irregular. Hojas alargadas, simples,
opuestas ovaladas, de 5 a 20 cm de largo por 3 a 7 cm de ancho, puntiagudas, el haz es liso
de color verde oscuro y el envés con tegumento ferruginoso de color verde amarillento
grisaceo. Tronco/ramas: varian en la forma de redonda a tortuosa, pueden ser torcidos o
derechos, las ramas jovenes estan cubiertas por densos pelos pelirrojos. Corteza: la externa
es escamosa que se desprende en pedazos rectangulares, de color gris parda a moreno clara;
la corteza interna es fibrosa de color crema rosado; el grosor total es de 12 a 25 mm. Flores:
1.5 cm de diametro, contienen fino ramaje visible color rojo, miden de 10 a 20 cm de largo,
son de 5 pétalos redondeados de color amarillo al principio pero luego cambian a naranja-
rojo. Fruto: en drupa carnosa, 8.22 mm de didmetro, portados aisladamente en racimos, piel
delicada, amarilla; carnaza blanca, jugosa, acida, olor peculiar; una semilla negra muy dura
(Alcocer et al., 1999; Bautista & Gonzales, 2007; Céceres, 2005).

Lugar de crecimiento

Crece en climas tropicales y subtropicales. En Centro y Sur América, crece desde el
nivel del mar hasta 1,800 m de altitud. Es nativo y abundante en la naturaleza, en bosques
de pino abiertos, desde el sur de México, a través del lado del Pacifico de América Central,
a Per( y Brasil; también crece en Trinidad, Barbados, Dominica, Guadalupe, Puerto Rico,
Haiti, Republica Dominicana y en Cuba. Es muy tolerante a la sequia. Los arboles son

tolerantes a una amplia gama de entornos (Jamnadass, Kindt, Mutua, & Orwa, 2009)

Composicién quimica

De sus hojas se han aislado diferentes principios activos como: triterpenos
(betulinaldehido, betulina, &cido betulinico, lupeol, &cido oleandlico, &cido 2-B-
hidroxioleandlico, &cido 2-a-hidroxioleandico y ursenaldehido), esteroles (j3- sitosterol y su
glucosido, daucosterol), flavonoides, su 3-O-p-D-glucopirandsido y su 3- O-(6’’-galoil)
galactosido, un éster aromatico (galato de metilo), cuatro aminoacidos comunes (alanina,
acido aspartico, prolina y valina), dos aminoacidos no protéicos (acido pipecolico y acido

5-hidroxipipecolico) y numerosos sulfonoglicolipidos y glicolipidos (Fernandez, 2012).
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Respecto a la composicion quimica de la corteza, se han aislado compuestos
triterpénicos (p-amirina, PB-sitosterol) acetato triterpénico y proantocianidinas dimeras y
trimeras (Béjar et al., 2000). También contiene catequina y (+)- epicatequina, junto con
acido galico, taninos (20-30%), glucdsidos, saponinas, sesquiterpenlactonas, cardenolidos,
bufadiendlicos, flavonoides (catechina, epicatechina, guayaverina, hiperina, quercetina,
galoilgalactésido), leucoantocianinas, triterpenoides (birsonimol); terpenos
(betulinaldehido, betulina, lupeol), éster aromatico (metilgalato) y glicolipidos. La -
amirina esta presente en plantas oficinales chinas activas en el sistema cardiovascular y

genitourinario (Caceres, 2005; Geiss, Heinrich, Hunkler & Rimpler, 1995).

Composicion nutricional

Analisis de macronutrientes y minerales: humedad 74.87%, en base seca: proteinas
0.63%; lipidos 9.89%; fibra 5.2%, minerales 3.8%, carbohidratos solubles 80.48% vy calcio
125 mg/100g, fosforo 26 mg/100g. Rico en vitamina C 90-240 mg/100g (Jiménez, Melo,
Mufiz, Schettino & Vargas, 2012).

Partes usadas como alimento
La fruta fresca se consume entera, cruda o cocida preparada como postre. Se pueden
hacer jugos, sopas, paletas heladas, nieves y se utiliza para la obtencién de bebidas

fermentadas, comdnmente conocidas como chicha (Jiménez et al., 2012).

Cdmo se produce y cuando se colecta como alimento:

Crece en clima calido y himedo, tropical o subtropical, suelo rocoso, arenoso y alcalino,
se adapta a oxisoles y ultisoles bien drenados, requiere precipitacion pluvial alta. Se
propaga por semillas en semillero. Se pasa a bolsas, a los 2 afios se siembra en el campo
definitivo. Al establecerse su crecimiento inicial es relativamente rapido, es necesaria una
poda. Empieza a producir frutos a los afios. La corteza se colecta en época seca y se seca al

sol por 2-3 semanas (Caceres, 2005).
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Usos medicinales populares

El cocimiento de la corteza se usa por via oral para tratar afecciones respiratorias y
digestivas, dolor de muelas y hemorragias, picadura de culebra, parasitos y favorecer el
parto y la expulsion de la placenta. Por via topica se usa para tratar afecciones
dermatomucosas (estomatitis, leucorrea, piodermia, tinea, Ulcera, vaginitis), tumores y
dolor de dientes. Se le atribuye propiedad acaricida, antifingica, antineuralgica, antitusiva,
astringente, cicatrizante, desinflamante, digestiva, emenagoga, febrifuga y tonica (Caceres,
2005). Son muy conocidas las propiedades del nance para curar afecciones de la piel como
sarna, salpullido y heridas, mediante el uso de la coccion de corteza de nance y trozos de
corteza de cedro, ademas resulta eficaz para afianzar las encias y otros dolores corporales
(Alcocer et al., 1999).

Toda la planta es antitusiva, antiasmatica, antibacteriana, antifangica, desinflamante,
contra la disenteria y diarrea. El tallo y la raiz hervidos tienen actividad antibacteriana
(Alcocer et al., 1999). El fruto se come fresco, es muy apreciado en la region, el
mesocarpio representa hasta el 40% del fruto y se prepara en numerosas formas (dulce,

jalea, helado, refresco y bebida) (Caceres, 2005).

Propiedades medicinales demostradas

El extracto acuoso de hojas, corteza y raiz es activo contra E. coli, y S. aureus, la
tinturan de corteza contra enterobacterias, S. pneumoniae, S. pyogenes, C. albicans; la
decoccion contra E. floccosum, M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes y T. rubrum. La
corteza es el 6rgano mas activo contra bacterias y el etanol el mejor disolvente por
bioactividad y rendimiento. El extracto con acetato de etilo de la raiz tiene potente
actividad. El extracto metandlico de hojas tiene actividad contra trofozoitos de G. lamblia
(Cls 15 pg/ml). En tres grupos de pacientes con lesiones confirmadas de candidiasis oral,
agrupadas y tratadas aleatoriamente, se demostr6 mejoria y negativizacion del examen
microscopico en 70% de los tratados con trociscos a base de extracto etanolico de corteza,
90% de los tratados con un enjuague a base de tintura de corteza y 83% en los tratados con

clotrimazol (Céceres, 2005).
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Otros usos de la planta

Se usa como colorante, la cascara del fruto produce un tinte de color castafio claro que se
usa para pigmentar tejidos de algoddn, especialmente usado en Guatemala (Alcocer et al.,
1999).

La madera se usa como combustible (lefia) y en construccion por ser dura y flexible,
fuerte y pesada. También se emplea en elaboracion de muebles, gabinetes, pisos, torneados,
puertas, marcos para puertas y ventanas, molduras, marcos de cuadros, entre otros (Alcocer
etal., 1999).

La corteza se utiliza como curtiente, esta es rica en taninos (28.6 %) utiles en la
elaboracion vy tincion de cueros. La hoja se usa como forrajero, que es apetecido por los
cerdos y otros animales domeésticos y silvestres (Alcocer et al., 1999; Bautista & Gonzales,
2007).

Efectos tdxicos de la planta

La corteza se ha atribuido cierta toxicidad, pero no hay estudios especificos. Los
extractos acuosos y etandlicos de hojas, corteza y raiz son toxicos a peces del género
Mollinesia. La infusion de corteza por via oral en raton no tiene toxicidad aguda en dosis de
1-5 g/kg (Céceres, 2005).
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Anexo 2. Quimioterapéuticos

Tabla 18. Ejemplificacion de quimioterapéuticos fase inespecificos.

Antineoplasico

Descripcion

Agentes
alquilantes

Inhibidores de
la
topoisomerasa

Antibidticos

Unen covalente e irreversiblemente su grupo alquilo con biomoléculas nucleofilicas como los
nucleétidos y los aminoacidos. Pueden ser monofuncionales (realizan solamente una alquilacion)
o0 bifuncionales (logran unir con enlaces covalentes dos moléculas y son capaces de generar en
los cidos nucleicos enlaces cruzados ya sea intra o intercatenarios, causando asi desde el arresto
de la replicacion hasta la muerte celular). Algunos ejemplos son la mecloretamina, el
clorambucil, la ciclofosfamida, la ifosfamida y el melfalan. Debido a que estos causan dafio en el
ADN, es posible, aunque poco comun, que le produzcan dafio a la médula dsea (debido a que
afectan especialmente a las células que cursan con una alta tasa de replicacion sin diferenciar la
malignidad de las mismas) ocasionando leucemia aguda dosis dependiente. Otros grupos
terapéuticos son los alquilsulfonatos (presentan mayor reactividad con los grupos tioles de los
aminoacidos que con el N7 de la guanina), las nitrosoureas, los alquilantes atipicos, las
etileniminas con sus derivados y las sales de platino, dentro de las cuales el cisplatino y el
carboplatino son ampliamente utilizadas en tumores de pulmén, ovario, testiculo, cabeza, cuello y
vejiga. Ambos forman enlaces covalentes entre el platino y el nitrégeno de la adenina o la
guanina, sin embargo el cisplatino es mas nefrotoxico, neurotoxico y emetdgeno.

Las topoisomerasas son enzimas que mantienen, controlan y modifican la topologia del ADN,

segun su mecanismo de accion se clasifican en tipo | y 1l dependiendo si los cortes transitorios

los realizan en una o ambas hebras. La enzima se une covalentemente con el ADN vy, en este
punto, actla el antineopléasico, estimulando y estabilizando este complejo provocando asi la
escision permanente de la cadena y la pérdida de su funcién. Los inhibidores de topoisomerasas

tienen una estructura y composicion diversas, pueden inhibir a la topoisomerasa | (topotecan e

irinotecan) y a la topoisomerasa Il (podofilotoxinas como el etopdsido y tenipdsido que son

derivados semisintéticos; antibidticos antraciclinicos como la doxorrubicina, etc), sin embargo
estos Ultimos aumentan el riesgo de padecer leucemia mieloide aguda en 2-3 afios después de
iniciada la terapia.

e Antraciclinas: interfieren con la replicacion del ADN al intercalarse entre pares de bases
adyacentes, generar radicales libres (provocando dafio al ADN, peroxidacion lipidica y estrés
oxidativo que conduce a la muerte celular) e inhibir las topoisomerasas. Entre éstas se pueden
mencionar la doxorrubicina y la daunorrubicina aisladas de Streptomyces. La doxorrubicina es
un agente intercalante capaz de formar un complejo ternario estable (ADN-farmaco-
topoisomerasa I1) que facilita la rotura irreversible de las cadenas de ADN y que también
provoca alteraciones en la membrana e inhibicion de la fosforilacion oxidativa producida en las
mitocondrias; no obstante, se ha sugerido que esta disfuncién mitocondrial junto a la
produccion de radicales libres contribuyen mas a la accién cardiotdxica que a la citotoxica.

e Actinomicina D (dactinomicina): proveniente de Streptomyces, afecta mas a las polimerasas
ARN dependientes de ADN que las polimerasas ADN, por lo que la principal consecuencia
funcional es la inhibicion de la transcripcion y, secundariamente, la inhibicion de la traduccion
del mismo. Este antineoplasico produce citotoxicidad no solo por su accion intercalante sino
también por provocar la rotura de las cadenas de ADN (probablemente mediante la produccion
de radicales libres o como resultado de la inhibicién de la topoisomerasa II).

e Mitoxantrona: Es un producto sintético con estructura similar a las antraciclinas que, aunque no
es especifico de fase, actda especialmente al final de la fase S enlenteciendo el ciclo celular y
provocando roturas del ADN por la estabilizacién del complejo ADN- topoisomerasa y por la
produccion de radicales libres. Debido a que su capacidad para crear radicales libres tipo
quinona es limitada, su cardiotoxicidad también lo es, lo que explica la tolerancia aumentada
que presenta en comparacion con las antraciclinas

Fuentes: Brown & Brown, Jr., 2005; Caroline et al, 2011; Chabner & Longo, 2010; Contreras, 2008; Cortijo-
Cascajares, Herreros & Jiménez-Cerezo, 2012; Dayerlin, 2013; Flérez, 1997; Hurley, 2002; Knox, Oronsky,
Reid & Scicinski, 2012; National Center for Biotechnology Information, 2015; Pefialoza, 2010; Sociedad
Americana Contra El Cancer, 2013c; Wary, 2011.
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Tabla 19. Ejemplificacion de quimioterapéuticos especificos de fase.

Fase

Descripcién

Fase S: Anti-
metabolitos

Fase G2

Fase M:
Antimitéticos
0 inhibidores
de la mitosis

Interfieren con la sintesis del ADN sustituyendo bases o inhibiendo enzimas claves del proceso.En
general, su efecto es el maximo cuando la tasa de proliferacion celular es alta y son cominmente
utilizados como tratamiento de leucemias, cancer de mama, de ovario, del tracto intestinal, entre
otros. Como ejemplos se pueden citar a los andlogos de las pirimidinas (citarabina -arabinésido de
citosina- inhibidor competitivo de la ADN polimerasa; 5-fluorouracilo), analogos de las purinas (6-
mercaptopurina) y antagonistas del acido folico (metotrexato, inhibe la dihidrofolato reductasa).

¢ Antibidticos: como la bleomicina aislada de Streptomyces verticillus, es la preparacién comercial
fabricada por una mezcla de bleomicina A, y B,. Produce la fragmentacion del ADN,
especialmente el de hebra simple, y contiene dos dominios, uno que actla como agente
intercalante del ADN y otro que funciona como ligando para la coordinacion de metales aunque
solo el hierro en estado reducido es su ligando activo. Es entonces necesario que tanto el
Fe?*como el oxigeno estén disponibles para que por medio de su accién oxidasa, la bleomicina
catalice el paso de Fe®* a Fe** y la reduccion del oxigeno, favoreciendo asf no solo la produccién
de radicales libres sino que también la union a la hebra de ADN en sitios 5 purina-pirimidina 3".
Dentro de los principales efectos adversos se encuentra la mielosupresién, debilitamiento de las
ufas, decoloracion de la piel y la alopecia.

e Inhibidores de la topoisomerasa.

Su diana es la unidad funcional de los microtubulos: la o/p tubulina. Los microtibulos forman parte
del citoesqueleto y participan el mantenimiento de la forma celular, transporte vesicular,
sefializacion celular y formacién de cilios y flagelos. Asi mismo estan involucrados en la division
celular, pues constituyen el huso mitético que es imprescindible para la segregacion correcta de los
cromosomas. El dltimo fin de los antimicrotibulos es producir la apoptosis luego de una mitosis
fallida a través del mecanismo conocido como catastrofe mitdtica, en el cual hay formacion de
micronucleos asociado con la activacion de la caspasa 2. Los agentes antimit6ticos también
colaboran con la apoptosis al inhibir la angiogénesis, pues al no haber vascularizacién tampoco
habran nutrientes disponibles necesarios y la célula morira. Se dividen en:

e Agentes desestabilizadores de los microttbulos:

Disminuyen el crecimiento de los microtibulos y los acortan, aumentando el tiempo que éstos
gastan en estado atenuado o pausado, en donde no hay ni crecimiento ni acortamiento detectable. La
fase mas sensible es en la metafase, donde los cromosomas quedan atascados en los husos de los
polos y son incapaces de migrar hacia el ecuador de la célula. Como resultado, la sefial del complejo
promotor de la anafase queda bloqueada y eventualmente ocurre apoptosis. Un ejemplo son los
alcaloides de la vinca, tales como la vincristina y la vinblastina, aislados de las hojas de
Catharanthus roseus, previamente conocida como Vinca rosea. Dentro de los principales efectos
secundarios se encuentran las neuropatias periféricas y la mielosupresion reversible. La resistencia a
los alcaloides puede surgir a raiz que las células carezcan el sistma transportador de los mismos, o
por la incapacidad de fijacion a la tubulina.

e Agentes estabilizadores de los microtdbulos: taxanos.

Tal como con los alcaloides de la vinca, la supresién de la dinamica de los microtubulos ejercida
por los taxanos conduce a un bloqueo mitético que evita el progreso de metafase a anafase causando
en algunos casos apoptosis y provocando como principales efectos adversos mielosupresion y la
neurotoxicidad. Los productos mas destacados son el paclitaxel (extraido de la corteza del arbol de
tejo Taxus brevifolia) y el docetaxel (copuesto semisintético obtenido del tejo Taxus baccata).
Ambos son empleados para tratar el cancer de mama, ovario, sarcoma de Kaposi, entre otros. Por si
mismos se unen pobremente a la tubulina soluble pero, su afinidad con la tubulina a lo largo del
microtubulo es grande. En cuanto al paclitaxel, a bajas concentraciones estabiliza al microttbulo,
mientras que a altas concentraciones también aumenta la polimerizacion de la tubulina.

Fuentes: Branddo, Couto, David J.M., David J.P. & Nascimento, 2010; Delgado, 2010; Dorr, 1992;
Ensminger, Maybaum, Pratt & Ruddon, 1994; Fldrez, 1997; Instituto Nacional del Cancer, 2015; Jordan &
Wilson, 2004; Matesanz, 2009; Pefialoza, 2010; Sociedad Americana Contra ElI Céancer, 2013c; Stanford
University Medical Center, 2009; Tripathi, 2008.
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Anexo 3. Imagenes de la fase experimental
La Fotografia 1 y 2 muestran la recoleccion y secado de distintos 6rganos de dos
especies nativas de Guatemala, Bursera simaruba y Byrsonima crassifolia.

Fotografia 1. Recoleccion y secado de la corteza de Bursera simaruba.

st

Fuente: Ecoparcela el Kakawatal. Samayac, Suchitepéquez.

Fotografia 2. Recoleccion y secado de la corteza y hojas de Byrsonima crassifolia.

e
Fuente: San Bernardino, Suchitepéquez.

La Fotografia 3 demuestra como se realiz6 la extraccion con percolador (cada 6rgano
seco se sometid a tres extracciones con cada uno de los cuatro solventes empleados con un

gradiente de polaridad creciente- hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol-) y la

concentracion por rotavapor.
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Fotografia 3. Proceso de extraccion por percolador y rotavapor

NOTA: Estas imagenes corresponden a la extraccion con hexano de la hoja de Bursera simaruba y su
posterior rotavaporacion.
Fuente: Laboratorio de investigacion de productos naturales (LIPRONAT), USAC.

En la Fotografia 4 se muestra el montaje del ensayo de tamizaje de citotoxicidad general
realizado con nauplios de Artemia salina. Se observa una pecera que contiene quistes (en el
lado cubierto de la luz) iluminada con luz artificial para que cuando eclosionen los quistes,

los nauplios naden al lado con luz y se facilite su pesca.

Fotografia 4. Cultivo de nauplios de Artemia salina para tamizaje de citotoxicidad general
e %

LR

\

Fuente: Laboratorio de investigacion de productos naturales (LIPRONAT), USAC.
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Para la evaluacion de la citotoxicidad en células de cancer de mama (MCF-7),
inicialmente se determind la viabilidad celular con un conteo celular en la camara de

neubauer con un azul de tripan, tal como muestra la Fotografia 5.

Fotografia 5. Conteo de células de cancer de mama (MCF-7) en camara de neubauer.

NOTA: al centro se observa una célula muerta (toda tefiida) acompafiada de varias vivas (contorno tefiido).
Fuente: Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica.

En la Fotografia 6 se muestra la tincion de las células MCF-7 por el método de
sulforodamina B (SRB). El colorante no adherido se lavd mientras que el fijado fue
solubilizado para determinar la densidad Optica de cada pozo y asi se calculd la

concentracion inhibitoria media (ICsp) de los extractos.

Fotografia 6. Tincidn y lavado de las células MCF-7 con SRB
\ 4 N R A : ;

@

A. Tincién de las células de cancer de mama (MCF-7) con sulforodamina B (SRB).
B. Células con colorante fijado, luego de lavar el no adherido.

C. Solubilizacion del colorante fijado para determinar su densidad éptica. Se distribuyeron las muestras tal
como se rotuld en la tapa., siendo la placa superior el control del crecimiento basal (células sin tratamiento a
las 24h) y la placa inferior la que contenia el tratamiento y los controles. Tx A: hojas B.simaruba con acetato
de etilo; B: hojas B. simaruba con butanol; C: hojas B. crassifolia con butanol; DMSO: dimetilsulfoxido dox:
clorhidrato de doxorrubicina. Los nimeros que se indican corresponden a la concentracién evaluada por
triplicado en cada fila (ug/mL).

Fuente: Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica.
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En la Fotografia 7 se observan los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa de la

capacidad antioxidante, por cromatografia en capa fina (CCF).

Fotografia 7. Cromatografias en capa fina de todos los extractos y estandares empleados como controles positivos.

NOTA: De izquierda a derecha:
A. Bursera simaruba: Hoja 1: hexano, 2: diclorometano, acetato de etilo, 4: butanol; Corteza 5: hexano, 6:
diclorometano, 7: acetato de etilo 8: butanol.

B. Byrsonima craassifolia: Hoja: 9. hexano, 10. Diclorometano, 11. Acetato de etilo, 12. Butanol; Corteza:
13: hexano, 14: diclorometano, 15: acetato de etilo, 16: butanol.

C. Estandares: rutina, quercetina, terbutil hidroxiquinona, vitamina C y trolox.

Fuente: Laboratorio de investigacion de productos naturales (LIPRONAT), USAC.

La Fotografia 8 ejemplifica la evaluacién cuantitativa de la capacidad antioxidante por el
método micrométrico de DPPH. La placa de ELISA se leyd posteriormente a 490 nm para
realizar la grafica respectiva, obtener la ecuacion de la recta y determinar la concentracion
inhibitoria media (ICsp).

Fotografia 8. Evaluacion de la capacidad antioxidante de la corteza de Bursera simaruba por el método
micrométrico de DPPH

DPPH: 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo. De izquierda a derecha, partiendo de la parte inferior, se evaluaron los
extractos con hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol, en las siguientes concentraciones: 4,8,12,16 y
20 mg/mL.

Fuente: Laboratorio de investigacién de productos naturales (LIPRONAT), USAC.
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