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RESUMEN

El cancer, es una alteracion biolégica y genética de las células que componen los tejidos de
nuestros érganos, que se puede originar en cualquier parte del cuerpo cuando, las células
crecen de manera descontrolada sobrepasando al crecimiento de las células normales, lo
cual impide que el cuerpo funcione como deberia.

En 2015 el cancer fue la segunda causa de muerte en el mundo y en el 2012 mas de 408,000
mujeres fueron diagnosticadas con cancer de mama en América, de las cuales 92,000
fallecieron a causa de esta enfermedad.

En México, el cancer de mama es el mas frecuente entre las mujeres. Existen varias maneras
de tratar el cancer de mama, dependiendo de su tipo y estadio, tratamientos locales como
cirugia y radioterapia y tratamientos sistematicos que son la quimioterapia y la
hormonoterapia.

Debido a la toxicidad de los farmacos quimioterapéuticos y al desarrollo de resistencia por
parte de las células tumorales a multiples farmacos anticancerigenos, es imperante, la
busqueda de nuevas moléculas y tratamientos, que pudieran tener un efecto farmacoldgico.
Dentro de la naturaleza existe una gran fuente de posibles farmacos anticancerigenos, como
lo ha sido, la molécula de Paclitaxel, principio activo del Taxol®, obtenido de la corteza del
arbol Taxus brevifolia y ahora producido por cultivo de células en suspension, obtenidos de
esta planta.

En la presente investigacion, se plantea la evaluacion de la planta medicinal Justicia
spicigera, sobre diferentes lineas celulares de cancer de mama. Existen anteriores reportes
sobre la actividad del extracto de la planta, asi como de su principio activo, pero al mismo
tiempo, existen diferencias en cuanto a la actividad de extractos metandlicos o acuosos, lo
cual hace necesario evaluar diferentes tipos de extractos y la obtencion de los mismos sobre
diferentes lineas celulares de cancer de mama.

Es por ello que se plantea la realizacion de extractos estandarizados acuosos y alcohdlicos
de la planta medicinal Justicia spicigera, obtenidos bajo diferentes parametros de extraccion
y su evaluacién en dos diferentes lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-
231.



INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Afio con afio aumenta
su incidencia. El cancer de mama es el que mas afecta a la poblacion femenina mexicana.
A nivel mundial, en el afio 2012, los canceres diagnosticados con mas frecuencia en la mujer
fueron los de mama (25.2%), colon y recto (9.2%), pulmon (8.7), cuello uterino (7.9%) y
estomago (4.8%). Se preveé que el nUmero de nuevos casos aumente aproximadamente un
70% en los préximos 20 afos. (W. Stewart, 2014).

En mujeres mexicanas el cancer de mama encabeza la incidencia con un 30.9% del total.,
seguido por cancer en 6rganos genitales con 17.6% y cancer en organos digestivos con 12-
8%. (INEGI, 2016).

El cancer de mama se define como "el crecimiento anormal y desordenado de las células del
epitelio de los conductos o lobulillos mamarios”, el cuél puede tener la capacidad de
diseminarse. No esta claro porque se produce el cancer de mama, pero se estima que el
50% de las mujeres diagnosticadas con este tipo de cancer tienen factores de riesgo
identificables ademas de la edad y el género. Los factores considerados predisponentes o
gue pueden aumentar el riesgo son los hormonales, historia familiar con cancer, enfermedad
mamaria previa, sobrepeso, estilo de vida, medio ambiente (ESMO , 2013). El tratamiento
actual para tratar la mayoria de los tipos de cancer es con Taxol® cuyo compuesto activo es
el Paclitaxel ®. Este compuesto, originalmente se produce en la corteza del arbol Taxus
brevifolia, pero actualmente, se comercializa, gracias a que se obtiene de un cultivo celular
de la misma planta, mediante un bioproceso biotecnolégico de 30 dias. Es asi como las
plantas medicinales, nos ofrecen miles de compuestos activos con muchas actividades
farmacoldgicas, entre ellas, la de antitumorales, como el Taxol. La alta incidencia de la
enfermedad, la poca cantidad de agentes antitumorales y la diversidad vegetal que existe y
gue aun no ha sido estudiada, nos brinda la necesidad de la busqueda de nuevos agentes
citotéxicos a partir de plantas medicinales, que nos permitan en un futuro, obtener nuevos
agentes antitumorales.

En el presente trabajo de investigacién, se plantea la evaluacion de la planta medicinal
Justicia spicigera, sobre dos diferentes lineas celulares de cancer de mama. Esta planta
cuenta con algunos antecedentes publicados sobre su actividad en cancer (por nuestro grupo
de investigacion), pero es necesario saber el tipo de extracto y temperaturas de extraccion
de la planta que sean las idoneas para obtener la mejor actividad citotéxica.

Es por ello que se plantea la realizacion de extractos estandarizados acuosos y alcohdlicos
de la planta medicinal Justicia spicigera, obtenidos bajo diferentes parametros de extraccion
y su evaluacion en dos diferentes lineas celulares de cancer de mama las lineas celulares
empleadas y ya citadas anteriormente fueron la linea celular MCF-7 es una linea de tipo
epitelial, expresa receptores de estrogeno y progesterona pero no expresa el receptor del
factor de crecimiento epidérmico humano (HER2-),y la linea celular MDA-MB-231 esta linea
pertenece a un subtipo de cancer de mama de tipo basal y se caracteriza por la ausencia
de expresion para receptor de estrogeno, de progesterona, y la represion del receptor de
crecimiento epidérmico 2 (HER?2).



1. CANCER

El término cancer engloba un conjunto de enfermedades que se pueden presentar en
diversas partes del organismo, cuyas caracteristicas principales son: crecimiento celular
descontrolado, evasion de apoptosis, favorecimiento de la angiogénesis y acumulacion de
multiples alteraciones genéticas, entre otros. (World Health O. , 2013)

Otra caracteristica del cancer es la multiplicacién ripida de células anormales que se
extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes del cuerpo o propagarse
a otros organos, proceso conocido como metastasis. Siendo esta la principal causa de
muerte por cancer. (World Health o. , 2016). Esta enfermedad se desarrolla debido a
alteraciones de los genes responsables del control del ciclo celular, dichas alteraciones son
el resultado de interacciones entre factores genéticos y agentes externos (Organizacion
Mundial de la Salud, OMS, 2014) , ya sean de caracter ambiental, quimico o biolégico como
algunos virus (Hengge, 2008), bacterias y parasitos.

2 CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el crecimiento de células malignas en el tejido mamario, que
generalmente se detecta como un bulto en el seno. Existen dos tipos principales de este tipo
de cancer que son: el carcinoma ductal (80% de los casos), que comienzan en los conductos
gue llevan la leche desde la mama, hasta el pezén; y el carcinoma lobulillar (10-15% de los
casos) que comienzan en partes de las mamas, llamadas lobulillos, que producen la leche.

2.1Etiologia del cancer de mama

No hay una sola causa que explique el origen del cancer de mama, pues éste se asocia con
la combinacion de muchos factores genéticos, hormonales y del medio ambiente. En relaciéon
con los factores genéticos, estos se encuentran entre el 5-10% de los casos de cancer de
mama (Domchek S, 2003).Por esta razén, las mujeres que han tenido madres o hermanas
con esta enfermedad tienen un mayor riesgo de desarrollarla en el futuro. Mediante estudios
en grandes poblaciones se ha encontrado que cuando la mujer ha tenido una vida menstrual
muy larga (menarquia temprana y menopausia tardia, después de los 50 afios), aumenta el
riesgo de desarrollar cAncer de mama. Ademas, tener el primer hijo antes de los 20 afios
parece proteger contra el cancer de mama (quality, 2001).

En relacion con los aspectos ambientales, se ha encontrado que el nUmero de casos nuevos
varia enormemente de acuerdo a las diferentes regiones del mundo.

Otros aspectos de gran relevancia respecto el cancer de mama son la variedad histoldgica
(tipo) del tumor y su etapa o estadio.

El estadio hace referencia a la extension o gravedad del cancer que aqueja a un individuo
con base en la extension del tumor original (primario) y la extension de la diseminacion en el
cuerpo. La estadificacion ayuda al médico a planear el tratamiento de una persona y puede
usarse para estimar su pronostico (el resultado o curso posible de la enfermedad). (Wiley,
2000).



La estatificacion se basa en los conocimientos que se tienen del desarrollo del cancer. Las
células cancerosas se dividen y crecen sin orden ni control para formar una masa de tejido
gue se llama tumor.

Conforme crece el tumor, puede invadir 6rganos y tejidos cercanos. Las células cancerosas
pueden también desprenderse del tumor y entrar en el torrente sanguineo o en el sistema
linfatico. Al moverse por el torrente sanguineo o por el sistema linfatico, el cancer puede
diseminarse desde el sitio primario para formar nuevos tumores en otros 6rganos. Cuando
el cancer se disemina, se llama metéstasis (Wiley., 2000).

Los canceres de mama humanos son heterogéneos, y los esfuerzos recientes se han centrado
en la caracterizacion tanto intra como inter-heterogeneidad tumoral de una manera clinicamente
relevante. EI manejo clinico actual de la enfermedad comprende la evaluacion morfolégica
(tamafio, grado, estado de los ganglios linfaticos), y las pruebas de receptor de estrogeno (ER)
y el factor de crecimiento epidérmico receptor humano 2 (HER2). Sin embargo, todavia hay
mucha variacién en los resultados clinicos de los pacientes estratificados a estos parametros.
Por ejemplo, mas del 75% de los pacientes tienen canceres ER + de mama, pero sus resultados
y respuestas a la terapia son extremadamente variados. Esta heterogeneidad clinica puede
explicarse por la diversidad de los conductores gendémicos que subyacen a la enfermedad.
(Tomao F, 2015)

2.2 CLASIFICACION ACTUAL DEL CANCER

2.2.1 Luminalayb

Luminal A, caracteriza a neoplasias con alta expresion del receptor de estrégeno (RE), el
receptor de progesterona (RP) y genes asociados (ej.: GATA3, XBP1y TFF1), asi como baja
expresion de genes asociados a la region cromosémica de HER2/ERBB2 (receptor tirosina
guinasa 2 del EGF). Ademas, presentan baja expresion de genes asociados a proliferacion
(como Ki67), bajo grado nuclear y, en general, no presenta mutaciones en el gen TP53. Se
asocia con una evolucion clinica favorable, respondiendo bien a la terapia hormonal
antiestrogénica.

Luminal B, exhibe bajos niveles del RE, el RP y genes relacionados; y muestra variabilidad
en la expresion de genes asociados a la region cromosémica de HER2/ERBB2. Exhibe una
mayor tasa de proliferacion de las células tumorales, mutaciones en el gen TP53 y alto grado
nuclear. Presenta una evolucion clinica no muy favorable; y su respuesta a terapia enddcrina
no es completa

2.2.2 Her-2

Esta principalmente caracterizado por una alta expresion de los genes presentes en la regiéon
cromosomica 17qgl12; la cual incluye a HER2/ERBB2 y GRB7. Ademas, muestra baja
expresion de genes asociados a los subtipos Luminales y Basal, alta expresion de genes
asociados a proliferaciéon celular y alto grado nuclear. Son neoplasias agresivas cuya
evolucion clinica es mala, sin embargo, responden bien a la terapia anti-HER2



2.2.3 Basal like

Comprende neoplasias con alta expresion de citoqueratinas basales (CK5/6/14/17) y del
EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), pero baja expresién de genes
relacionados a los subtipos Luminales y de la regién cromosomica de HER2/ERBB2. A su
vez, se observa alta frecuencia de mutaciéon en los genes BRCA1, TP53 y Rb1, alta tasa de
proliferacion celular y alto grado nuclear. Presenta una muy pobre evolucion clinica, siendo
neoplasias muy agresivas que responderian mejor a la quimioterapia.

Estos subtipos fueron originalmente definidos en funcion de los perfiles transcripcionales y
han proporcionado informacién relevante sobre la biologia del cancer de mama. Estudios
posteriores han demostrado que estos subtipos también se pueden distinguir a nivel
genético, epigenético y protéico. Estos estudios se realizaron considerando el estado de
metilacion del ADN, la variaciéon en el numero de copias de los genes en el genoma, las
mutaciones en secuencias codificantes, el perfil de expresion de ARN no codificante y el
perfil proteico de los carcinomas (Comprehensive molecular portraits of human breast
tumours, 2012).

2.3 LINEAS CELULARES.

Las lineas celulares son células de origen animal o humano que se han adaptado a vivir en
cultivo, poseen una capacidad de proliferacion limitada, debido a que han sufrido un proceso
de transformacion, que puede ocurrir espontdneamente, ser inducido por compuestos
guimicos, radiaciones o virus; que implica la alteracidén de las caracteristicas de crecimiento
(Freshney, 2000).

Las lineas celulares establecidas se pueden dividir en dos tipos principales: adherentes que
se fijan al material plastico de un frasco o placa y por lo tanto tienen que desprenderse de
esa superficie antes de utilizarlas y no adherentes que normalmente se fijan a la superficie
del recipiente de cultivo (Morgan, 1995).

La propagacién de las lineas celulares requiere que el namero de células aumente
continuamente. Las condiciones de cultivo han sido seleccionadas para favorecer al maximo
la proliferacion celular. Estas condiciones son; baja densidad celular, baja concentracion de
Ca?*y la presencia de factores de crecimiento. Dentro de estos requerimientos se cuentan:
el medio de cultivo nutritivo, condiciones de pH, temperatura y ambiente controlado. EI medio
de cultivo debe ser un medio liquido, que contenga una fuente de carbono, amino&cidos
esenciales, oligoelementos, un sistema regulador de pH, iones y factores de crecimiento
aportados por el suero fetal bovino (FBS) con el que generalmente se suplementa el medio.
Adicionalmente los medios de cultivo celular contienen rojo fenol como indicador de pH, para
permitir un constante monitoreo de esta variable (Freshney, 2000).

Las lineas celulares utilizadas en el presente proyecto de investigacion son: MCF-7, MDA-
MB-231.



2.3.1 MCF-7

La linea MCF-7 es una linea celular de cancer de mama humana cultivada que es
ampliamente utilizada para estudios de biologia acerca de esta enfermedad, asi como su
mecanismo hormonal de accion.

La linea celular se derivo originalmente en la Michigan Cancer Foundation de un derrame
pleural alineante de una mujer posmenopausica con cancer de mama metastasico que habia
sido previamente tratada con radioterapia y terapia hormonal. Las células expresan
receptores y respuestas biologicas a una variedad de hormonas incluyendo estrogeno,
andrdégeno, progesterona, glucocorticoides, insulina, factor de crecimiento epidérmico, factor
de crecimiento similar a la insulina, prolactina y hormona tiroidea (Osborne K. H., 1987).
Una de las contribuciones mas importantes de la linea celular MCF-7 a la investigacion del
cancer de mama ha sido su utilidad para el estudio del receptor estrogeno (RE) alfa, ya que
esta linea celular expresa niveles sustanciales de RE imitando la mayoria de los canceres
de mama humanos invasivos que expresan RE. Es de destacar que el mantenimiento de la
expresion del receptor estrogeno alfa en las lineas celulares cultivadas es especialmente
dificil, y esto ha dado lugar a la generaciéon de mucho mas RE negativas que las lineas
celulares de cancer de mama humano RE positivas (Lee, 2015). Estudios mas recientes han
demostrado que el estrogeno simultaneamente induce y reprime un gran nimero de genes,
lo que indica compleja red de cambios que se coordinan para alterar el crecimiento (Lee,
2015).

Las células MCF-7 han servido como modelo para el estudio de la respuesta del estrogeno
tanto in vitro e in vivo. La via de sefalizacion RE es un ejemplo de via biol6gica compleja
que controla una variedad de funciones tales como proliferacion celular, apoptosis y
angiogénesis que son explotadas por células de cancer de mama para servir como una via
de supervivencia principal impulsada por la hormona femenina estrégeno (Osborne K. &.,
2013).

2.3.2 MDA-MB-231

La linea celular de cancer de mama MD-MB-231 se obtuvo en el afio 1973, de un paciente
del Centro de Cancer M. D. Anderson. Con morfologia epitelial, las células de cancer de
mama MDA-MB-231 aparecen fenotipicamente como células en forma de huso. In vitro la
linea celular MDA-MB-231 tiene un fenotipo invasivo. Es capaz de crecer en agarosa, un
indicador de transformacion y tumorigenicidad, y muestra una eficiencia de formacion de
colonias, relativamente alta. In vivo, las células MDA-MB-231 forman tumores de
almohadillas de grasa mamaria en ratones desnudos. Se ha demostrado que la inyeccién
intravenosa de células en la vena de la cola de ratones desnudos produce metastasis
experimental (INC., 2016)

Clinicamente, el cancer de mama puede dividirse en distintos subtipos que tienen
implicaciones en el prondstico y tratamiento. Los pacientes con cancer de mama por lo
general tienen la expresion de receptor de estrogeno (RE), receptor progesterona (RP), y
amplificacion del oncogén HER-2 / Neu.



La linea celular MDA-MB-231 de cancer de mama carece de estos tres marcadores
moleculares, lo que caracteriza al cancer del tipo basal epitelial o triple negativo (Chavez,
2010).

El tratamiento de pacientes con cancer de mama triple negativo, que carece de la expresion
de RE, PR, y HER-2 /Neu, ha sido un desafio debido a la heterogeneidad de la enfermedad
y la ausencia de objetivos moleculares bien definidos. Los triples negativos constituyen entre
el 10% vy el 20% de todos los canceres de mama, afectan mas frecuentemente a los pacientes
mas jovenes y son mas frecuentes en las mujeres [18].



3. FITOFARMACOS COMO ALTERNATIVA PARA EL TRATAMIENTO DE
CANCER

Existen diversos tipos de tratamientos para el cAncer de mama, que puede ser tratamientos
sistematicos que son con farmacos, que se pueden administrar por via oral o directamente
al torrente sanguineo como quimioterapia y hormonoterapia. Entre los medicamentos de
guimioterapia para el tratamiento del cancer de mama, se incluyen en la Tabla 1.
(BreastCancer, 2015) , y la cirugia o radioterapia.
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Tabla 1 Medicamentos de quimioterapia para el tratamiento de cAncer de mama. Tomado de BreastCancer,
2015.
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quimioterapia para el cancer de mama son bajo recuento de glébulos blancos, anemia,
infecciones, hinchazéon (edema) nausea, vomito, diarrea. Neuropatia, dolor muscular o
articular y periodos regulares (BreastCancer, 2015)

Las terapias contra el cancer estan limitadas por las bajas concentraciones de farmacos que
llegan al tumor. La eliminacion rapida y la distribucion generalizada del farmaco en érganos
y tejidos no enfermos requieren administracion en grandes cantidades que a menudo da
como resultado toxicidad sistematica y efectos adversos. (Bassiouni, 2012)

El desarrollo de la resistencia a los agentes quimiopreventivos es otro de los principales retos
en el tratamiento efectivo del cancer. Las células tumorales son capaces de generar
resistencia a multiples farmacos a la mayoria de farmacos anti-cancer. La resistencia al



tratamiento resulta de una variedad de factores incluyendo variaciones individuales y
diferencias genéticas de células sométicas en tumores, incluso en el mismo tejido.
(Bassiouni, 2012)

La utilizacion de las plantas contra el cancer esta en la base de muchos tratamientos que se
utilizan en quimioterapia y en gran parte de la investigacion actual en busca de nuevas
moléculas contra el cancer (Mazzio EA, 2009)

La busqueda de agentes de origen vegetal contra el cancer se inicio en la década de 1950,
cuando se llevo a cabo el descubrimiento y desarrollo de los alcaloides de la vinca (vincristina
y vinblastina) y el aislamiento de podofilotoxinas citotoxicas (Gordon MC., 2005). Los
primeros agentes introducidos en el uso clinico fueron los alcaloides de la vinca, vinblastina
(VLB) y vincristina (VCR), aislados del Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae) (Gueritte
F, 2005)

El paclitaxel, también llamado Taxol, fue aislado por primera vez de la corteza de Taxus
brevifolia Nutt (Taxaceae).

El uso de plantas medicinales en México se ha dado desde los tiempos prehispéanicos, en
donde las diferentes culturas de nuestro pais utilizaban la flora medicinal para la restauracion
de la salud. Desde entonces se habia adquirido un conocimiento sobre las plantas
medicinales de forma empirica y esa informacion se transmitia de generacion en generacion.
(Osborne J. , 1987)

México es un pais con una gran diversidad en plantas entre ellas las medicinales, de las
cuales se calcula que existen alrededor 5000 plantas medicinales. (Osborne J. , 1987) El
estudio de la diversidad bioldgica de las plantas relacionadas con el uso tradicional como
medicamentos, nos pueden ayudar a entender cédmo actlan y de este modo asegurar su
utilizacién en la exploracion racional, debido a que las plantas medicinales siguen siendo
culturalmente adecuados para el tratamiento de varias enfermedades, es importante
documentar sus usos y realizar estudios sobre sus actividades farmacoldgicas para asegurar
su eficacia y seguridad.

La utilizacion de plantas como fuentes de agentes terapéuticos para aislar compuestos
bioactivos para uso directo como farmacos, por ejemplo: digoxina, morfina, reserpina, Taxol,
vinblastina, vincristina.

La toxicidad de los farmacos quimioterapéuticos crea a veces un problema significativo en el
tratamiento. Por lo tanto, se han propuesto varias terapias para el tratamiento del cancer,
muchas de las cuales utilizan productos derivados de plantas. En la actualidad existen cuatro
clases de agentes anticancerosos derivados de plantas, los alcaloides derivados de la vinca
(vinblastina. Vincristina y vindesina), y epipodofilotoxinas (etopdsido y tenipésido), los
taxanos (paclitaxel y docetaxel) y los derivados de camptotecina (camptotecina e irinotecan).
Las plantas todavia tienen un enorme potencial para proporcionar nuevos farmacos y como
tal son un depodsito de productos quimicos naturales que pueden proporcionar
guimioprotector potencial contra el cancer. (Desai, 2008)



3 Justicia spicigera Schlechtendal (Acanthaceae)

Justicia spicigera
Schlechtendal (Acanthaceae)

Foto: Brenda Pefia Agllero, octubre
2010.

3.1DESCRIPCION BOTANICA

3.1.1 Taxonomia

Justicia spicigera (muitle) es un arbusto que crece en México, América Central y algunas
areas de los Estados Unidos de América. Esta planta ha sido utilizada, desde tiempos
prehispanicos, como un tinte para la artesania y pinturas y en la medicina tradicional, no sélo
en México sino también en Guatemala y en algunas areas de los Estados Unidos de América.
Justicia spicigera Schlechtendal (Muitle) es una planta medicinal integrante de la familia de
las Acantaceas (Acanthaceae), familia que retne 256 géneros y 2770 especies de zonas
tropicales y subtropicales (Ghosal, 1979).

Es popularmente conocida con varios nombres: Chak lool, ts'i'its, get ink, bisil k'aax, cross
k'aax tsiits, e ichkan en Maya, en la Peninsula de Yucatdn; andichkaan Caandathana en
Popoluca en Veracruz; pasto y pasto indigo, en Oaxaca; charatzicua en Tarascan,
Michoacéan; micle, mohintle, mohintli y mohuite, en Hidalgo; moitli, mayotte, moyotli, mozote
y muh, en la Huasteca, en San Luis Potosi; muicle, en Jalisco; muitle, trompeta, y pasto azul,
en Veracruz, y tsi'is anduhaa-ink-Espafiol en Zapoteco, en los estados de Oaxaca y México
(Arellano, 2003).

La clasificacion actual comprende 36 géneros y 27 especies también conocido como hierba
del limalin, hierba azul, hierba tinta, mohuite o muicle (database, 2016).
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3.2Distribucién geografica

Justicia spicigera es una planta originaria de México, que crece en los Estados de Chiapas,
Nayarit, San Luis Potosi, Valle de México, Veracruz, Puebla, Morelos, Tlaxcala, Yucatan e
Hidalgo (M M. , 1996).Se encuentra presente en diversos climas desde calido, seco y
templados a un nivel del mar hasta los 3000 m.
Cultivada en huertos familiares, crece a orillas de caminos (Callejo, 1996) y de igual forma
crece en matorrales y bosques (Monrroy, 2007).

Reino Plantae

Clase Dicotiledoneas

Orden Scrophulanales
Familia Acanthaceae

Género Justicia

Nombre cientifico Justicia spicigera Schult

Descripcion taxonémica de J. spicigera y su distribucion geografica. A Distribucion
Geografica. B Flor y Hojas. Tomado de IBUNAM y DiscoverL.ife

3.3Fitoquimica y Farmacologia

Existen varios informes publicados con respecto a la planta Justicia spicigera. Los
investigadores han centrado la investigacién en estudios farmacolégicos debido al uso de
esta planta en la medicina tradicional. Sin embargo, estudios fitoquimicos de Justicia
spicigera no se han investigado a profundidad. Son diversos productos quimicos encontrados
en Justicia spicigera, tales como hidratos de carbono simples, mucilagos, pectinas,
glucosidos, pigmentos, resinas, aceites esenciales y minerales (potasio, acetato de calcio y
de oxalato, sulfato y cloruro de sodio). También se han encontrado compuestos fendlicos,
desde el metabolismo secundario de la planta. (Osuna-Torres L, 2005)

Los flavonoides tales como Kaempferitrina, y triramosido y kaemferol se han aislado de las
hojas y de los taninos de las flores (Osuna-Torres L, 2005).

Sepulveda et al., 2009 (Sepulveda G, 2009) reporta la actividad antioxidante, contenido de
fenoles totales y contenido total de flavonoides en tres 6rganos de la planta (tallos, hojas y
flores), en dos tipos de extractos (acuoso y metandlico), evaluando la actividad antioxidante
por el método de determinacion de fenoles totales por Folin-Ciocalteu ( 2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo)y flavonoides totales por un método colorimétrico basado en el tricloruro de
aluminio bajo condiciones &cidas. Valores bajos de IC50 (indice de inhibicion obtenida)
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indican una alta actividad anti radical como fuente de actividad captadora del radical DPPH
(1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo).

Los resultados muestran que, para un mismo organo de la planta, en diferente extracto
(metandlico y acuoso) el orden de capacidad antioxidante y fenoles totales cambia
drasticamente; extractos metandlicos poseen alta capacidad antioxidante (hojas = flores =
tallos) que los extractos acuosos (tallos = flores = hojas). El contenido total de fenoles fue de
1.33 a 5.01g GAE/100 peso seco, para un mismo solvente donde la cantidad mas alta fue
encontrada en hojas y flores, el contenido de flavonoides entre 0.18-1.30 CE/100 peso seco.
Valores reportados por otras especies de la familia (Acantaceae) indican diferentes valores
de capacidad antioxidante, fenoles totales y contenido de flavonoides dependiente de la
especie de la planta y el extracto en el que se encuentra. Los extractos metanolicos de hojas
de J. spicigera muestran actividad antioxidante con una IC50 de 48.86 ugml-1 siendo mas
alta que lo reportado para Dicliptera verticillata (IC50 785 ug/mL-1). Resultados similares se
mostraron en el contenido total de fenoles (5.01 g GAE/100g peso seco), siendo mas alto en
las flores comparado con otras plantas como Dicliptera verticillata (2.82 g GAE/100g peso
seco).

El estudio hace énfasis en la distribucion diferente de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante encontrada en los 6rganos de la planta de J. spicigera, donde extractos
metandlicos de las hojas poseen mas alta capacidad antioxidante que los extractos
metanolicos de tallos con alto contenido fendlico.

La planta produce metabolitos secundarios del tipo fenélico, como los taninos, lignanos,
flavonoides y algunos compuestos fendlicos simples, estos son sintetizados primariamente
por productos de la ruta del acido shikimico, los cuales pudieran estar asociados a su
propiedad curativa (M M. , 1996). En estudios se ha reportado en hojas de muitle, alantoina
(compuesto nitrogenado derivado de las purinas), flavonoides como la kaempferitrina y su
bis-ramnésido kaempferol (Euler KL, 1982), terpenoides como el B- glucosil-O-sitosterol, y la
criptoxantina (caroteno) (Dominguez X. , 1990). La alantoina es un producto del metabolismo
de las purinas. Su principal efecto es ser fuerte estimulador de la proliferacion celular y
reconstruccion de tejido. Niveles de alantoina se han evaluado e indican que es un marcador
sensitivo de estrés oxidativo como el glutation y la cisteina (Yardim, 2004). En la industria
cosmeética, la alantoina tiene la ventaja de no ser toxica ni irritante a la piel ya que su uso es
recomendado para el tratamiento de Ulceras, heridas de curacion lenta y utilizada en
guemaduras como cicatrizante (®Merk 2010).

o)
o)

NH
LA o

H o H

HoN

Estructura Quimica
Alantoina
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El Kaempferol es un flavonoide natural que se encuentra presente en algunas plantas,
principalmente encontrado en té, brocoliy Ginkgo (Y, 2008); es un antioxidante potente que
ayuda a prevenir el dafio oxidativo de las células, lipidos y ADN, ademas de prevenir la
arteriosclerosis (Watell, 2003). Se ha confirmado que el kaempferol actia como agente
guimiopreventivo, demostrando asi ser el principal inhibidor de la formacién de cancer en las
células (A).Estudios In vitro realizados por Kowaski et al., 2005 (Kowalski J, 2005) muestran
gue el kaempferol inhibe la proteina quimiotactica de monocitos 1(MCP-1) la cual juega un
papel importante en los inicios de la formacién de la placa arterosclerética; asi mismo Lépez-
Sanchez et al., 2007 (Lépez-Sanchez C, 2007) mencionan que el Kaempferol ayuda a
prevenir la arteriosclerosis inhibiendo la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
la formacion de plaguetas en la sangre, también, a través de la captacion de macréfagos de
un compuesto oxidado (oxLDL). Zheng et al., 2001 (Zheng W, 2001), demuestran que el
kaempferol puede tener beneficios para las personas que tienen riesgo de cancer, ya que en
lineas celulares pancreaticas (MIA PaCa-2 y Panc-1) se muestra un efecto anti-cancer, con
el tratamiento con kaempferol por 4 dias y se muestra MIA PaCa-2 con proliferacion celular
significativamente inhibida y proliferacion de células Pancreaticas-1. Estudios realizados por
Vivek et al., 2008 (Vivek S, 2007) encuentran que el kaempferol induce apoptosis en células
glioma (neoplasia que se produce en el cerebro espinal) por un elevado estrés intracelular
(incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) acompafiada con un
decremento en agentes de actividad antioxidante (superoxido dismutasa (SOD-1) y
tiorredoxina (TRX-1).

Estructura Quimica del
Kaempferol

El B-sitosterol es el esterol mas abundante en las plantas y ampliamente distribuido.

Este esterol, relacionado estructuralmente con el colesterol, contiene un grupo (B-etilo en el
C-24 del esqueleto del colesterol, lo que lo hace mas lipofilico. Desde los pasados 10 afios
el papel de los sitosteroles en la salud humana y de los animales ha sido establecido, dando
énfasis, tanto In vitro como In vivo, en su actividad inmunoldgica y anti-inflamatoria (Garcia,
2008). Asi mismo ha demostrado su efectividad clinica como agente capaz de disminuir los
niveles de colesterol, asi como en el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna (M B. ,
1993). Prieto et al., 2006 (Prieto JM, 2006) comprueban el efecto In vivo en ratas Wistar y
ratones Swiss del B-sitosterol en un modelo de dermatitis de contacto por hipersensibilidad
retardada (DTH) ensayado en modelos de liberacion de eicosanoides en leucocitos
polimorfonucleares de rata y plaquetas humanas estimuladas con ion6foro A23817 en
incubaciones de 15 min. Obteniendo a las 24 enzimas implicadas en la iniciacion del
fendmeno inflamatorio (cascada del &cido araquiddnico), indicando asi, que este compuesto
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puede modular el edema mediado por respuesta celular sin ningun efecto a corto plazo en la
cascada del acido araquidonico.

Estructura Quimica de p-sitosterol

Se han aislado de J. spicigera los flavonoides kaempferitrina, y su triramndésido (Euler K. &.,
1982). Otros compuestos aislados son el 3-sistosterol, el 3-O-glucdésido de R-sistosterol, la
alantoina, la criptaxantina y una antocianina muy polar que presenta el comportamiento
fluorescente de las infusiones de esta planta (Dominguez, 1990). Anteriormente se mostro
la presencia de kaempferitrina en extractos de etanol de Justicia spicigera (Euler K. A,
1982). En este estudio, se demostroé que Kaempferitrina (KM) fue el compuesto mas
abundante en J. spicigera y que su contenido (12,75 mg / g) fue 2,3- veces y 5,9 veces mas
bajos que los reportados para las plantas medicinales Hibiscus cannabinus y Cinnamomum
osmophloeum, respectivamente (Lin, 2011). Este estudio muestra que Justicia spicigera es
una buena fuente de flavonoides kaempferitrin. Asi, Justicia spicigera podria ser una buena
fuente de farmacos anticancerosos, debido a su baja toxicidad, efectos antitumorales e
inmunomoduladores.

Este arbusto posee escaza informacion sobre sus propiedades biolégicas, a nivel extracto
se ha comprobado sus actividades antimicrobianas y anti-protozoario. Extractos etandlicos
de hojas de Justicia spicigera Schlecht muestran actividad contra el parasito Giardia al ser
evaluados en medio TYL-S-33 usando tofozoides de Giardia donde cambios a nivel celular
son observados (perdida de tamafo, forma y dafio en la estructura nuclear, asi como
rompimiento del nucleoesqueleto de las proteinas).

En el 2006 Macotela (Ponce-Macotela M, 1994) evalu6 14 extractos de planta medicinales
conocidas por sus propiedades (anti-diarreicas, anti-protozoarias) usando tofozoides de
Giardia los cuales fueron incubados con los extractos de la plantas, la viabilidad de tofozoides
fue determinada usando MTT( 3-[4,5-dimetiltrazol-2-i]2,5) como prueba negativa (tofozoides
con extracto de planta) y como control positivo (incubado con tinidazol), los resultados
muestran que el orégano Lipia berrabdieri planta que se ha reportado ser potente contra
tinidazol (droga utilizada contra protozoarios) muestra similares indices de mortalidad que J.
spicigera (J. spicigera=91+0.5; L. berrandieri=90+£0.6) siendo estos los dos mejores
resultados anti —giardia. Caceres, et al., 2000 realizaron pruebas de citotoxicidad en extractos
acuosos de Justicia spicigera en lineas de células leucémicas (TF1 TB1), carcinoma cervical
(CALO, INBL) y células multipotentes hematopoyéticas 32D y fibroplastos normales (3T3)
(como control).

Estudios previos revelan que el extracto acuoso de muitle no muestra tener actividad
hematopoyeética In vitro tanto en progenitores hematopoyéticos de células humanas como de
ratdn, de lo anterior; estudios recientes revelan que extractos acuosos de J. spicigera inducen
la apoptosis de lineas celulares leucémicas TF1 (control), pero no en la linea celular TB-1
transfectadas con el proto-oncogen bcl-2 (inhibidor de la apoptosis), entonces se demostrd
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gue el efecto es dependiente a la dosis y en estrecha relacion con el ciclo celular
independiente del estado de transformacion de las células (Caceres Cortés, 2000).
Experimentos adicionales a ello, con fibroblastos de raton (3T3) y dos lineas celulares,
carcinoma cervical CALO e INBL, las células presentan cuerpos apoptéticos que indica la
principal de muerte por apoptosis, esto soporta la evidencia de que Justicia spicigera tiene
actividad citotoxica por inducir muerte celular (Caceres Cortés, 2000). En un estudio de
extractos acuosos y etandlicos de las partes aéreas de J. spicigera y otras tres plantas
medicinales (Ibervillea sonorae, Cucurbita ficifolia,(T. lucida) las cuales fueron ensayadas
usando dos lineas celulares T47D (cancer de seno) y Hela (cancer cérvico) usando como
control positivo la colchicina (farmaco antimitético que inhibe la division celular en metafase
0 anafase) en los resultados todas presentaron inhibicion de crecimiento del 50% (ED50) y
citotoxicidad de (ED50 < 20 uyg/mL-1) a lineas celulares T47D y solo el extracto etandlico de
J. spicigera mostré el mejor efecto citotoxico a Hela (cancer cervicouterino) con una (ED50
5.59 ug/mL-1) en comparacion con las otras plantas T. lucida (ED50 250 uyg mL-1) I. sonorae
(ED50 =50 pug/mL-1). Este estudio corrobora uno de sus populares usos para el tratamiento
de cancer (Gamborg, 1968).

Un estudio de toxicidad evaluado con Artemia salina (bioensayo usado ampliamente para
monitorear la presencia toxica de componentes antitumorales) demostré alto potencial
citotoxico con un valor de LC50 37.93ug/mL-1 alrededor de lo que marca la literatura como
potencialmente citotoxico LC50 37.93ug/mL-1.De J. procumbes usada en la medicina china
para la fiebre y el cancer, se han aislado dos lignanos (justicidina A) (con citoxicidad KB =
cancer farolaringal) con DC50<1.0ug/mL -1 (N).En J. pectoralis se han aislado lignanos
(justicidina B) en extractos etandlicos mostrando actividad citotoxica In vitro 9PS (leucemia
murino) en lineas celulares ED50 3.3 pg/mL-1, 9KB (ED50 7.3 x 10-2 ug/mL-1) e inactiva a
NSCLNG6 (carcinoma bronquial en lineas celulares humanas) (HJ).

Kaempferitrina, (KM) induce apoptosis en células HelLa y actta como agente
quimiopreventivo ya que inhibe el crecimiento del tumor de estas células en el raton desnudo
(Alonso-Castro, Antitumor and immunomodulatory effects of Justicia spicigera, 2012),
(Alonso-Castro, Kaempferitrin induces apoptosis via intrinsic pathway in HelLa cells, 2013).
Se le atribuyen efectos antidiabéticos ya que incrementa la captacién de glucosa en la célula
(efecto insulinomiméticos) (Ortiz-Andrade, 2012). En modelos In vitro estimula la funcién
inmune de los macréfagos y células NK 132. Ademas, un estudio reciente sugiere que la
Kaempferitrina ejerce un efecto tipo antidepresivo a través del sistema serotonérgico.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama en México es un importante problema de Salud. El tratamiento de esta
enfermedad depende de factores asociados al tipo tumoral, la localizacion del tumor, y el
grado de diseminacion del tumor (metastasis). En la mayoria de los casos la reseccion
quirargica resulta efectiva para el tratamiento local mientras que la quimioterapia permite
reducir el riesgo de recidivas. No obstante, muchas pacientes tienen reincidencias en sitios
distantes como resultado de la propagacion del tumor que no es detectado en el momento
del tratamiento inicial. Existen muy pocas alternativas en el tratamiento quimio terapéutico,
sobre todo en el cancer de tipo triple negativo. Por lo tanto, es imperativo la basqueda de
nuevos farmacos citotoxicos efectivos para diferentes lineas de cancer de mama, que
puedan representar en un futuro cercano, nuevos farmacos quimioterapéuticos. En el
presente proyecto de investigacion planteamos la realizacion de extractos estandarizados
acuosos y alcohdlicos de la planta medicinal J. spicigera, obtenidos bajo diferentes
pardmetros de extraccion y su evaluacion en dos diferentes lineas celulares de cancer de
mama.
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5 JUSTIFICACION

El cancer de mama, es el mas comun en las mujeres de todo el mundo. Debido a lo
complicado que es la biologia del cancer, solo se cuentan con muy pocos farmacos en el
mercado, uno de los mas importantes, es el Taxol ®, quimioterapia actual en todo el mundo,
cuyo compuesto activo es el Paclitaxel, compuesto que se obtiene a partir de cultivo de
células vegetales de la planta Taxus brevifolia.

Los tratamientos existentes suelen ser invasivos, dolorosos y llegan a presentar multiples
efectos adversos. Ademas, se presentan casos de resistencia a la quimioterapia y en casos
como el cancer triple negativo, no existe un agente quimioterapéutico, capaz de inhibirlo.
Esto ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas farmacéuticas que puedan ayudar al
tratamiento de esta enfermedad.

Debido a que la flora medicinal nos ofrece una variada alternativa en miles de compuestos
naturales que aun no han sido evaluados, es una importante fuente de posibles nuevos
farmacos antitumorales.

Es por ello que se plantea la evaluacion y estandarizacion de extractos acuosos y alcohdlicos
de la planta medicinal J. spicigera, la cual se ha demostrado que ejerce cierto efecto en la
inhibicion de la propagaciéon del cancer de mama, pero en el presente protocolo, se plantea
la estandarizacién de diferentes tipos de s extractos, y la determinacion de la efectividad
sobre dos diferentes lineas celulares completamente distintas. Una dependiente de
hormonas y una triple negativo.
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OBJETIVOS

6.1Objetivo general

« Determinar la actividad de un extracto estandarizado de Justicia spicigera JSE1 sobre
las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

6.20bjetivos especificos

» Obtener diferentes tipos de extractos estandarizados de la planta Justicia spicigera.

+ Determinar el efecto de los diferentes extractos sobre la viabilidad de las lineas
tumorales MCF-7 Y MDA-MB-231.

* Analizar el efecto del extracto sobre la morfologia celular de las lineas tumorales MCF-
7Y MDA-MB-231.

+ Determinar la concentracion del compuesto activo Kaempferitrina en el extracto de
JSEL.
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7 DISENO METODOLOGICO

7.1Colecta e identificaciéon de la planta

Las hojas de Justicia spicigera fueron colectadas en Atlixco y la identificacion se realizo por
parte del herbario del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

7.2 Preparacion del extracto

La preparacion del extracto, es un paso muy importante para tener buenos resultados en la
evaluacion farmacoldgica, la extraccion se llevo a cabo mediante la técnica de extraccion
exhaustiva en el equipo Soxhterm ®. Se pesaron 10 g de hojas secas Y trituradas que se
repartieron en dos dedales de celulosa (Whatman) en cada dedal se colocaron 5 g de la
planta. Se realizaron extracciones acuosas y etandlicas. Para la extraccion se utilizo el
programa Soxtherm Manager®, el cual se estabilizd6 con pardmetros de extraccién definidos
para estos experimentos, como temperatura, impacto, evaporacion. Después de realizarse
la extraccion, los extractos se llevaron a sequedad total en un rotaevapoador (Heildoph). Se
peso el extracto crudo y se realizé la resuspension en el solvente de origen. El peso crudo
fue muy importante, ya que con ello se obtuvo la concentracién con la cual se realizaron las
pruebas. El residuo o extracto crudo se reconstituyé con agua estéril a una concentracion
1:10 (P/V).

Posteriormente se realiz6 sedimentacion y filtraciones en membrana de 0.2u dentro de la
campana de flujo laminar.

7.3 Materiales y Reactivos
7.3.1 Cultivo celular.

El manejo de células se realizdé en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar
bajo buenas préacticas de laboratorio.

Se utilizaron dos lineas celulares humanas de cancer de mama: MDA-MB-231 triple negativo
(ER, PR y HER negativo) y MCF-7 doble positivo (ER y PR positivo), las lineas se obtuvieron
por parte de la Doctora Paola Maycotte Gonzalez. Investigadora Catedras CONACYT, SNI:
NIVEL |

Las lineas celulares se cultivaron con el medio correspondiente, las células de la linea celular
MCF-7 se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) con 5 g/L de glucosa y
L-glutamina, sin piruvato, suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de
antibidtico e incubadas a 37°C con 5% de CO..

Y la linea celular MDA-MB-231 se cultivd en medio F12 suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS) y 1% de antibidtico e incubadas a 37°C con 5% de COz. El medio de cultivo
de las lineas celulares se cambio cada 2-3 dias.
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7.4Procedimiento de proliferacién celular en las células MCF-7(+RE) Y
MDA-MB-231 (triple-).

Este procedimiento se realiz6 para mantener las lineas tumorales MCF-7 y MDA-MB-231,
cuando las células llegaron a un nivel de confluencia de aproximadamente el 80% de
proliferacion, la renovacion de medio se llevé acabo de 2 a 3 dias, aunque la confluencia no
fue mayor al 80% de proliferacion. Para la proliferacion se requirié primeramente el retirar y
desechar el medio de cultivo anterior (las células vivas permanecieron adheridas a la caja de
cultivo), y al ser lavadas con una solucién de PBS, las células muertas fueron eliminadas
junto con otros residuos.

Posteriormente se afadieron 500uL de tripsina-EDTA a la caja de cultivo y se incubaron
durante 5 minutos a 37°C en 5% de COg, lograndose observar en un microscopio invertido,
cuando las células se despegaron de la caja, se agregé medio con suero para la inactivacion
de la tripsina-EDTA.

Se realizé la aspiracion con una pipeta Pasteur, y la suspension se colocd en nuevos tubos
Eppendorf de 1.5 mL, en donde se realizé una centrifugacion para formar una pastilla de
células al fondo del tubo. Se retir6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en medio F-
12,y MEM, se realiz6 un conteo celular con una camara de Neubauer. En donde se realizaron
diluciones para sembrar en placas de 96 pozos (Corning Inc. Costar®). Posteriormente se
incubaron 24 horas a 37°C en una atmosfera himeda y 5 % de CO:2 para permitir su
adherencia. Pasadas las 24 horas se aplicaron los extractos realizados a diferentes
temperaturas con una sola concentracion de 100 L, esto para determinar cual extracto es
el que ejerce efecto sobre las lineas tumorales. Se utilizé el equipo IncuCyte® que hace un
andlisis en tiempo real, programando el software con un tiempo establecido, y con los
requerimientos necesarios para cada uno de los experimentos.

Se dejaron los extractos por 48 horas y se aplicé yoduro de propidio para la determinacién
de muerte celular.

7.5Deteccion de Kaempferitrina por HPLC

La deteccién y la cuantificacion de kaempferitrina se realiz6 mediante un sistema de high
performance liquid chromatography (HPLC) de fase inversa. Con un equipo 2795 (Waters
Corp.,Milford, MA, EUA), equipado con una bomba cuaternaria y un automuestreador. El
sistema de deteccién fue de diodos y se utilizé un sistema software fue un Millenium 32 para
la identificacion e integracion de las conversiones. La columna fue Kromasil C-18 con una
longitud de 150 X 4.6 mm y de diametro interno y de 0.45 mm tamafio de particula (Metachem
Technologies Inc) con un volumen de inyeccion de 5 mL, y un flujo de 0.4 mL / min. La fase
movil fue agua: acido acético (grado HPLC Merck Dormstadt, Alemania) en 2% de agua y
acetonitrilo (Merck, Dormstadt, AlemaniaHPLCgrade), con un gradiente % B 10 a 70 en 20
min. Los tiempos de retencidn de los picos de radiacion ultravioleta (UV) fueron comparados
con los tiempos de retencion de los estandares inyectados previamente. La calibracion fue
obtenida con concentraciones de 124 a 496 mg/mL. La concentracion de kaempferitrina en
los extractos fue calculada con estas calibraciones. EI maximo de absorbancia fue de 260
nm con tiempos de retencion e 10.54 min
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7.6 RESULTADOS

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de los extractos etandlicos y
acuosos de la planta Justicia spicigera, sobre la proliferacién y la viabilidad de las lineas
celulares de cancer de mama, MCF-7 Y MDA-MB-231. Dichos extractos fueron obtenidos de
la extraccion en el equipo Soxtherm® con etanol y agua a tres diferentes temperaturas, para
determinar la efectividad biolégica y las diferencias de actividad entre los dos tipos de
solvente

En la extraccidon exhaustiva que se realizé en el equipo Soxtherm® los pesos crudos
obtenidos (Tabla 2) tanto acuosos como etandlicos, dieron un rendimiento alrededor de 2
mg. Estos datos son importantes para determinar la concentracion que se evaluara en las
pruebas in vitro

TABLA2. Pesos crudos de extractos de Justicia spicigera a diferentes temperaturas de
extraccion

Solvente 60° C 80° C 100° C
Etanol 2.4 mg 2.25 mg 2.1 mg
Agua 1.53 mg 2.21 mg 1.6 mg

En los ensayos de morfologia realizados se encontr6é que el extracto acuoso y etandlico de
la planta Justicia spicigera afectan la proliferacién celular, pero no la viabilidad de las células
de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, presentan una disminucién en cuanto a la
confluencia de las células, todas estas ya presentadas con los extractos etandlicos y acuosos
a diferentes temperaturas y misma concentracion.

llustracién 1 Linea Celular MDA-MB-231 llustracion 4 Linea Celular MCF-7 Extracto
Extracto Etanélico 60° C Etanolico 60°C
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llustracion 2 Linea Celular MDA-MB-231 con
extracto Etanélico 80°C

n 3 Linea Celular MDA-MB-231 ¢
Extracto Etandlico 100° C

7

llustracio

b

llustracion 7 Linea Celular MDA-MB-231
Extracto Acuoso 60°C

on

llustracion 5 Linea Celular MCF-7 Extracto
Etandlico 80° C

e

o3y 2 0.00

Iustracién 6 Linea Celular MCF-7 Extracto

llustracion 11 Linea Celular MCF-7
Extracto Acuoso 60° C
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lustracion 8 Linea Celular MDA-MB-231 lustracion 12 Linea Celular MCF-7 Extracto
Extracto Acuoso 80°C Acuoso 80°C

day 1,000 )

llustracion 13 Linea Celular MCF-7 Extracto
Acuoso 100°C

llustracion 9 Linea Celular MDA-MB-231
Extracto Acuoso 100°C

Los resultados aqui mostrados sugieren una actividad antiproliferativa como principal
mecanismo de accion del extracto, pues este actia en contra del crecimiento y division de
las células.

Son necesarios mas estudios para determinar el mecanismo molecular por el cual los
extractos etandlicos y acuosos de J. spicigera inducen la inhibicion del crecimiento en estas
células y su posible participacién en la regulacién de las proteinas implicadas en el control
del ciclo celular; ademas de evaluar su efectividad en otras lineas celulares de cancer y su
capacidad toxica en células no cancerosas, asi como también la actividad biologica en
modelos de cancer In vivo.

En los ensayos de proliferacion celular realizados en el equipo IncuCyte®, se encontrd
(Grafica 1) que en el extracto etandlico de Justicia spicigera en la linea celular MDA-MB-231,
las temperaturas de extraccion etandlica, no actuan de diferente forma debido a que no hay
una diferencia significativa en la proliferacion celular pues no se ve diferencias significativas
entre uno y otro.
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PROLIFERAION
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Extracto etanolico de Justicia spicigera
Linea celular MDA-MB-231
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Grafica 1 Ensayo de Proliferacion Celular en linea
MDA-MB-231 Extracto Etandlico de Justicia spicigera.

El ensayo de proliferacién celular (Grafica 2) del extracto etandlico de Justicia spicigera en
la linea celular MCF-7 mostré que, a una temperatura de 100°C, la proliferacién celular
disminuyo6 notablemente comparandose contra el control.

PROLIFERACION
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—@— Medio Temperatura 100°C
Temperatura 80°C Temperatura 60°C

Grafica 2 Ensayo de Proliferacion Celular en linea MCF-7.

Extracto Etandlico de Justicia spicigera.

24



Continuando con los

ensayos de proliferacion se muestra (Grafica 3) que en el extracto

acuoso de Justicia spicigera en la linea celular MDA-MB-231, no existe una diferencia
significativa contra el control como ocurre con el extracto etandlico en la linea MCF-7.

PROLIFERACION

-10

Extracto acuoso de Justicia spigicigera
Linea Celular MDA-MB-231

7
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Medio Temperatura 100°C

Temperatura 80°C Temperatura 60°C

Grafica 3 Ensayo de Proliferacién Celular en linea MDA-MB-
231. Extracto Acuoso de Justicia spicigera.

En el ensayo de proliferacion celular (Grafica 5) con extracto acuoso de Justicia spicigera en
la linea celular MCF-7 cabe destacar que la temperatura favorable fue la de 80°C puesto que
se nota gran diferencia entre las otras temperaturas de que la proliferacion fue menor que,
en el control, y con una mejor actividad que los extractos a las otras temperaturas. Por lo
tanto, la temperatura de extraccion es muy importante, y se deduce que los metabolitos que
se estan extrayendo son diferentes entre las tres diferentes extracciones.

Extracto acuoso de Justicia spicigera
Linea celular MCF-7

H
H

i
-
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k

PROLIFERACION

-10 10 20 30 40 50 60

Medio Temperatura 100°C

Temperatura 80°C Temperatura 60°C

Grafica 5 Ensayo de Proliferacion Celular en linea MCF-7. Extracto
Acuoso de Justicia spicigera.
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La viabilidad celular es un estudio importante para saber si las concentraciones manejadas
en las pruebas bioldgicas, asi como el tipo de extractos son seguras y en cuanto ejercen la
citotoxicidad en las lineas celulares de cancer frente al control. En cuanto a los datos que
se muestran (Grafica 6) en el ensayo de viabilidad celular con extracto etandlico de Justicia
spicigera en la linea celular MDA-MB-231 se hace notar cambios en las temperaturas de
100° C y 80° C, puesto que no hubo muerte celular solo se nota un retraso en cuanto a
crecimiento.

Extracto etanolico de Justicia spicigera
Linea celular MDA-MB-231

2.5

15

0.5

0
80°C 60°C

CONTROL 100°

MUERTE IP
N

=

Grafica 6 Ensayo de Viabilidad Celular en linea MDA-MB-231.
Extracto etandlico de Justicia spicigera.

En el ensayo de viabilidad celular (Grafica 7) con extracto etandlico de Justicia spicigera en
la linea celular MCF-7 cabe destacar que en la temperatura de 100° C hubo una leve
disminucién en la viabilidad celular MCF-7 en donde las células crecieron lentamente.

Extracto etanolico de Justicia spicigera
Linea Celular MCF-7

2.5

1.5
0.5
0

Control 100°C 80°C 60°C

MUERTE IP
N

[

Grafica 7 Ensayo de Viabilidad Celular en linea MCF-7. Extracto etandlico de
Justicia spicigera.
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Los datos mostrados en (Grafica 8) del ensayo de viabilidad celular con extracto acuoso de
Justicia spicigera en la linea celular MDA-MB-231 podria concluirse que en la temperatura
de 80° C existe una disminucion en cuanto a crecimiento celular. Este dato seria de gran
importancia puesto que se trata de una linea celular triple negativo.

Extracto acuoso de Justicia spigicigera
Linea Celular MDA-MB-231

35

3
2.5
1.5
0.5

0

CONTROL 100°C

MUERTE IP
N

[EEN

Grafica 8 Ensayo de Viabilidad Celular en linea MDA-MB-
231. Extracto Acuoso de Justicia spicigera.

En el ensayo de viabilidad celular (Grafica 9) con extracto acuoso de Justicia spicigera en la
linea celular MCF-7 cabe destacar que en la temperatura de 80° C hubo una diferencia ya
gue se nota que si hubo muerte celular.

Extracto acuoso de Justicia spicigera
Linea celular MCF-7
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Grafica 9 Ensayo de Viabilidad Celular en linea MCF-7. 27

Extracto Acuoso de Justicia spicigera.



La concentracion de kaempferitrina en el extracto fue de 0.57 miligramos por cada gramo de
planta, segun el estudio de areas que se hizo del cromatograma de identificacion obtenido

en el sistema HPLC

En el Cromatograma (llustracion 14) se observa, el tiempo de retencion de kaempferitrina al
minuto 15.3 , y se confirmo con el espectro UV del estandar (Sigma) el cual tiene un tiene
dos picos maximos, a 263.2 'y 342.1 nm.

Spectrum Index Plot

Peak1 - 14,459 kaempferitrina - 15.352
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Peak Name RT Area | % Area | Height
1| Peakl 14.459 | 421570 | 50.33 | 30431
2 | kaempferitrina | 15.352 | 416079 | 48.67 | 40180

llustraciéon 14 Cromatograma Justicia spicigera
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CONCLUSIONES

El presente trabajo respalda la posible actividad anticancerigena de los extractos de Justicia
spicigera previamente reportada, mostrando que los extractos etandlicos y acuosos de esta
planta actian como un agente citostatico sobre las células de cancer de mama sin afectar
su viabilidad.

Haciendo la comparacion de las dos lineas celulares trabajadas en este proyecto nos damos
cuenta que si existen diferencias sobre la actividad de la planta en las dos lineas celulares
de cancer de mama. Al parecer, los extractos acuosos y etandlicos inhiben més la
proliferacion celular en las lineas receptoras de hormonas MCF-7 que sobre la triple negativo
MDA-MB-231.

Es definitorio, que la temperatura de extraccion es importante para la actividad biologica
buscada, ya que los extractos etandlicos a 100°C disminuyen la proliferacion celular y el
extracto acuosos a 80°C, también lo hace, ambos sdélo sobre la linea receptora de estrogenos
MCF-7. Esta era una de los objetivos que se planteaban. Definir el tipo de extracto y
temperatura, asi como la linea celular en el cual la planta ejercia su mejor actividad.

La proliferacion celular es un proceso cuidadosamente regulado que responde a
necesidades especificas del organismo, es decir el incremento del nimero de células por
division celular. Esta es mas activa durante la embriogénesis y el desarrollo de un organismo,
es fundamental para la regeneracion de tejidos dafiados o viejos. Por otro lado la
citotoxicidad es el dafo celular provocado por la accion de anticuerpos especificos o por
células citotoxicas.

En el presente trabajo de investigacion sabemos que tenemos presente Kaempferitrina en
una concentracion de 0.57 miligramos/gramo de planta

Se ha reportado que este compuesto ejerce una actividad citotoxica y antitumoral, en un
estudio se detect6 que inducia apoptosis en células HelLa ya que este compuesto actuaba
como agente quimiopreventivo pues inhibia el crecimiento del tumor en los ratones
desnudos.

Futuros estudios son necesarios para determinar otros compuestos quimicos presentes en
el extracto etandlico a 100°C y acuoso a 80°C, asi como esclarecer el mecanismo molecular
por el cual ejercen sus propiedades anticancerigenas en las células de cancer de mama.
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