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RESUMEN

El cancer es una patologia compleja, que afecta al paciente, su familia, sociedad y sistema
de salud. El cancer tiene altas tasas de incidencia, haciéndolo un problema de orden mun-
dial y aunque existen tratamientos, ellos tienen efectos secundarios. Las plantas medicina-
les son fuente de terapéuticos de bajo costo, y de facil acceso. Entre ellas esta A. ficoidea
(L.) P. Beauv (A.f) o “periquito amarillo”, abundante en la triple frontera entre Brasil, Argen-
tina y Paraguay, en el saber popular se asocia a beneficios para la salud, aunque no se han
hecho estudios que concreticen sus efectos. Por tanto, este trabajo busco investigar quimi-
camente los compuestos de las hojas de A.f, usando dos extracciones: una hidroalcohdlica
(EH) 70% (v/v) y otra de fraccidn lipidica (FL) usando cloroformo, metanol y agua, 2:2:1
(v/viv); para evaluar sus efectos antiproliferativos y en la estructura celular de células can-
cerigenas (MIA PaCa-2), y células no cancerigenas (MRC-5, HBMEC). Se realizaron anali-
sis de compuestos fendlicos totales, flavonoides y la evaluacion del potencial antioxidante
del EH. El perfil de acidos grasos (AG) presentes de FL se determind por cromatografia en
fase gaseosa acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS). Para los ensayos de pro-
liferacidn celular y encontrar ICs0 se usé MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo
de tetrazolina), y microscopia de fluorescencia como ensayo confirmatorio. El rendimiento
de EH fue de 19,90 % (m/m). Los antioxidantes fueron: compuestos fenélicos 9,04 mg EAG
g muestra, flavonoides 0,30 mg EQ g* muestra. Y la capacidad antioxidante en ABTS fue
0,395 pumol TE g* muestra; DPPH, 21,72 ymol TE g* muestra; y FRAP, 71,85 umol Fe (l1)
g muestra. En el MTT, para las células el ICso fue: MIA PaCa-2, 52,51 % (v/v); MRC-5,
41,66 % (v/v); HBMEC, 50,16 % (v/v). En la microscopia de fluorescencia se observo alte-
raciones en la morfologia, desprendimiento y redondeamiento celular; y se confirmé que el
EH en concentracion de 50 % (v/v) disminuye la proliferacién celular en HBMEC y en el
tamafio de los nucleos de forma significativa (p< 0,0001), con respecto al control. En FL el
rendimiento fue de 3,86 % (m/m). Los AG mayoritarios fueron &cido alfa linolénico (ALA)
3,16 mg g ** muestra; acido palmitico, 1,34 mg g ! muestra; acido linoleico, 1,18 mg g *
muestra. EI ALA se encontro en el 56,71 % (m/m). En el MTT, para las células el ICso fue:
MIA PaCa-2, 1,045 ug pL?; MRC-5, 1,123 ug uLt; HBMEC, 0,472 ug pLt. En la microsco-
pia de fluorescencia, el efecto antiproliferativo de la FL se verificé en concentraciones de
2,5y 50,0 ug puL* en las tres lineas celulares, siendo significativo para MIA PaCa-2 y MRC5
(p< 0,0001), y no significativo para HBMEC. Los cambios de tamafio observados fueron
variables. Los resultados generados en este trabajo muestran los efectos antiproliferativos
de las extracciones de A.f en las células utilizadas.

Palabras clave: plantas medicinales; neoplasia; Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv; anti-
oxidantes; acidos grasos.
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RESUMO

O cancer € uma patologia complexa que afeta o paciente, sua familia, a sociedade e o
sistema de saude. O cancer apresenta altas taxas de incidéncia, tornando-se um problema
mundial e embora existam tratamentos, eles apresentam efeitos colaterais. As plantas
medicinais sdo uma fonte de compostos terapéuticos de baixo custo e de facil acesso. Entre
as plantas esta a A. ficoidea (L.) P. Beauv (A.f) ou “periquito amarelo”, nativo do ftriplice
fronteira entre Brasil, Argentina e Paraguai, no conhecimento popular ela se-associa a
beneficios a saude, embora nédo tenha sido feitos estudos que especifiguem seus efeitos.
Portanto, este trabalho buscou-se investigar quimicamente os compostos das folhas secas
de A.f, utilizando duas extra¢gbes: uma hidroalcoolica (EH) a 70% (v/v) e outra referente a
fracdo lipidica (FL) obtida utilizando cloroformio, metanol e agua, 2:2:1 (v/v/v) para avaliar
os seus efeitos antiproliferativos e na estrutura de células cancerigenas (MIA PaCa-2) e
células ndo cancerigenas (MRC-5, HBMEC). Realizaram-se as analises de compostos
fendlicos totais, flavonoides e a avaliacdo do potencial antioxidante em EH. O perfil dos
acidos graxos presentes na FL foi determinado empregando cromatografia em fase gasosa
acoplado ao espectrofotdmetro de massas (GC-MS). Para ensaios de proliferacéo celular
e determinacéo de ICso, usou-se MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difenil tetrazolina bromo)
e microscopia de fluorescéncia como ensaio confirmatério. O rendimento de EH foi de
19,90 % (m/m). Os antioxidantes foram: compostos fendélicos 9,04 mg EAG g1 amostra é
flavonoides 0,30 mg EQ g! amostra. E a capacidade antioxidante no ABTS foi de 0,395
umol TE g1 amostra; DPPH, 21,72 ymol TE g amostra; e FRAP, 71,85 umol Fe (ll) g1
amostra. No MTT, para as células o ICsp foi: MIA PaCa-2, 52,51 % (v/v); MRC-5, 41,66 %
(v/iv); HBMEC, 50,16 % (v/v). Na microscopia de fluorescéncia foram observadas alteracdes
na morfologia celular, descolamento e arredondamento; e foi confirmado que o EH na
concentracdo de 50 % (v/v) diminui significativamente a proliferacdo celular em HBMEC e
o tamanho dos nucleos (p < 0,0001), em comparacado ao controle. Na FL o rendimento foi
de 3,86 % (m/m). Os acidos graxos majoritarios formam o acido alfa linolénico (ALA) 3,16
mg g1 amostra, acido palmitico, 1,34 mg gt amostra; 4cido linoleico, 1,18 mg g-! amostra.
O ALA foi encontrado em 56,71 %. No MTT, para as células o ICsg foi: MIA PaCa-2, 1,045
pg uLt; MRC-5, 1,123 ug pLt; HBMEC, 0,472 pg pL-1. Na microscopia de fluorescéncia, o
efeito antiproliferativo do AG foi verificado nas concentracdes de 2,5 e 50,0 pg pL! nas trés
linhagens celulares, sendo significativo para MIA PaCa-2 e MRC5 (p< 0,0001), e nao
significativo para HBMEC. As alteracdes observadas no tamanho foram variaveis. Os
resultados gerados neste trabalho mostram os efeitos antiproliferativos das extracdes de
A.f, nas células usadas.

Palavras-chave: plantas medicinais; neoplasia; Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv; antio-
xidantes; acidos graxos.
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ABSTRACT

Cancer is a complex pathology that affects the patient, their family, society and health sys-
tem. Cancer has high incidence rates, making it a worldwide problem and although there
are treatments, they have side effects. Medicinal plants are a source of low-cost and easily
accessible therapeutics. Among them is A. phycoidea (L.) P. Beauv (A.f) or "parrot leaf”,
abundant in the triple border between Brazil, Argentina and Paraguay, is associated with
health benefits in popular knowledge, although no studies have been done to specify its
effects. Therefore, this work sought to chemically investigate the compounds of the A.f.
leaves, using two extractions: a hydroalcoholic (EH) 70 % (v/v) and a lipid fraction (LF) using
chloroform, methanol and water, 2:2:1 (v/v/v); to evaluate their antiproliferative effects and
on the cellular structure of cancer cells (MIA PaCa-2), and non-cancerous cells (MRC-5,
HBMEC). Analyses of total phenolic compounds, flavonoids and the evaluation of the anti-
oxidant potential of EH were performed. The fatty acid (FA) profile of LF was determined by
gas chromatography coupled to mass spectrophotometry (GC-MS). MTT (3-[4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromine) and fluorescence microscopy were used as
confirmatory assays for cell proliferation and ICso. The yield of EH was 19.90 % (m/m). The
antioxidants were: phenolic compounds 9.04 mg EAG g1 sample, flavonoids 0.30 mg EQ g-
L sample. And the antioxidant capacity in ABTS was 0.395 ymol TE g1 sample; DPPH, 21.72
umol TE g1 sample; and FRAP, 71.85 umol Fe (ll) g1 sample. In MTT, for cells, the I1Cso
was: MIA PaCa-2, 52.51 % (v/v); MRC-5, 41.66 % (v/v); HBMEC, 50.16 % (v/v). In fluores-
cence microscopy, alterations in cell morphology, detachment and rounding were observed;
and it was confirmed that EH at a concentration of 50 % (v/v) significantly decreases cell
proliferation in HBMEC and in nucleus size (p< 0.0001), compared to control. In FL the yield
was 3.86 % (m/m). The majority FA were alpha-linolenic acid (ALA) 3.16 mg g - sample;
palmitic acid, 1.34 mg g -1 sample; linoleic acid, 1.18 mg g -1 sample. ALA was found in 56.71 %
(m/m). In MTT, for cells, ICso was: MIA PaCa-2, 1.045 ug uL1; MRC-5, 1.123 ug uL?;
HBMEC, 0.472 ug uLL. In fluorescence microscopy, the antiproliferative effect of LF was
verified at concentrations of 2.5 and 50.0 uyg pL? in the three cell lines, being significant for
MIA PaCa-2 and MRC5 (p< 0.0001), and not significant for HBMEC. The size changes ob-
served were variable. The results generated in this work show the antiproliferative effects of
the A.f extractions in the cells used.

Keywords: medicinal plants; neoplasia; Alternanthera phycoidea (L.) P. Beauv; antioxi-
dants; fatty acids.
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1 INTRODUCCION

El cancer es una patologia que reune mas de 100 enfermedades, que tienen en
comun que células sanas, por alteraciones genéticas, se transformen en células tumorales
(BROWN et al., 2023). Este proceso se conoce como carcinogénesis y pasa por las etapas
de iniciacion, promocion y progresion; lo que resulta en un crecimiento mas rapido,
desordenado, agresivo y descontrolado de las células tumorales comparado con el de
células no tumorales (ELDRIDGE, 2023).

La cura del cancer es un desafio que ocupa las mas diversas areas, con registros
documentados desde la antigiedad (CHABNER; ROBERTS, 2005). Para el 2023, The
Pharmaceutical Research and Manufactures of America (PhRMA) desarrollé innovaciones
biotecnoldgicas, registrando la produccion de 1.300 medicamentos y vacunas para diversos
tipos de cancer. Pese a los esfuerzos farmacéuticos, los medicamentos producidos aun
generan numerosos efectos colaterales que afectan la salud humana (NORAWONG, 2023;
SHARMA et al., 2022).

Otra razon para buscar la cura al cancer radica en que las neoplasias son mortales,
siendo que para el 2019, el cancer, se presenté como la primera causa de muerte, segun
la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) (SUNG et al., 2021). Para el 2020, el cancer
cobré la vida de 10 millones de personas alrededor del mundo, de las cuales 259.949 fueron
de Brasil, segun el Instituto Nacional de Cancer (INCA) (2020).

En consecuencia, se buscan nuevas moléculas terapéuticas con actividad citotdxica
diferencial que afecten a células cancerigenas y no a células no cancerigenas,
disminuyendo los efectos adversos del tratamiento (HUANG; LU; DING, 2021; VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Las plantas medicinales son una opcién para descubrir
nuevos compuestos, porque el 25 % de los farmacos existentes y el 75 % de los
medicamentos antitumorales se derivan de ellas, ademas de ser una fuente de bajo costo
y de facil acceso (HASSAN, 2020; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Entre la diversidad de las plantas medicinales que se conocen popularmente del sur
de Brasil esta la A. ficoidea (L.) P. Beauv., que se encuentra especificamente en la triple
frontera de Argentina, Brasil y Paraguay (BAYON; GIULIANO; VERA BAHIMA, 2022). Ella
es conocida popularmente como: dipirona, periquito, periquito amarillo, pico de loro amarillo
y apaga fuego (DOS SANTOS; MACHADO, 2012). Se usa de forma ornamental, medicinal
y ecoldgica (OLIVEIRA et al., 2019).
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Los usos medicinales y nutricionales de la A. ficoidea (L.) P. Beauv. se basan en la
infusidn de las hojas, para controlar problemas gastrointestinales como infecciones del
tracto urinario, colicos abdominales, gastritis, asi mismo como analgésico y tranquilizantes
para dolores de cabeza, musculares y dentales (MARQUES, 2010; OLIVEIRA et al., 2019;
ZAMBRANO et al., 2022).

De los estudios existentes de esta planta esta el de Reshma y Basavaraj (2019),
quienes muestran que hay una mayor concentracion de antioxidantes en las hojas de esta
planta que en tallos o raices, asociando los antioxidantes de las hojas de A. ficoidea (L.) P,
Beauv. con el uso en los tratamientos de problemas cardiacos y del cancer. Esta planta
presenta pocos estudios sobre sus caracteristicas quimicas que le confieran validez y que
sean concluyentes con los efectos terapéuticos a los que se la asocia; por esto, se hace
interesante su estudio.

Considerando el potencial farmacoldgico de esta especie nativa y la gran
problematica que supone el cancer, se hacen necesarios las pruebas de verificacion de
citotoxicidad de bioactivos almacenados en sus hojas sobre linajes celulares neoplasicos.

Por ello, en la presente investigacion de la planta A. ficoidea (L.) P. Beauv; se usaron
hojas secas obtenidas del refugio biolégico de ITAIPU, de las cuales se obtuvieron dos
extracciones: una extraccion de la fraccién lipidica (FL) y una extraccion hidroalcohélica
(EH), las cuales se analizaron quimicamente por separado; la primera para determinar el
perfil lipidico en acidos grasos (AG) y la segunda para determinar antioxidantes.

Los extractos FL y EH se aplicaron en los linajes celulares MIA PaCa-2, HBMEC y
MRC-5; el primero como modelo de células cancerigenas y los otros dos como modelo de
células no cancerigenas. Se evaluo la proliferacion celular con los tratamientos, usando el
ensayo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) para encontrar la
concentracion inhibitoria del 50 % (ICs0). Asimismo, se evalud si los extractos influian en la
morfologia del citoesqueleto y el nucleo celular de los linajes mencionados, realizando un
examen de fluorescencia con los marcadores DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, 2-(4-

amidinofenil)-6-indolcarbamidina) y faloidina (un marcador de actina).

1.1 Marco Conceptual

1.1.1 Cancer

El cancer es una patologia que afecta a individuos de diferentes edades, sexos,

etnias, grupos sociales y que por lo tanto tiene un gran impacto en la sociedad. Cancer
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viene del griego karkinos y significa cangrejo; este término fue utilizado por primera vez por
Hipocrates 400 a.C. puesto que él veia el cancer como una masa de forma irregular
semejante a un cangrejo. El llamé cancer a un tumor maligno ulcerado y carcinoma a un
tumor maligno (HAJDU, 2011; INCA, 2020).

Aunque fue Hipocrates quien le designo el nombre al cancer, se han encontrado otros
escritos sobre esta enfermedad, como el papiro de Edwin Smith, con datacién de 3000 a.C.
aproximadamente, en el cual evidencia la extraccion de cancer de mama en unos pacientes
en Egipto, por lo que se infiere que desde entonces no existia tratamiento para esta
patologia. El Papiro de Ebers, con fecha de 1500 a.C. también, es un registro de la
caracterizacion de diferentes tumores (HAJDU, 2011).

Ademas de los escritos, se han encontrado restos de tumores en momias egipcias y
en restos de cadaveres chinos, sumerios, hebreos, persas e indios (BINDER et al., 2014).
Entre los casos que llaman la atencién estda el de un hominido en Sudafrica con
osteosarcoma que data de hace 1,7 millones de afios (ODES et al., 2016).

Por lo que se puede decir que, el cancer ha afectado al ser humano por miles de
generaciones Yy civilizaciones. Aunque aun no se encuentra evidencia de un tratamiento
definitivo, paralelamente se ha avanzado en varias disciplinas del conocimiento que han
permitido entenderla mejor (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

Un adelanto notable es en las cirugias; ya que Giovanni Morgagni de Padua en 1761
realizé la primera autopsia, relacionando la enfermedad del paciente con lo obtenido de la
muestra patolégica después de la muerte (HUGHES; NAKAYAMA, 2021). Este fue el
comienzo de la investigacion cientifica en oncologia y es de tal relevancia que aun se utiliza
rutinariamente hoy en dia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

A medida que se ha ido comprendiendo esta enfermedad, la definicion se ha
actualizado. Por ello, se ha pasado a definir al cancer segun el INCA (2020), como «una
enfermedad en la que algunas células del cuerpo crecen sin control y se propagan a otras
partes del cuerpo» (BROWN et al., 2023; NIH, [s.d.]); a definirla actualmente como «el
cancer es una enfermedad de proliferacion incontrolada de células transformadas sujetas
a evolucion por seleccion natural» (BROWN et al., 2023).

Su definicién actual considera no solo el estado inicial de las células cancerosas,
sino su progreso y comportamiento en el tiempo. El cancer entonces es una patologia que
reune mas de 100 enfermedades, caracterizadas por el crecimiento desordenado de células

anormales que pueden invadir tejidos y 6rganos vecinos (INCA, 2020).
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1.1.2 Carcinogénesis

La carcinogénesis es el proceso de formaciéon del cancer; este se divide en tres
partes: iniciacion, promocion y progresion (Imagen 1) (NIH, [s.d.]). Comienza en la iniciacion
con la transformacion celular; continua en la promocion con el efecto de las alteraciones; y
finaliza en la progresion, donde las células tumorales se replican constantemente (CIVETTA;
CIVETTA, 2011).

Imagen 1. Carcinogénesis

B

ﬁ
Explosion clonal
Selectiva
Iniciacion Promocion Progresion
Alteracion genética - Efecto de las alteraciones Multiplicacion exagerada e
Tranformacién celular genéticas irreversible

Nota: proceso de carcinogénesis, comienza con la iniciacién, caracterizado por alteraciones genéticas y
transformaciones celulares. Durante esa fase, las células transformadas presentan una expresion clonal
selectiva que desencadenan en la promocion, en donde las células comienzan a proliferarse. En seguida, se
da la progresién con una multiplicacion exagerada e irreversible de células malignas.

Fuente: (INCA, 2020). adaptacion propia, 2023. (Creado en BioRender.com).

1.1.2.1 Iniciaciéon

En la iniciacién ocurre la transformacién de células normales en células anormales o
cancerigenas (Imagen 2) (OPAS, 2020). Los cambios se deben principalmente a
alteraciones genéticas en la célula. Comienzan cuando hay una interaccion entre factores
genéticos en el ADN celular y la exposicion a factores externos carcinogénicos que pueden
ser fisicos, bioldgicos o quimicos (Imagen 2-1) (OPAS, 2020).

Estos factores, bajo una dosis biolégica efectiva o cantidad suficiente, pueden
provocar alteraciones en el ADN celular, causando cambios genéticos llamados mutaciones

celulares y activacion de genes promotores de tumores (MERK, 2022).
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La célula también puede sufrir inestabilidad gendmica producto de dafio oxidativo,
reordenamiento cromosomico y/o alteraciones enzimaticas, que desencadena alteraciones
genéticas (Imagen 2-I1) (INCA, 2020).

Imagen 2. Iniciacién - Carcinogénesis

Se—
RS
Células normales X Q * || .Célula tumoral
Forman tejidos y 6rganos, = ‘_J ® Célula anormal, poco
son altamente diferenciadas diferenciada
Agente

Cancerigeno

s Quimico;

» Fisico; Alteraciones + Activacion de Protooncogenes;

* Biolodgico. Genéticas + Mutacion.

biologica
efectiva

w

Nota: iniciacion de la carcinogénesis. |. Las células normales organizadas son atacadas por un agente
cancerigeno (quimico, biolégico y/o fisico), que bajo una dosis biolégica efectiva llega hasta el ADN. Al mismo
tiempo el ADN puede sufrir dafio oxidativo, reordenamiento cromosémico y/o alteraciones enzimaticas. Por lo
que la célula sana puede repararse, morir o0 comenzar la transformacion. Il. En la transformacion la célula
sufre alteraciones genéticas, tanto mutaciones como activacion de protooncogenes; que se reflejan en la
estructura de toda la célula, formando la primera célula tumoral.

Fuente: Autoria propia, 2023. (Creado en BioRender.com).

+ Reordenamiento Cromosomico;
+ Dafio oxidativo;
+ Alteraciones Enzimaticas.

Dosis /
v

Muerte
célular

DNA

Entonces, las células normales se transforman en células tumorales, que no tienen
control de crecimiento normal y carecen de regulacion, presentando falta de diferenciacion
celular, apoptosis, inestabilidad gendmica y metastasis (MERK, 2022). Las células
normales y las células tumorales tienen caracteristicas distintivas que se mencionan en la
tabla 1.

Aunque no todas las alteraciones genéticas producen cancer, todos los canceres son

producidos por alteraciones genéticas. Estas afectan la expresion y regulacion de genes
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relacionados con el cancer, incluyendo los genes promotores del cancer, proto-oncogenes

y los genes supresores de tumores, que inhiben el crecimiento del tumor (MERK, 2022).

Tabla 1. Diferencias y caracteristicas de células no cancerosas y células cancerosas

Caracteristicas

Células no cancerosas

Células cancerosas

Crecimiento

Comunicacioén

Reparo
celular/Muerte

Genética

Unién/Movilidad

Morfologia/Nucleo

Diferenciacion

Respuesta al
Sistema Inmune

Funcioén

Suministro de

Sangre

Crecen de forma Ilimitada a |la
regulacion de senales externas.

Reconocen las sefales de otras células
y las siguen.

Las células con dafios o envejecidas,
se reparan o se eliminan, para ser
remplazadas. Por lo que regeneracion
celular es controlada.

Cuando la célula sana detecta cambios
genéticos irreversibles, programa su
muerte.

Las células se unen organizadas para
formar tejidos y érganos, haciendo que
permanezcan juntas. La mayoria de las
células no se mueven.

Forma definida y uniforme de acuerdo
con el tipo celular. Su nucleo es
ovalado, conservando mismo numero
de cromosomas organizados.

Son altamente diferenciadas.

Responden a los estimulos del sistema
inmunitario, incluyendo las sefiales de
muerte.

Realizan tareas designadas.

No forman vasos sanguineos, pues los
que existen suministran los nutrientes
suficientes, para alimentar las células,
el crecimiento normal y ayudar en las
reparaciones.

Crecen descontroladamente, a tasas muy
altas, por la evasion de la regulacion.

Ignoran las sefiales de otras células o las
evaden.

Promueven la expansion de células
mutadas que se adapten mejor al medio.
Por lo que tienen tasas de regeneracion
elevadas.

Guardan cambios genéticos, que hace
que las células sean altamente
resistentes.

Se agrupan deformemente. Y al crecer lo
suficiente pueden invadir tejidos vy
oérganos.

Varian en tamafo y forma. El ndcleo es
largo y mas oscuro que el normal, tiene un
numero anormal de arreglos
cromosomicos y desorganizados.

Pierden la diferenciacién, entre mayor sea
esta perdida mas agresivo sera el cancer.

Evaden el sistema inmunoldgico y crecer
ininterrumpidamente.

No realizan tareas designadas.

Estimulan la formacién de vasos
sanguineos (angiogénesis), pues la
cantidad de nutrientes que necesitan es
exagerada.

Fuente: (ELDRIDGE, 2023; NIH, [s.d.]), adaptacion propia, 2023.

1.1.2.2 Promocioén

En la promocion, la célula tumoral pierde el control de la replicacién, y continua
recibiendo el estimulo del agente carcinogénico que la formd, para seguir replicandose.
Dado que las divisiones celulares no son reguladas, estas pueden comenzar antes que la

célula alcance su madurez (SARIA, 2018).
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Se recalca que solo las células tumorales que consigan evadir eficientemente el
sistema inmunoldgico y las adversidades del medio sobreviviran y continuaran dividiéndose;
esto se denomina explosion clonal selectiva (Imagen 1) (NIH, [s.d.]).

La replicacion constante resulta en la formacion de pequefios grupos de células
malignas o masas llamadas tumores. A pesar de que la tasa de replicacion de las células
cancerigenas es significativamente mas alta en comparacion con células normales, en la
mayoria de los casos, los tumores solo son masas visibles después de varios afios (MERK,
2022).

1.1.2.3 Progresion

En este punto, la poblacion de células tumorales es grande y todas ellas necesitan
de recursos, lo que hace que los recursos sean limitados por lo que deben competir por
ellos (MADAN et al., 2022). Las células no aptas moriran, pero las células tumorales que
generen nuevas mutaciones con ventajas selectivas y de replicaciéon van a permanecer
(SARIA, 2018).

La poblacion de células en un tumor termina siendo genéticamente heterogénea y
fuertemente agresiva. En este punto se da una multiplicacion descontrolada de las células,
que pueden invadir tejidos y 6érganos (metastasis) (Imagen 1) (MCGRANAHAN; SWANTON,
2015).

1.1.3 Caracteristicas del cancer

En la carcinogénesis existen multiples variaciones que moldean un ambiente tumoral
que garantiza los recursos necesarios para nutrir la vida y el comportamiento celular
divergente. Aunque existen ciertas caracteristicas de origen, con el tiempo las variaciones
del medio dan lugar a caracteristicas emergentes y factores habilitantes celulares (Imagen
3) (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Imagen 3. Caracteristicas del cancer

I. Caracteristicas originales ll. Caracteristicas 1. Ifagctures
emergentes habilitantes
Evasion de supresores Inmortalidad replicativa
- CE&DIH‘IIEHIG v Evasion de la destruccion Promocion de la
IR . inmunitaria inflamacion
:':. - . . . . m .
o 9 . S — A Célula T-CD8+ .
crecimiento ® . 1 L g : . . Y pre— | “1:,_'.11 : .
=i R -
. ) . o IMHC1 .
Resistencia a muerte celular Sostenimiento de la
L o m senal proliferativa
. *, °, ‘: Desregularizacion Inestabilidad genémica
e o A o T energética celular y mutacion
N
Activacion de invasion Induccion a % R
y metastasis angiogénesis o
e 9

9’

Nota: las caracteristicas del cancer se clasifican en |. Caracteristicas generales: Evasion de supresores de crecimiento; Inmortalidad replicativa; Resistencia a muerte
celular; Sostenimiento de la sefial proliferativa; Activacion de invasion y metastasis; e Induccidén a angiogénesis. Il. Caracteristicas emergentes: Evasion de la
destruccion inmunitaria y Desregulacion energética celular. 11l. Factores habilitantes: Promocién de la inflamacion e Inestabilidad gendmica y mutacion.

Fuente: (ELDRIDGE, 2023; HANAHAN; WEINBERG, 2011), adaptacion propia, 2023.
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1.1.3.1 Caracteristicas de origen

l. Mantenimiento de las senales proliferativas: las sefiales proliferativas son
reguladas en todas las partes del cuerpo por las células vecinas y la matriz extracelular,
para mantener la homeostasis y la arquitectura en los tejidos y en el organismo. Las células
normales reciben sefales externas por los receptores tirosina quinasa que se dimerizan
con un receptor de factor de crecimiento, de esta manera se controla la proliferacion y
supervivencia de las células (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010). En células cancerigenas
se forman mutaciones conductuales que les otorgan ventajas de proliferacion, como la
sobreexpresion de factores de crecimiento, que interrumpe el mecanismo de
retroalimentacién negativo y evade los supresores de crecimiento (WITSCH; SELA,;
YARDEN, 2010). Ademas, en el cancer se ha visto que fibroblastos deficientes envian y
aumentan la difusion de sefales proliferativas (CHENG et al., 2008).

Il. Evasion de supresores de crecimiento: los supresores de crecimiento son
mecanismos que restringen la cantidad de células; ellos usan vias como senescencia,
apoptosis, autofagia y necrosis, sostenidas por genes supresores de tumor (D’ARCY, 2019;
HANAHAN; WEINBERG, 2011). Las células cancerigenas logran escapar o bloquear su
expresion genética de los genes principales asociados a estas vias, que son: RB (asociada
a retinoblastoma) y TP53, encargados de regular la capacidad proliferativa (SHERR;
MCCORMICK, 2002). RB es el gen encargado de decidir el ciclo celular y division o bloquea
la replicacion; por lo que si este gen esta inactivo, contribuye a la prolongacién del cancer
(BURKHART; SAGE, 2008). TP53 da origen al factor de transcripcion p53 conocido como
guardian del genoma, porque responde a variaciones en las condiciones, inhibiendo el
crecimiento o activando vias de muerte celular (GIACCIA; KASTAN, 1998).

I, Resistencia a muerte celular: la muerte en células normales se da por
apoptosis, cuando el control del ciclo celular esta comprometido. La apoptosis no genera
lesiones en las células vecinas (YING et al., 2011). La célula activa la apoptosis por la
presencia de Bax y Bak, por dos caminos: extrinseco por sefiales extracelulares como el
estrés; e intrinseco por sefiales intracelulares en la mitocondria. Independientemente del
camino se activara las cisteinas proteasas (caspasa 3 y 9, respectivamente), encargadas
de desmontar cuidadosamente la célula (ADAMS; CORY, 2007). En las células
cancerigenas se activa la familia de proteinas Bcl-2, que son oncoproteinas que actuan

como interruptores de vida y muerte, inhibiendo Bax y Bak, y activando la supervivencia
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celular, lo que deteriora el proceso apoptotico (CORY; ADAMS, 2002; LOWE; CEPERO;
EVAN, 2004).

V. Inmortalidad replicativa: se produce porque las células malignas no pierden
los teldmeros, conservando asi la integridad gendmica (GUTERRES; VILLANUEVA, 2020).
Los teldmeros son estructuras que se encuentran al final de los cromosomas, por ello
acumulan dafo oxidativo y se pierden con cada replicacion, limitando el numero de
replicaciones e indicando la senescencia celular (VAN STEENSEL; SMOGORZEWSKA; DE
LANGE, 1998). Estas estructuras son repuestas por la accion de las telomerasas en células
no cancerigenas, en cambio en células malignas se manifiesta una distorsion en la funcién
de las telomerasas, lo que les permite escapar del proceso oxidativo natural y replicarse sin
limite (FAGAGNA et al., 2003).

V. Induccién a la angiogénesis: la angiogénesis es el proceso de formacion de
vasos sanguineos; en un estado saludable, este mecanismo solo se activa para la
cicatrizacion que permite la reparacion del tejido. Sin embargo, en el cancer, debido al
crecimiento celular, este mecanismo es estimulado para suplir su demanda de nutrientes y
oxigeno, y la necesidad de evacuar productos del metabolismo celular (WITSCH; SELA;
YARDEN, 2010). Esta via es regulada por proteinas de sefializacion: inductores como el
factor de crecimiento endotelial vascular A; e inhibidores como la trombospondina-1,
ademas de los pericitos que son células encargadas de extender el tejido vascular
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

VI.  Activacion de invasion y metastasis. las células normales se unen entre si y
con la matriz extracelular por proteinas como las cadherinas; esto produce polaridad y
diferenciacion celular. En la desdiferenciacion de células cancerigenas, la produccion de
cadherinas disminuye, haciendo que se pierda el formato y la adhesion celular (BERX; VAN
ROY, 2009). Cuando las células se desprenden y migran de su lugar, viajando por los vasos
sanguineos y linfaticos, para invadir tejidos y érganos vecinos o incluso distantes del cuerpo
(CAVALLARO; CHRISTOFORI, 2004). Una vez en el nuevo sitio, las células colonizan el
lugar y reanudan el crecimiento del tumor, e interrumpen la funcion normal de los tejidos y
organos, y asi continua el proceso (MERK, 2022). Este proceso se conoce como metastasis

y forma parte de una etapa maligna y avanzada del cancer (SARIA, 2018).
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1.1.3.2 Caracteristicas emergentes

l. Evasion de la destruccion inmunitaria: existen multiples estrategias en las que
el tumor utiliza para evadir el sistema inmune, entre ellas estan: atacar la funcién de las
células T o sus productos, la presentacién de antigenos, la alteracion de la produccion de
mediadores inmunosupresores, la tolerancia y la desviacion inmune (VINAY et al., 2015).
El sistema inmunoldgico esta en constante vigilancia, por lo que, en el comienzo del cancer,
ataca las células con mutaciones. Sin embargo, como la tasa de mutacion es alta en células
cancerigenas, el sistema inmunolégico se sobrecarga y su funcién queda comprometida,
ademas de que las células cancerigenas en el proceso pierden el antigeno con que el
sistema inmune las identificaba (VINAY et al., 2015). Por otra parte, cuando existen
deficiencias en linfocitos T citotéxicos CD8+, células T auxiliares CD4+ Th1 o células
asesinas naturales, la incidencia del tumor aumenta (KIM; EMI; TANABE, 2007). Ademas,
ahora se sabe que, si el cancer es atacado, pero no se logra eliminar, el tumor crece con
inmunogenicidad reducida, por lo que puede escapar del reconocimiento y la destruccidn
inmunolégica (SMYTH; DUNN; SCHREIBER, 2006).

Il. Desregulacion energética celular: la carcinogénesis requiere un aumento en
el consumo energético; aunque mantienen el mecanismo de respiracion aerobia como las
células normales, las células cancerigenas optan por glucdlisis aerdbica, que les permite
mantener un metabolismo desbordado para absorber nutrientes en exceso (FINLEY, 2023;
WARBURG, 1956). El gasto energético se activa por mutaciones oncogénicas al amplificar
los genes de los receptores: el receptor tirosina quinasa, el receptor de factor de crecimiento,
el receptor erb-b2 y el receptor de tirosina quinasa c-Met, que se encargan de la absorcion
de nutrientes y proliferacion (PAVLOVA; ZHU; THOMPSON, 2022).

1.1.3.3 Factores habilitantes

l. Promocién de la inflamacion: la inflamacién es el proceso por el cual se da la
reparacion de dafos en los tejidos; en el cancer, este proceso tiene varias alteraciones
(GALDIERO; MARONE; MANTOVANI, 2018). A medida que el tumor crece, puede adquirir
células inmunes (células T) deficientes que generan inflamacion en el tejido no neoplasico.
La inflamacion cronica bloquea la inmunidad antitumoral e incentiva la formacion del tumor
con la emisién de sefales proliferativas (PAGES et al., 2010). Aparte, existen tumores con

pocas células inmunitarias, y que regulan positivamente mediadores inflamatorios vy
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reclutan células inmunes, esta inflamacioén se denomina “inflamacion promotora del cancer”
e influye fuertemente en la formacién del microambiente tumoral (GRETEN; GRIVENNIKOV,
2019).

Il. Inestabilidad genomica y mutacion: las células cancerigenas sufren
constantes alteraciones gendmicas que les confieren ventajas selectivas para sobrevivir.
Las mutaciones se deben a la pérdida de los genes de la maquinaria de reparacion del ADN,
que causan deficiencia en este proceso (TUBBS; NUSSENZWEIG, 2017). Uno de los genes
mas conocidos en el cuidado del genoma y su reparacién es el de la proteina p53 ya
mencionado, este es el mas notorio; aunque existen mas (GIACCIA; KASTAN, 1998;
WILLIAMS; SCHUMACHER, 2016). Estos genes se encargan de identificar el dafio,
impulsar los mecanismos de reparacion para actuar y hacer oposicion a agentes
mutagénicos. En el cancer, estos genes se van perdiendo porque actuan como supresores
de tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

1.1.4 Microambiente tumoral

La comprension de la biologia del cancer se ha ampliado, considerando que las
células que conforman el tumor no actuan solas ni son homogéneas. Por lo que actualmente
también se tiene en cuenta en esta patologia, una red de células estromales compuesta por
fibroblastos asociados al cancer, células vasculares y células inmunitarias inflamatorias
(ARNETH, 2019; GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).

El tumor existe en medio de vasos sanguineos, matriz extracelular y moléculas de
sefalizacion; estas condiciones son altamente complejas y dinamicas que, junto con las
células, forman el microambiente tumoral (Tabla 2) (ARNETH, 2019).

El microambiente tumoral se encuentra en un estado de desbalance dinamico, donde
procesos fisiologicos que estaban en homeostasis se encuentran desregulados
(PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2015). Uno de ellos es el proceso oxidativo en la
respiracion, que produce radicales libres, los cuales en condiciones normales seran
retirados (FERRARI et al., 2011; QAZI; MOLVI, 2018).

En las neoplasias, los radicales libres permanecen y se acumulan (RANDHIR; LIN;
SHETTY, 2004). Estas moléculas son inestables y reactivas, y pueden ocasionar dafos en
los acidos nucleicos, proteinas y enzimas, lipidos, carbohidratos, y tejidos (QAZI; MOLVI,
2018).
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Tabla 2. Resumen de los componentes del microambiente tumoral y su funcién en el cancer

Componente Funcidn en el cancer
Linfocitos T Algunos son protumorales y otros antitumorales.
Linfocitos B Regulan la supervivencia, proliferacion, resistencia, evasion y alteracion de la
respuesta al ataque inmune.
Células asesinas En ambientes sanos, identifican células para matar.
naturales

Macréfagos M1y M2

Fibroblastos
asociados al cancer

Células madre

cancerosas

Quimiocinas

Integrinas

Selectinas
Cadherinas

Células Treg

Superfamilia de
inmunoglobulinas

Células derivadas de
la médula 6sea

Células supresoras
derivadas de mieloides

Entorno dinamico del
tumor: células.

Entorno dinamico del
tumor: moléculas.

M1 actian como antitumorales; y M2 actian como inmunosupresores, que
conforman el estroma, para invadir y expandir el tumor.

Ayudan en la conservacion de sefiales de propagacion y en la metastasis.

Son protegidas por el microambiente tumoral, debido a que dan origen a otras
células, promueven la heterogeneidad del tumor, inducen la tolerancia inmune y
la angiogénesis. Ademas, producen exosomas que promueven la invasiéon y dan
apoyo a la colonizacion.

Son moléculas que expresan exageradamente miofibroblastos y células
mioepiteliales, que aumenta la migracién, invasién y proliferacién celular.

Moléculas que se unen a la matriz extracelular en el ambiente tumoral,
aumentando las fuerzas biofisicas, que regulan bioquimica y fenotipicamente la
progresion del cancer.

Son moléculas vitales de adhesion vascular que influyen en el desarrollo celular.

Ayudan en la adhesién celular por la formacion de enlaces homofilos
dependientes de calcio.

En el cancer evitan que las células de defensa destruyan las células
cancerigenas. En células no cancerigenas activan la funcién de células T de
memoria CD8+.

Intervienen en la formacién de enlaces heterdfilos y homdfilos.

Son promotoras del crecimiento tumoral, expresando factores de crecimiento; y
mediando en la extensién de vasos tumorales y en la formacién de nichos de
células madre tumorales.

Tienen actividad inmunosupresora, sobre todo en las células mieloides.

Permite el reclutamiento activo y la modulacion de diversos fenotipos y funciones
celulares, para bloquear la acciéon inmune y mejorar la tolerancia. Ademas de
incentivar la maduracion de células estromales a pericitos y el reclutamiento de
fibroblastos, por el factor de crecimiento endotelial vascular A.

Moléculas de senalizacion peptidica como: factor 1 derivado de células
estromales, proteina quimioatrayente de monocitos 1, leucina-37 y factor de
crecimiento transformante (.

Moléculas de sefnalizacion como el 6xido nitrico (NO) y exosomas.

Fuente: (ARNETH, 2019; HANAHAN; WEINBERG, 2011), adaptacién propia, 2023.
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1.1.5 Genes relacionados al cancer

El cancer tiene bases moleculares. En esta patologia se adquieren variaciones
genéticas; los genes alterados actuan modificando los niveles y las funciones proteicas que
derivan de ellos (NENCLARES; HARRINGTON, 2020). Ellos son los responsables del
crecimiento descontrolado de las células cancerigenas, debido a que controlan la
frecuencia de la division celular y el grado de diferenciacién que las células pueden alcanzar
(JAN; CHAUDHRY, 2019). Los genes relacionados al cancer se clasifican en proto-
oncogenes y genes supresores de tumores.

Los proto-oncogenes son genes de expresion regulada en células normales; ellos
pueden activarse por translocacién cromosoémica, mutacion puntual o amplificacion
genética. Los proto-oncogenes activos sin control son llamados oncogenes y provocan
cambios en la estructura de la proteina o desregulan la expresion proteica
(KONTOMANOLIS et al., 2020).

Por otro lado, los genes supresores de tumores permanecen activos en células sanas
y son inactivados, alterados o eliminados en células cancerigenas (NENCLARES;
HARRINGTON, 2020). Su papel principal es bloquear el crecimiento celular, por lo que
regulan la division celular, reparan errores en el ADN, y controlan la muerte celular
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018; MERK, 2022).

1.1.6 Tipos de tumores y de cancer

Segun la agresividad del tumor, se clasifica en benigno y maligno/cancer. Los
tumores benignos se componen de células altamente diferenciadas, que presentan un
crecimiento lento, expansivo, organizado o con bordes bien definidos, lo que permite que
sea mas facil de tratarlo, extraerlo y controlarlo. Aunque no presentan el riesgo de invadir a
otros organos, el aumento del volumen del tumor en el lugar donde se encuentra generara
compresion en los vasos sanguineos y en otros érganos (IBRAHIM; AL-MAGHRABI, [s.d.]).

En cambio, los tumores malignos contienen células menos diferenciadas, con
crecimiento desordenado y exponencial, que hacen que el tumor tenga mayor grado de
autonomia, con el riesgo de provocar metastasis, por lo que son dificiles de tratar (SINHA,
2018).

Por otra parte, los tumores se pueden clasificar de acuerdo con el lugar en donde

estan ubicados y al tipo de células que afectan, debido a que esto determinara las
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caracteristicas de crecimiento, desarrollo, nutriciéon y morfologia del tumor (INCA, 2020;
WALDUM et al., 2008).

El cancer entonces recibira el nombre por su ubicacion y segun el tipo de celular
donde se origina. Por ejemplo, carcinoma, si tuvo origen en células epiteliales como la piel
o el recubrimiento de los 6rganos internos; sarcoma, si tuvo origen en células del tejido
conectivo o de soporte; leucemia, si se da en los glébulos blancos o en células de la sangre;
linfoma y melanoma, si tuvo origen en los linfocitos y melanocitos, respectivamente; y
cancer del sistema nervioso central, si surgié en las células madre neurogliales o de las
membranas que rodean el cerebro — meninges (CANCER RESEARCH UK, 2023).

1.1.7 Cancer de pancreas

El cancer de pancreas es un carcinoma con origen en el conducto pancreatico, que
ataca a las células ductales y a las células acinares (PUCKETT, GARFIELD, 2023).
Molecularmente, el cancer de pancreas se origina de tres formas: por la activacion de
oncogenes, como el oncogén K-ras, en 90 % de los casos; por la inactivacion de genes
supresores de tumores, como el gen p-53, en 60 % de los casos; y por defectos en los
genes de reparacion del ADN, en el 5 % de los casos (DRESSLER et al., 2013).

Este cancer puede localizarse en la cabeza, en el cuerpo o en la cola del pancreas
y, aunque puede ser tratado por el procedimiento de Whipple o por reseccion distal,
solamente el 20 % de los tumores pueden ser retirados, por ser de dificil acceso (LEE et
al., 2018).

En el 70 % de los pacientes presentan ictericia indolora; en el 90% pierden peso y
en el 75 % hay un dolor abdominal. Ademas de la probabilidad de presentar diabetes
asociadas al cancer y danos en la funcién hepatica y en la produccion hormonal (PUCKETT;
GARFIELD, 2023).

Entre los factores de riesgo estan: el consumo de tabaco, el sobrepeso, la diabetes,
la pancreatitis cronica, la exposicion a ciertos quimicos de limpieza en seco y metalurgia; y
a factores como la edad (mas de 45 anos), el sexo (hombre), la raza (personas
afrodescendientes) y el historial familiar (genética) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

Los tratamientos para el cancer de pancreas aun contemplan restricciones, debido a
que el prondstico general es malo y la comprension de esta enfermedad es limitado. El
tratamiento mas comun es la extraccion del tumor, existen otros tratamientos dirigidos

especificamente al cancer como la quimioterapia, la quimioterapia adyuvante, la terapia
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neoadyuvante y la radiacion. Los tratamientos dirigidos a la metastasis del cancer son la
reseccion y la terapia inmunolégica (KOLBEINSSON et al., 2023).

La pancreatoduodenectomia es un tipo de cirugia minimamente invasiva que se
realiza por via laparoscopica (KOLBEINSSON et al., 2023). Este procedimiento tiene una
mortalidad del 1-3 % y generalmente va acompafado de quimioterapia, juntas tienen una
tasa real de supervivencia a 5 afios, superior al 50 % (STROBEL et al., 2022).

El cancer de pancreas es la séptima causa de muerte en relaciéon con el cancer
(STOFFEL; BRAND; GOGGINS, 2023). Siendo su tasa de supervivencia a 5 afos,
aproximadamente del 10%, en el 2020, esto debido a que la mayoria de los pacientes

(>80%) son diagnosticados en una etapa avanzada (SIEGEL et al., 2021).

1.1.8 Incidencia del cancer

El cancer es un problema de orden mundial en la salud publica, por sus
consecuencias mortales y porque la situacion no ha mejorado, sino que ha empeorado en
los ultimos diez afios debido a un incremento del 20% en su incidencia (SANTOS et al.,
2023).

Segun los datos de la OMS, en 2019 el cancer representé la primera o segunda
causa de muerte antes de los 70 afos en 112 paises y fue la tercera o cuarta causa de
muerte en 23 paises (Anexo A) (SUNG et al., 2021).

Segun los datos del Observatorio global del cancer (GLOBOCAN) de la OMS, para
el 2022 hubo 19.976.499 nuevos casos de cancer, 9.743.832 muertos y una prevalencia de
los casos por mas de cinco afnos de 53.504.187 de personas.

Para el mismo afo (2022), en Brasil las muertes por neoplasias representaron la
segunda causa de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares, con 627.193
nuevos casos y un numero de muertos de 278.835 (GLOBOCAN, 2024; SUNG et al., 2021).
Estas cifras pueden disminuir si se cuenta con un diagndstico, y tratamiento precoz
(FITZMAURICE et al., 2019).

Las perspectivas para el pais no son mejores, ya que entre los afos 2023-2025 el
INCA estima que en Brasil habra 704.000 casos nuevos de cancer por afo, y que el 70 %
estaran concentrado en la regiones sur y sudeste (INCA, 2022; SANTOS et al., 2023).
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1.1.9 Medicina alopatica y tratamientos para el cancer

En los ultimos afos, ha habido grandes avances en el descubrimiento vy

modernizacion en el tratamiento del cancer; por eso, hoy en dia se cuenta con varias
opciones (HOSSEINZADEH; BANAEE; NEDAIE, 2017). Entre ellas, mostradas en la tabla

3, que se escogen de acuerdo con los requerimientos de cada paciente.

Tabla 3. Resumen tipos de tratamientos para el cancer

Tratamiento

Descripcion

Pruebas de
biomarcadores

Quimioterapia

Terapia
hormonal

Hipertermia

Inmunoterapia

Terapia
fotodinamica

Radioterapia

Trasplante de
células madre

Cirugia

Terapia
dirigida

Busca encontrar genes proteinas o sustancias, relacionadas al cancer, para su
diagndstico y tratamiento.

Emplea medicamentos para destruir las células cancerosas.

Usa hormonas para detener o retardar el crecimiento de los canceres que requieren de
hormonas. Ademas, se usa para aliviar los sintomas de pacientes que no pueden
someterse a cirugia o radioterapia.

O terapia térmica, en la cual, se calienta el tejido corporal hasta 45 °C, con sondas,
laseres, ultrasonido, otros, afectando las células cancerosas, sin damnificar el tejido sano.

Es un tipo de terapia bioldgica, que usa compuestos a base de organismos vivos, para
ayudar al sistema inmunolégico a combatir el cancer.

Usa un farmaco que puede ser activado con la luz (fotosensibilizador), para afectar o
matar las células cancerosas.

Usa altas dosis de radiacion para matar células cancerosas y reducir los tumores.

Este trasplante ayuda a restaurar las células madre afectadas por altas dosis de
quimioterapia o radioterapia.

Extirpacién del cancer.

Busca afectar con farmacos de moléculas pequefias o anticuerpos monoclonales a las
proteinas de las células cancerigenas que les permite crecer. dividirse y propagarse.

Fuente: (NIH, [s.d.]), adaptacion propia, 2024.

1.1.10 Medicina complementar y plantas medicinales

Debido a los altos costos médicos para tratar el cancer, en todo el mundo se han

usado tratamientos alternativos basados en conocimiento empirico popular de extractos de
plantas medicinales (CAO et al., 2015; KUMAR, 2017).

La OMS definié en 1998 que las plantas medicinales son «todo y cualquier vegetal

que posea, en uno o mas organos, sustancias que pueden ser utilizadas con fines

terapéuticos y que sean precursores de farmacos semisintéticos» (RESHMA; BASAVARAJ,
2019; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Las sustancias a las cuales la OMS hacia referencia se denominan “biomoléculas” o

“bioactivos” y si, su efecto medicinal es comprobado, se les denomina “ingrediente activo” o
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“principio activo” (NEWMAN; CRAGG, 2016). Con el avance en la ciencia y la investigacion,
se han perfeccionado diferentes técnicas de extraccion, purificacion y estudio del principio
activo de las plantas (GARMUS et al., 2019; NEWMAN; CRAGG, 2016).

El uso de estos compuestos para el tratamiento del cancer es muy prometedor porque,
aunque hoy se cuenta con varios tipos de tratamientos, los medicamentos existentes tienen
baja selectividad, afectando tanto a células no cancerigenas como a células cancerigenas,
lo que hace que sean poco eficaces y generen efectos secundarios (KOOTI et al., 2017;
RAFIEIAN-KOPAIE; NASRI, 2015).

1.1.10.1 Bioactivos aplicados al cancer

Las plantas producen una amplia gama de compuestos quimicos, clasificados en
metabolitos primarios encargados del crecimiento de la planta y metabolitos secundarios
como alcaloides, pigmentos, taninos, terpenoides y flavonoides (AZMIR et al., 2013). Los
metabolitos secundarios en el organismo humano han probado tener efectos,
antiinflamatorios, anticancerigenos, anticonceptivos y en la disminucion de trastornos
cardiacos, entre otros (KOOTI et al., 2017; NCUBE; VAN STADEN, 2015).

Se ha visto que la actividad anticancerigena de los bioactivos de las plantas se centra
en el bloqueo o neutralizacion de la maquinaria del cancer, en la estimulacion de las
enzimas de reparacion del ADN, en el aumento de la inmunidad del cuerpo y de la
produccion de proteinas antitumorales, y en los efectos antioxidantes contra el cancer
(KOQOTI et al., 2017; RIAZ et al., 2023).

1.1.10.2 Antioxidantes y su actividad contra el cancer

Algunos de estos metabolismos secundarios son antioxidantes; aunque ellos
también son producidos por el cuerpo humano de forma enddégena, pueden ser ingeridos
por fuentes exégenas. Los antioxidantes pueden tener origen natural o sintético (RAFIEIAN-
KOPAIE; NASRI, 2015).

La actividad antioxidante se conoce por su funcidon protectora, que regula cascadas
de reacciones enzimaticas y se encarga de secuestrar radicales libres, tales como las
especies reactivas de oxigeno (ROS), para mantener el equilibrio reducciéon-oxidacion
(MOLONEY; COTTER, 2018; QUEIROZ, 2019; RUFINO et al., 2011).
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Los antioxidantes pueden actuar como: primarios, en la ruptura en cadena de
oxidacion y secundarios, previniendo la formacion de especies reactivas (FERNANDES;
TRINDADE; DE MELO, 2018).

Los ROS son producto de las vias metabdlicas, y del estrés oxidativo. Por lo tanto,
es comun encontrar ROS en el cuerpo; sin embargo, altas concentraciones generan dafios
y lesiones en los tejidos, e inducen inestabilidad gendmica y resistencia a medicamentos
(Imagen 4) (KEDARE; SINGH, 2011; RESHMA; BASAVARAJ, 2019).

En el cancer, las células tumorales se encargan de mantener altos los niveles de
ROS haciendo que sean parte del microambiente tumoral con efecto procancerigeno
(PELICANO; CARNEY; HUANG, 2004). Sin embargo, el aumento excesivo de ROS puede
llegar a niveles toxicos que también pueden afectar el cancer, inducir a la apoptosis y matar
selectivamente células cancerosas (MOLONEY; COTTER, 2018; TRACHOOTHAM et al.,
2006).

Por lo tanto, los antioxidantes juegan un papel importante en el tratamiento del
cancer en la medicina actual, ya sea manteniendo las concentraciones excesivamente
bajas de ROS o creando un ambiente tumoral toxico con concentraciones excesivamente
elevadas de ROS (BERGER et al., 2012; RANDHIR; LIN; SHETTY, 2004).

Los antioxidantes son muy importantes en la homeostasis y nutricion del organismo,
ya que han demostrado prevenir enfermedades cardiovasculares, cancer, y cataratas
(BERGER et al., 2012). Algunos antioxidantes son:
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Imagen 4. Modelo de efectos de especies reactivas de oxigeno en las células

[ROS]

célula sana célula tumoral muerte celular

T inestabilidad
- genomica

| alto [ROS]

T adaptacion ‘
| T antioxidantes

: | crecimientp
| 4 reparacion celular | y supervivencia

. Homeostasis Il. Carcinogénesis 11l. Muerte celular

Nota: [ROS]: concentraciéon de ROS. (I) Las células sanas estan en un equilibrio homeostatico, en donde la
actividad antioxidante es suficiente para la reparacion celular manteniendo concentraciones bajas de ROS,
que permiten la supervivencia y la proliferacién celular regulada. (lI) En la carcinogénesis la actividad
metabdlica de las células tumorales eleva las concentraciones de ROS que aumentan la supervivencia y la
proliferacion celular, llevando a la inestabilidad gendmica, por el dafio gendmico y la disminucion de la
reparacion celular. La elevacion de ROS en células tumorales genera adaptaciones y la activacion de vias
alternativas de reparacién celular, las células tumorales desarrollan una mayor actividad antioxidante que
elimina el exceso de ROS: (lll) Sin embargo, el aumento excesivo de la concentracion de ROS es toxico, y
produce la disminucién de antioxidantes, de crecimiento y de la supervivencia celular, lo que provoca la muerte
celular debido a los dafios irreparables en el ADN y adaptacion inadecuada (MOLONEY; COTTER, 2018).
Fuente: (MOLONEY; COTTER, 2018), adaptacién propia, 2024.

l. Compuestos fendlicos (CF): se caracterizan por tener un anillo aromatico, con
uno o mas grupos hidroxilo (BABBAR et al., 2014; LIN et al., 2016). Actuan donando atomos
de hidrogeno a los radicales lipidicos, que producen derivados lipidicos y radicales
antioxidantes estables, los cuales son indisponibles para oxidacién y que buscan su
autooxidacién (KIOKIAS; VARZAKAS; OREOPOULOU, 2008; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015).

. Flavonoides (F): son un tipo de CF, ellos son pigmentos naturales que se

producen exclusivamente en plantas y tienen una gran capacidad antioxidante (TIVERON,
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2010). Estan formados por 15 carbonos, organizados en dos anillos aromaticos, unidos por
un anillo pirano; esta estructura puede presentar diversas variables (SCHAFRANSKI, 2019).
Por su estructura tienen propiedades reductoras, donando grupos hidroxilo y metilo, esta
transferencia inhibe y estabiliza los radicales libres para que rapidamente sean eliminados
(HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; MACHADO et al., 2008; ZANOTI et al., 2016). En
algunos estudios, los F han evidenciado actividad antimicrobiana, citotoxica,
anticancerigena, antimutagénica, antiinflamatoria, quelante de metales de transicion, entre
otras (QUEIROZ, 2019; SCHAFRANSKI, 2019).

La actividad antioxidante de un compuesto se puede medir a través del secuestro de
radicales libres como DPPH- (radical a-difenil-Bpicrilhidrazilo) y ABTS<* (radical del cation
2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico), o por la reduccion de un metal como
el hierro: poder antioxidante reductor férrico (FRAP) (RUFINO et al., 2011).

1.1.10.3 Acidos grasos y &cido alfa-linolénico en el cancer

Los AG se producen en los sistemas bioldgicos, ellos son necesarios en la estructura
celular, en el almacenamiento de energia y en la sefalizacion molecular (DE CARVALHO;
CARAMUJO, 2018). Existen AG que solo pueden ser sintetizados en plantas como el acido
alfa-linolénico (ALA), producido por A. ficoidea (L.) P. Beauv (POLI; AGOSTONI; VISIOLI,
2023). EI ALA esta compuesto por 18 carbonos y tres dobles enlaces cis (C18:3n-3) (Imagen
5) (EDEL et al., 2016; YUAN et al., 2022). EI ALA es un acido poliinsaturado n-3, que al ser
metabolizado por desaturasas y elongasas; forma metabolitos de cadena larga (BAKER et
al., 2016; EDEL et al., 2016; TAKIC et al., 2022).

El ALA se puede encontrarse en: la linaza, frutos secos, legumbres, centeno, entre
otros (BAKER et al., 2016; EDEL et al., 2016; TAKIC et al., 2022). Actualmente ALA se ha
estudiado para tratar el cancer en modelos animales, modelos celulares y estudios
humanos (MOON; BATIREL; MANTZOROS, 2014).
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Imagen 5. llustracién molecular de ALA.

Nota: A. 2D. B. 3D. Circulos rojos — oxigeno; circulos grises — carbono; circulos blancos — hidrégeno.
Fuente: ChEMBL, n.d.; PubChem, 2023; adaptacion propia, 2023.

1.1.11 Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv.

La A. ficoidea (L.) P. Beauv. es una planta considerada una maleza exaética (Imagen
6) (RESHMA; BASAVARAJ, 2019). El sinénimo homotipico mas cercano es, la Achyranthes
ficoidea (L.) Lam. y el sindnimo heterotipico mas conocido es la A. tenella Colla, con la que
eventualmente se confunde (“Alternanthera ficoidea (L.) P.Beauv.”, 2017).

Popularmente, esta especie es conocida como dipirona, periquito, periquito amarillo,
pico de loro amarillo y apaga fuego (DOS SANTOS; MACHADO, 2012). La planta se utiliza
de forma ornamental, medicinal, nutricional y ecoldgica (OLIVEIRA et al., 2019).

La Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauyv, es una planta que segun sus caracteristicas

botanicas y gendmicas tienes la clasificacion taxonémica que se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Ubicacion taxonémica de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

Dominio Eukaryota

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida (= Dicotyledoneae)
Orden Caryophyllales

Familia Amaranthaceae

Genero Alternanthera

Especie ficoidea

Fuente: (BAYON; GIULIANO; VERA BAHIMA, 2022; FOUNDATION GALAPAGOS, 2013),
adaptacion propia, 2023.



41

Imagen 6. A. ficoidea (L.) P. Beauv

Fuente: (AGROBASE, [s.d.]).

1.1.11.1 Caracteristicas botanicas y de crecimiento

A. ficoidea es un subarbusto perenne que crece erecto o postrado en el suelo, llega
a medir entre 26 y 45 centimetros, y alcanza su madurez en aproximadamente cuatro
meses (PATIL; KORE, 2018).

Las hojas son de color rojizo o verde claro; estdn manchadas de colores amarillas,
naranjas, marrones, cobrizas, moradas y rojas (PATIL; KORE, 2017, 2018; ZAMBRANO et
al., 2022). Tiene un tallo largo central, recubierto de tricomas, es cilindrico y ligeramente
estriado, ramificado, sdlido, verde, con raices en los nudos (PATIL; KORE, 2018). Del tallo
se desprenden varias hojas; en el final del tallo se encuentra una flor protegida por una
bractea y dos bractéolas (Imagen 7) (BAYON; GIULIANO; VERA BAHIMA, 2022).
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Imagen 7. Anatomia vegetal de A. ficoidea (L.) P. Beauv

Bractéolas

— 15 cm

Fuente: Autoria propia, 2023.

1.1.11.2 Ubicacion y distribuciéon geografica

Esta especie es nativa de América tropical y se encuentra en abundancia en la triple
frontera de Argentina, Brasil y Paraguay. La especie ha sido introducida en otros paises,

como la India, Filipinas e Islas del Pacifico, donde se la considera maleza exética invasora
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(Imagen 8). Ella crece preferiblemente en regiones tropicales y subtropicales, con periodos
de sequia (BAYON; GIULIANO; VERA BAHIMA, 2022; ZAMBRANO et al., 2022). Aunque
prefiere la exposicion al sol, se ha visto que consigue adaptarse y resistir a temperaturas
cercanas a 1°C (ABBASI; TAUSEEF, 2018).

Debido a que la A. ficoidea (L.) P. Beauv. es una maleza, posee una alta capacidad
de tolerancia al estrés abidtico; aun en condiciones extremas de escasez de nutrientes, lo

que le permite prevalecer sobre otras especies (PATIL; KORE, 2018).

Imagen 8. Distribucion de A. ficoidea (L.) P. Beauv. en el mundo

L2

Nota: B Nativa: Argentina Noreste, Bahamas, Bolivia, Brasil Norte, Brasil Noreste, Brasil Sur, Brasil Sudeste,
Brasil Centro-Oeste, Colombia, Costa Rica, Cuba, Republica Dominicana, Ecuador, Guayana Francesa,
Guyana, Haiti, Islas de Sotavento, Nicaragua, Paraguay, Puerto Rico, Surinam, Trinidad-Tobago, Venezuela,
Islas de Barlovento. M Introducida: Islas Andaman, Assam, Bangladesh, Galapagos, India, Golfo de México,
Sudeste de México, Islas Nicobar, Queensland, Vietnam.

Fuente: (“Alternanthera ficoidea (L.) P.Beauv.”, 2017), adaptacién propia, 2023.

1.1.11.3 Descripcion quimica

Se ha encontrado en la A. ficoidea productos farmacéuticos como taninos, saponinas,
fitol, carotenoides, xantofilas y polifenoles (ZAMBRANO et al., 2022). Aunque no se ha
estudiado a profundidad en una extraccion del aceite esencial de las hojas de esta planta,
se hizo un andlisis con cromatografia de gases que indicd cinco grupos de interés
farmacéutico que son: el fitol (44,35 %), 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen1-ol (19.23 %), 3-
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etoxi-1,1,1,7,7,7-hexametil-3,5,5-tris (trimetilsiloxi) tetrasiloxano (17,98 %), acido 9,12,15-
octadecatrienoico (13,43 %), y acido 6,9,12,15-docosatetraenoico (5 %) (PATIL; KORE,
2017).

1.2 Justificacion

El cancer es una patologia que en algunos casos es letal, ella ha afectado al ser
humano desde tiempos antiguos, cobrando la vida de individuos de diferentes edades,
sexos, razas, etnias y grupos sociales (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018; BINDER et
al., 2014; HAJDU, 2011). Las neoplasias representan un problema de orden mundial en la
salud publica, siendo que en los ultimos 10 afios se ha incrementado la incidencia en un
20% (FITZMAURICE et al., 2019; SANTOS et al., 2023).

Segun la OMS en 2019, el cancer fue la primera causa de muerte (SUNG et al.,
2021); para el 2020 a nivel mundial se registraron 19.3 millones enfermos, de los cuales
murieron 10 millones. Para el mismo ano en Brasil, el cancer fue la segunda causa de
muerte, con 592.212 nuevos casos y 259.949 muertes (INCA, 2020).

Se estima que la mortalidad por cancer genera 241,3 millones de afios perdidos
(KOCARNIK et al., 2022). Ademas, el cancer afecta econdmicamente el sistema publico de
salud y las finanzas familiares (GUNN; SORENSON; GREENUP, 2021), entre el 22 y el 64 %
de los pacientes manifiestan dificultades financieras desde el diagndstico, por los altos
costos del tratamiento, la pérdida de productividad, la pérdida de riqueza, la presion y la
angustia (PDQ ADULT TREATMENT EDITORIAL BOARD, 2002).

Debido al fuerte impacto econdmico, emocional, social y vital que tiene esta
enfermedad, alrededor del mundo se han usado tratamientos alternativos basados en el
conocimiento empirico de plantas medicinales (CAO et al., 2015; KUMAR, 2017). Las
plantas medicinales poseen en si mismas sustancias/bioactivos que pueden ser estudiados
con fines terapéuticos como el tratamiento del cancer, estas pueden ser vistas como una
fuente de bajo costo y de facil acceso (RESHMA; BASAVARAJ, 2019; VEIGA JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005).

Actualmente, el 25 % de los farmacos se derivan de plantas; de esta manera, los
bioactivos son base para el desarrollo y produccién de medicamentos nuevos, eficaces,
tolerables y seguros en comparacién con los existentes (HASSAN, 2020; RIAZ et al., 2023).
El uso de estos compuestos para tratar el cancer es muy prometedor porque, aunque hoy

se cuenta con varios tratamientos, los medicamentos existentes tienen baja selectividad,
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afectando tanto a células no cancerigenas como a células cancerigenas, haciendo que
sean poco eficaces y generen efectos secundarios significativos (KOOTI et al., 2017;
RAFIEIAN-KOPAIE; NASRI, 2015).

Brasil, y en concreto la triple frontera, cuentan con una gran biodiversidad que
pueden ser utilizadas con potencial terapéutico. Una de ellas es la A. ficoidea (L.) P. Beauv.,
gue se conoce empiricamente por la comunidad local y se usa de forma ornamental,
ecoldgica, medicinal y nutricional (ABBASI; TAUSEEF, 2018; OLIVEIRA et al., 2019;
ZAMBRANO et al., 2022).

Entre los estudios realizados ha mostrado la presencia de antioxidantes en las hojas
de esta planta (PATIL; KORE, 2018). Los antioxidantes pueden neutralizar los radicales
libres que se encuentran en el entorno microtumoral (MOLONEY; COTTER, 2018;
RAFIEIAN-KOPAIE; NASRI, 2015). Segun Reshma y Basavaraj (2019), las hojas de A.
ficoidea (L.) P. Beauv. han sido utilizadas en el tratamiento de problemas cardiacos y de
cancer; sin embargo, aun no se han obtenido resultados definitivos.

Como se evidencia, A. ficoidea (L.) P. Beauv cuenta con pocos estudios de caracter
cientifico que investiguen su composicion quimica y corroboren sus efectos
anticancerigenos, por lo que en esta investigacion se buscé caracterizar las propiedades
quimicas y bioldgicas de las hojas de A. ficoidea (L.) P. Beauv, determinando la cantidad de
compuestos antioxidantes, su capacidad antioxidante, el perfil de acidos grasos y su efecto

antiproliferativo en células cancerigenas y en células no cancerigenas.

1.3 Pregunta norte

¢, Cual es la actividad biolégica de las hojas secas de A. ficoidea (L.) P. Beauv.; tanto
de EH como de la FL en términos de actividad citotoxica y dafos en la estructura celular de
las lineas celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC?

1.4 Hipétesis Nula

Los extractos EH y FL de las hojas secas de A. ficoidea (L.) P. Beauv. no tienen

ningun efecto antitumoral significativo ni causan dafos en la estructura celular de los linajes
MRC-5, HBMEC y celulares MIA PaCa-2.
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2 OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar los efectos citotoxicos y en la estructura celular de las extracciones: fraccion
lipidica (FL) y extracto hidroalcohélico (EH), de las hojas secas de A. ficoidea (L.) P.
Beauv, en los linajes celulares cancerigenos (MIA PaCa-2), y no cancerigenos
(MRC-5 y HBMEC).

2.2 Especificos

Obtener de las hojas secas de la planta A. ficoidea (L.) P. Beauyv., dos muestras de
extractos FL y EH;

evaluar el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides del EH de A. ficoidea (L.)
P. Beauv y evaluar su capacidad antioxidante usando FRAP, ABTS y DPPH;
determinar el perfil de acidos grasos de la FL de A. ficoidea (L.) P. Beauv. usando
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS);

evaluar ambos extractos de A. ficoidea (L.) P. Beauv tienen capacidad citotdxica en
los linajes celulares: MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC; y

determinar si los extractos de A. ficoidea (L.) P. Beauv tienen efectos en el

citoesqueleto y nucleo celular de los linajes celulares MIA PaCa-2, MRC-5y HBMEC.
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3 MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevo a cabo en las instalaciones de la Universidad Federal de la
Integracion de Latino América (UNILA). En el campus Jardin Universitario, en el Laboratorio
de Biotecnologia en Salud G004, salas de cultivo celular y de Microscopia Avanzada y en
el Departamento de Laboratorio de Ensefianza, y en el campus del Parque Tecnoldgico
Itaipu (actual itaipu parquetec), en el Laboratorio de cromatografia y preparacion de
muestras de la UNILA.

3.1 Recoleccion de las hojas Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

La muestra de la planta Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv se recolecto6 el 14 de
septiembre del afo 2023, en las siguientes coordenadas 25°26'31.8"S 54°33'25.6"W del
Refugio Bioldgico Bela Vista - Itaipu Binacional, Foz do Iguazu, Brasil. En el cambio de
estacion de invierno a primavera (Imagen 9: 1 y Il).

Para el presente estudio se conté con el permiso del Sistema Nacional de Gestidon
del patrimonio genético y del conocimiento tradicional asociado, del Ministerio de Medio
Ambiente de Brasil (Anexo B).

Se comenzo separando las hojas de los tallos; las hojas se pesaron (Even), y se
dejaron secar en la estufa (Lucadema) a 41.0 £ 0.1 °C por 6 dias, tiempo en el cual el peso

dej6 de disminuir, y se volvio a pesar (Imagen 9: 1, IV y V).

Imagen 9. Obtencién y deshidratacion de las hojas de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

Nota: |. Refugio Bioldgico, lugar de donde se obtuvo la muestra. Il. Muestra integra. . Hojas de Alternanthera
ficoidea (L.) P. Beauv. |V. Estufa de deshidratacion. V. Hojas deshidratadas de Alternanthera ficoidea (L.) P.
Beauv.

Fuente: autoria propia, 2023.
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3.2 Extraccion hidroalcoholica de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

Las hojas deshidratadas se pulverizaron en una licuadora (Imagen 10: I). La solucién
hidroalcohdlica se hizo con 70 % (v/v) de etanol (P.A., Dindmica) en agua desionizada. El
polvo de hojas (22,47 g) se coloco con la solucién hidroalcohdlica en proporcion 1:8 (Imagen
10: 11). La mezcla se dejé en agitacion magnética (CE-1540/P, Cienlab) por 3 horas a 100
rpm (revoluciones por minuto) (Imagen 10: 1ll). La mezcla se dejé macerar por 3 diasa 4 °C
en el refrigerador (NR-BT55PV2X, Panasonic), en un frasco ambar (Imagen 10: IV).

Después, se filtré al vacio (Imagen 10: V).

Imagen 10. EH de hojas de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv por maceracion

Nota: proceso de extraccién hidroalcohdlica. |. polvo de las hojas Il. polvo de hojas con solucidon
hidroalcohdlica. Ill. mezcla en agitacion. IV. maceracion en refrigeracion a 4 °C V. filtracion al vacio del EH.
Fuente: autoria propia, 2023.
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Con el rotoevaporador (802, Fisatom), se removio el etanol de la extraccion. El
sistema contd con los parametros: cubeta a 55 °C, chiller a 5 °C y velocidad de rotacion a

50 rpm, por 20 min (Imagen 11).

Imagen 11. Evaporacion de etanol del EH de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

\__:f/h R | |

uente: autoria prpi, 2023.

En seguida, el EH se paso por un sistema de filtracion al vacio con membrana PES
0.22 ym (K15-1500, Kasvi) (Imagen 12. 1), para eliminar compuestos contaminantes; se
almacend en tubos con tapa esterilizados y se reservd en congelacion (Imagen 12.11).

Para calcular el rendimiento y el porcentaje de rendimiento del EH de A. ficoidea (L.)
P. Beauv, se uso6 el método presentado por Benitez et al., (2020). Usando el peso inicial de
las hojas secas con el que se inicid y el peso final que corresponde al peso del polvo de las

hojas después de la filtracion, que se dejo secar a 41.0 £ 0.1 °C por 10 dias.
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Imagen 12. Esterilizacion del EH

Nota. I. Filtracidn del Extracto. Il. EH de las hojas de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv.
Fuente: autoria propia, 2023.

3.2.1 Antioxidantes

3.2.1.1 Compuestos fendlicos

Desde 1965 se ha usado la técnica de espectrofotometria usando el compuesto
Folin-Ciocalteu (2N, Imbralab), de color amarillo; este, al ser reducido, se vuelve azul. Esta
transicion permite la cuantificacion de la concentracion de compuestos reductores
presentes en la muestra (ROSA et al., 2020; SINGLETON; ROSSI, 1965). Primero se hizo
una curva patrén (Anexo C) con acido galico (99%, Neon).

Para cuantificar los CF del EH, en un tubo de ensayo se colocaron 250 uL de la
dilucién (EH al 1 % v/v), 250 uL de Folin (1:1 mL), 500 pL de solucién saturada de carbonato
de sodio (99%, Exodo Cientifica) y 4 mL de agua ultrapura (Tipo Il. Purelab option Q system,
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Elga labwater), conservando el orden; se hicieron tres replicas. Para hacer el blanco en
lugar de la muestra, se coloc6 agua ultrapura. Todos los tubos de ensayo se dejaron en
reposo por 25 min a temperatura ambiente, se centrifugaron (Rotina 380, Hettich) a 3.000
rom por 10 min. Por ultimo, se midi6 la ABS a 725 nm en espectrofotometro UV-Vis
(Evolution 201, Thermo Fisher Scientific). Las concentraciones de CF se expresaron en mg

EAG (equivalente de acido galico) g' muestra de hojas secas (BOROSKI et al., 2015).

3.2.1.2 Flavonoides

Se uso el método propuesto por Dowd (1959) con las modificaciones de Hossain &
Rahman (2011). Este usa cloruro de aluminio, que en medio acido forma compuestos
complejos estables con los flavonoides de color amarillo, entre mas compuestos formados
sera mayor la intensidad de la absorcion (BOROSKI et al., 2015; DOWD, 1959). Primero se
hizo una curva patron con diferentes concentraciones de quercetina (Anexo D) (99%,
Sygma-Aldrich).

La cuantificacion de flavonoides se hizo a baja intensidad de luz, por la
fotosensibilidad. En un tubo de ensayo se coloco 500 L de la muestra (EH al 1 %), 250 pL
de cloruro de aluminio al 5 % (m/v) (99%, Dinédmica)y 4,25 mL de metanol (P.A., Sal-R),
conservando el orden y se hicieron tres réplicas. Para hacer el blanco en lugar de la muestra,
se colocd metanol. Los tubos de ensayo se dejaron reposar por 30 min a temperatura
ambiente. De ellos, se midi6 la ABS a 425 nm. Los F se expresaron en mg (equivalente de

quercetina) EQ g muestra.

3.2.2 Capacidad antioxidante
3.2.2.1 Método ABTS

El método de secuestro del cation radical ABTS+* fue desarrollado por Miller et al.
1997 y modificado por Re en 1990 (MILLER; RICE-EVANS, 1997; ROJAS; BUITRAGO,
2019). En este método se produce ABTS<* de color azul, a partir de la oxidacion de ABTS
(acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (99%, Sygma-Aldrich) mezclado con
persulfato de potasio (99%, Dindmica). El ABTS+* se expone a una muestra; si este se
reduce, forma ABTS™ de color transparente.

Para encontrar el porcentaje de inhibicién de ABTS+* se determiné en funcion del

Trolox, como antioxidante de referencia, del cual se obtiene una curva patron de
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concentracion vs. ABS a 734 nm (Anexo E). Siguiendo a Boroski et al., (2015), primero se
prepararon las siguientes soluciones:

I. solucion stock de ABTS: se disolvieron 10 mg de ABTS en 2,6 mL de solucién de
persulfato de potasio 2,46 mmol L'; se homogeneizd, se transfirié a un recipiente
protegido de luz, por ser fotosensible. Se prepard un dia antes de ser utilizada;

Il. solucién tampdén 5 mM L": se colocé 10 mL de tampon 50 mM L' de fosfato de
potasio monobasico anhidro (P.A., NEON) con fosfato de potasio dibasico anhidro
(P.A, Exodo Cientifica) en un balén volumétrico de 100 mL y se completé con agua
ultrapura hasta el menisco; y

[ll. solucion de ABTSe+: Para preparar el radical cation ABTSe+, a la solucién stock de
ABTS se le fue adicionando poco a poco la solucién tampén y se fue midiendo en el
espectrofotometro la ABS, hasta calibrar la ABS en 0.700 £ 0,02 nm, se mantuvo la
solucidn en la oscuridad y se utilizé enseguida.

En un tubo de ensayo se colocaron 20 pL de la muestra (EH en metanol 1 % v/v), en
2 mL de la Solucién de ABTSe+; se replico tres veces. Para hacer el blanco en lugar de la
muestra, se colocd metanol. Los tubos se dejaron reposar por 7 min, se midié la ABS a 734
nm y se encontrd la capacidad antioxidante en pmol TE (equivalente de Trolox para ABTS)

g”' muestra.

3.2.2.2 Método DPPH

El método de secuestro del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (99,9%,
Sygma-Aldrich) fue creado por BLOIS, 1958, que se ha ido modificando (DA SILVEIRA et
al., 2018). El DPPHe- es un radical libre estable de color morado oscuro sensible a la luz;
este puede ser capturado por un antioxidante que, al reducirlo, provoca DPPH-H cambiando
de color a diferentes tonos de morado o hasta quedar amarillo (CONTRERAS-GUZMAN;
STRONG, 1982; KEDARE; SINGH, 2011).

El porcentaje de inhibicion de DPPH se determiné en funcion del Trolox como
antioxidante de referencia, del cual se obtiene una curva patrén de concentracion vs ABS a
517 nm (Anexo F). Primero se preparé la solucion DPPH, colocando 4,7 mg de DPPH en
un balén de 100 mL y se completo hasta el menisco con metanol; se homogeneizo y se hizo
el andlisis inmediatamente. La solucion de DPPH se colocd en un becker con la cual se fue
ajustando el espectrofotometro en 517 nm hasta que la ABS fue 1.0 £ 0.1; si la ABS era

mayor al valor indicado, se agregaba mas metanol para disolverlo.
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En un tubo de ensayo se agregaron 25 yL de EH (EH en metanol 25 % v/v) y se le
agrego6 2 mL de la solucion DPPH preparada; se hicieron tres réplicas. Para hacer el blanco
en lugar de la muestra, se colocd metanol. Se dejé actuar por 30 min bajo condiciones
normales, en una caja oscura; se midio la ABS a 517 nm y se encontré la concentracion del
extracto equivalente a ymol de Trolox (TE) L-'. La capacidad antioxidante de DPPH se

expreso6 en equivalente a pmol de Trolox en g-' muestra.

3.2.2.3 Método FRAP

El poder antioxidante reductor férrico (FRAP) consiste en medir la reduccion del
complejo férrico-tripiridiltriazina [Felll(TPTZ)]3* en [Fell(TPTZ)]?* de color azul intenso, por
la accion de un antioxidante en medio acido con pH de 3,6 (BIBI SADEER et al., 2020;
MUNTEANU; APETREI, 2021).

Para la curva de calibracion de acido galico de FRAP, se midié la ABS a 593 nm de
concentraciones conocidas de sulfato de hierro (Il) (Anexo G). Se siguié la metodologia
presentada por Benzie y Strain (1996). El proceso fue hecho a baja intensidad de luz; y se
prepararon las siguientes soluciones:

|. solucién tampon acetato de sodio 300 mmol L', pH 3,6 (sol. 1): se disolvié 3,10 g de
acetato de sodio anhidro (P.A., Dinédmica) en 16,0 mL de acido acético glacial (P.A.,
CRQ Quimica) concentrado en 1 L de agua ultrapura. Se midié el pH; para ajustarlo
si se queria aumentarlo, se us6 hidréxido de sodio (P.A., Neon), y para disminuirlo
se uso acido clorhidrico (1,0 mol L") (37%, CRQ Quimica);

Il. solucion de 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) a 10 mmol L (sol. 2): en un balén
volumétrico de 50 mL se colocé 0,16 g de TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina) (99%,
Sygma-Aldrich) en 1,0 mL de acido clorhidrico (1 mol L"), se completé con agua
ultrapura y se disolvio;

1. solucién de FeClz.6H20 a 20 mmol L (sol. 3): en un baldn volumétrico de 50 mL se
disolvié 0,16 g de cloruro férrico (99,5 %, Dinamica) en agua ultrapura. Se utilizé
inmediatamente. Observacion: Sol. 2 y 3 son sensibles a la luz, por lo que se
reservaron en frascos ambar; y

IV. reactivo FRAP o solucion del complejo [Fe*3(TPTZ):]Cls: se adicioné 100,0 mL de
sol. 1; 10 mL de sol. 2; y 10 mL de sol 3.
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En un tubo de ensayo se coloco 3,0 mL de reactivo FRAP, 100 pyL del EH 1 % (v/v),
y 300 pyL de agua ultrapura; se replico tres veces. Para hacer el blanco en lugar de la
muestra, se colocd agua ultrapura. Los tubos se dejaron reposar por 40 min bajo
condiciones normales; después se centrifugaron a 3000 rpm por 5 min, se midi6 la ABS a
593 nm y se encontro el poder de reduccion equivalente al poder de reduccién en ymol de
Fe (Il) L-'. La capacidad antioxidante por FRAP se expreso en equivalencia a pmol de Fe

(1) en g”' muestra.

3.3 Extraccion de la FL

Para la extraccion de la FL, se sigui¢ la metodologia planteada por Bligh y Dyer
(1959), con modificaciones en el volumen de los reactivos, debido a que se trabajé con
materia vegetal seca, la cual actua como una esponja absorbiendo liquido; sin embargo, se
conserva la proporcion cloroformo, metanol y agua, 2:2:1 (v/v/v). En un becker se pusieron
13 g de las hojas secas; luego se anadieron 90 mL de metanol y se dejo en agitacion
mecanica por 2 min bajo condiciones normales. Se colocé 45 mL de cloroformo (P.A.,
CHEMCO) y se agité por 5 min. Se adicioné 45 mL de cloroformo y se agité por 2 min.
Finalmente, se agregé 45 mL de agua ultrapura y se agité por 5 min (Imagen 13: 1).

Se filtré al vacio con un embudo de Blichner; el residuo contenido que quedo en el
embudo se lavd con 30 mL de cloroformo; fue agitado por 5 min. Este paso se repitié dos
veces (Imagen 13: Il). El residuo se filtré en un embudo de separacién de 250 mL; la fase
inferior, que contenia cloroformo y FL, se recogio y se colocé en un matraz de fondo plano,
debidamente pesado; la fase superior se descartd (Imagen 13: Ill). Los matraces se llevaron
a un rotoevaporador (RV 8, IKA) a 35 °C para evaporar el solvente hasta secarse (Imagen
13: 1V). Se completd la evaporacion en una estufa a 105 °C durante 4 horas; por ultimo, el

matraz se enfrio, los lipidos fueron pesados y se calculd el rendimiento (Imagen 13: V).



95

Imagen 13. Extraccion de FL de hojas secas de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

Nota: proceso de extraccion de fraccion lipidica: |. hojas secas con reactivos en agitacion mecanica. Il.
filtracién al vacio de la muestra. lll. separacion de fases con embudo de separacion. IV. evaporacion de los
solventes en rotoevaporador. V. fraccion lipidica después del secado en la estufa.

Fuente: autoria propia, 2024.

3.3.1 Esterificacion de fraccion lipidica

La esterificacion acida es un proceso por el cual los AG de la FL se convierten en
ésteres metilicos de AG (FAMEs), compuestos que son mas volatiles y utiles en la
cromatografia gaseosa (SANTOS JUNIOR et al., 2014). Se us6 el método segin Hartman
y Lago (1973) modificado por Santos (2014). En un tubo 50 de mL con tapa tipo falcon, se
coloco 400 L de tricosanoato de metilo a 1 mg mL-" (patron interno - PI) (99,0 % Sigma-
Aldrich®) y se evaporé en flujo de nitrégeno (99,9 %, Air Liquide) (Imagen 14: 1). En cada
tubo se pes6 0,025 gramos de los FL usados anteriormente; se adicioné 4 mL de NaOH en
metanol a 0,50 mol L, se cerro y se llevd a bafio de ultrasonido (E 120 H, Elma
Schmidbauer®) en condiciones normales durante 5 min.

Se agregdé 5 mL de reactivo de esterificacion (cloruro de amonio, metanol y acido
sulfarico, proporcion 1:30:1,5 m/v/v); se cerré y se llevd a bafio de ultrasonido en
condiciones normales por 5 min, para que ocurra la reaccién acida. Para separar las fases,

se agrego 4 mL de una solucion saturada de cloruro de sodio (0,365 g mL™") (P.A., Dindmica),
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y se agito en un vortex (NA 3600, Norte Cientifica) por 30 s. Se afadié 2 mL de isooctano
(2,2,4-trimetilpentano) (100%, Honeywell) y se agité por 30 s en vortex. Se dejo en la nevera
a 20 °C por 24 horas (Imagen 14: 11). Se retiro la fase organica (parte superior) que contiene
los FAMEs (Imagen 14: Ill). Se hicieron tres réplicas.

Para aclarar las réplicas, se realizé una dilucion usando 100 pL de la muestra en 500

WL de isooctano. Los FAMEs quedaron listos para el analisis cromatografico.

Imagen 14. Esterificacion de acidos grasos para cromatografia

‘- ]

Nota: |. evaporacioén por nitrégeno de solucion de esterificacion. 1. separacion de fases por reactivos; la fase
superior es la fase organica. lll. fase organica resultante para analisis cromatografico.
Fuente: autoria propia, 2024.

3.3.2 Anadlisis de cromatografia gaseosa con espectrometria de masas — GC-
MS

El analisis de los FAMEs se realizé6 mediante GC-MS equipado con un muestreador
automatico TriPlus RSH (TRACE 1300, Thermo Scientific), un analizador de masas (ISQ
Single Quadrupole MS, Thermo Scientific) y columna 120 m de longitud, 0,25 mm de
didmetro interno y pelicula de 0,25 um (TR-FAME, Thermo Scientific). La temperatura inicial
de la columna fue 180 °C durante 12 min, seguido de calentamiento hasta 210 °C a una
tasa de 2,5 °C min”', manteniendo esta temperatura durante 1 min, y un posterior
calentamiento hasta 240 °C a una tasa de 2,5 °C por min, manteniendo esta temperatura
durante 14 min, con un total de 45 min de corrida. Se utilizd helio (Helio 5.0, Air Liquide)
como gas de arrastre a un flujo de 1,1 mL min-!, manteniendo el inyector a 230 °C. Las
inyecciones se realizaron por triplicado y el volumen de inyeccién fue de 1 L. La fuente de
iones se mantuvo a 200 °C y la linea de transferencia de MS se mantuvo a 240 °C.

El procesamiento de los datos se realizé mediante el software Thermo Xcalibur,
(version 2.2, Thermo Scientific). El Pl y las muestras se sometieron a un monitoreo de

escaneo completo, que se monitoreé m/z 50-550. Los resultados obtenidos en CG-MS se
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encontraban en abundancia relativa, con la cual se calculé porcentaje de area y con el Pl
se cuantificé en mg g' de muestra (AGUIAR et al., 2011). Usando la férmula 1, segun el

método de Joseph y Ackman (1992).

Ax*Mp*Fct
Ap*Mg*Fcea

Férmula 1. M, =

Dénde:

Mx: masa del acido graso x en mg g-' de lipido;

Mp: masa del patrén interno en mg;

Ma: masa de la muestra de lipidos totales en g;

Ap: area de patron interno;

Ax: area de acido graso x;

Fcea: factor de conversion de éster metilico a acido graso;

Fct: factor de correccion teérico; se usé 1 porque se trata de CG-MS.

Las cantidades de los AG detectados se presentaron mg en g de muestra y en

porcentaje de area relativa.

3.3.3 Dilucién de FL

Se peso 1 g de los FL obtenidos y se diluyeron en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO)
(13-0091-01, LGC Biotecnologia). La concentracion de FL en DMSO quedo en 1 mg L,
la dilucion puso en una jeringa con rosca (Medix Brasil) unida a un filtro PES 0.22 pm
(Microlab Scientific), con lo cual se esterilizo la dilucion de FL y se reservé en congelacion

(Imagen 15).



Imagen 15. Esterilizacion de la dilucion de FL de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv en DMSO
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Fuente: autoria propia, 2024.
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3.4 Ensayos en cultivo celular

El medio DMEMc (minimal essential medium complete) (D0025, vitrocell — embriolife)
que se usO en esta investigacion estaba suplementado con 1 % (v/v) de penicilina-
estreptomicina (P4333, Sigma-Aldrich®) y con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (SFB)
(150.823JN, Nova Biotecnologia) para inducir el crecimiento y la adhesién celular. La estufa
(HF 212, Heal Force) usada conté con suministro de CO2 al 5 %, para conservar el pH
celular; conservé la temperatura de 37 °C y humedad atmosférica.

Los linajes celulares que se usaron fueron: células de carcinoma pancreatico - MIA
PaCa-2 (ATCC CRL - 1420) (Imagen 16. Ay D), linea celular diploide de fibroblastos del
tejido pulmonar - MRC-5 (ATCC CCL - 171) (Imagen 16. B y E), y células endoteliales
microvasculares del cerebro humano — HBMEC (Imagen 16. C y F) donacién del Dr. Andrés

Mojoli Le-quesne.

Imagen 16. Linajes celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC
MIA PaCa-2 MRC5

§

Nota: Micrografias obtenidas con un microscopio invertido (Nikon Eclipse Ti-S), campo claro de observacion,
aumento de 4x, escala de 500 uym y edicion realizada en ImageJ.
Fuente: autoria propia, 2023.
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3.4.1 Descongelamiento y cultivo celular

Los tubos de criopreservacion pasaron por un descongelamiento rapido del
congelador a -80 °C al flujo laminar horizontal (Lucademia). Se paso a un tubo tipo Falcon,
se centrifugd por 10 min a 800 rpm. Se descarto el sobrenadante; el pellet se resuspendio
en 10 mL de DMEMc, que se colocd en una jarra de cultivo de 75 cm? (Atena Biotecnologia),
se superviso el crecimiento cada tres dias. Al alcanzar la confluencia del 90 %, se lavo dos
veces con solucion salina tamponada con fosfato 1x (PBS) (13-30262-05, LGC
Biotecnologia) y se tripsinizé con tripsina 0,25 % (m/v) (002-07-7, INLAB) — EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) al 0,1 % (m/v) (E4884, Sigma-Aldrich®) en PBS.

3.4.2 Ensayo de citotoxicidad celular

Se testo el efecto citotoxico de EH y los FL de A. ficoidea (L.) P. Beauv en los linajes
celulares MRC-5, HBMEC y MIA PaCa-2. Para esto, se us6 una placa de 96 pozos estéril
(Microlab Scientific); en las filas Ay H se coloc6 100 L de solucién salina tamponada con
fosfato 1x (PBS) (13-30262-05, LGC Biotecnologia) y en los pozos de la columna 1 a la 11
se sembrd 50 uL. de DMEMc con 5 x 103 células por pozo para MRC-5 y MIA PaCa-2; y con
2 x 103 células por pozo para HBMEC, que se dejaron en la estufa durante 24 h.

Se comprobd en el microscopio invertido (Eclipse Ti-S, Nikon) la adherencia celular
y en el flujo horizontal, a cada pozo se le agrego 50 pL de las diferentes concentraciones
de EH y de FL. Las concentraciones del EH en DMEMc fueron: 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,125;
1,563; 0,781 y 0,391 % (v/v). Y para la FL en DMEMc se us6 10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625;
0,312; 0,15625 y 0,078125 pug pL' (m/v).

Para el control negativo se adicion6 50 uL de medio DMEMCc y para el control positivo
se empled 50 uL de DMSO al 20 % diluido en DMEMCc (v/v). Cada experimento se replico
seis veces y se dejo actuar por 24 h en la estufa. Ademas, se hicieron controles paralelos
en las columnas 1y 12 para comprobar que el color caracteristico de los extractos y del
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de tetrazolina) (298-93-1, Sigma-
Aldrich®) no interfieren en la ABS. En el caso de la FL, se comprobd que la cantidad usada
de DMSO en la maxima concentracién testada no causara muerte celular.

Se tenian dudas sobre la interferencia del color de los compuestos en la lectura de

la ABS, por lo que en la columna 1 se colocd la concentracion maxima usada del compuesto
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y se leyo la ABS. Las imagenes 17 y 18 muestran la distribucion de las concentraciones en
la placa, y sus correspondientes controles para el EH y la FL, respectivamente.

Para determinar la viabilidad celular (VC) se us6 el mecanismo de reduccion de MTT.
Por lo tanto, en cada pozo de las columnas 2 a 10 se agrego 10 yL de MTT, en la columna
1 no se colocd MTT, se dejé actuar por 4 h en la estufa. Después, se observé la formacion
de cristales, se retir6 el liquido, se adiciono 100 yL de DMSO en todos los pozos, y los

cristales formados se diluyeron.

Imagen 17. Distribucién de la concentracion final del EH en placa de 96 pozos
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Fuente: autoria propia, 2023.
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Imagen 18. Distribucién de la concentracion final de la diluciéon de FL en placa de 96 pozos
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Fuente: autoria propia, 2023.

Después de la dilucién se leyo la ABS en 590 nm y 630 nm, en el espectrofotdmetro
(LMR - 96, Loccus). Se encontro, que los datos de ABS leidos inmediatamente no coincidian
con lo visto en el microscopio, por lo que se hizo una medicion de ABS a la hora después
de la dilucién del DMSO, y se comprobd que los datos coincidieran con lo visto en el
microscopio. Por ello, se tomaron fotos en el microscopio invertido en los pozos antes y
después del MTT.

Se encontr6 la diferencia de las ABS para encontrar el porcentaje de VC (% VC)

(férmula 2).

diferenciasde|(593nm—630nm)|—controlpositivo

Formula 2. %devc = %100

controlnegativo—controlpositivo

Los datos de VC se procesaron en el paquete estadistico GraphPad Prism (version

8.0.2., GraphPad Software), para hacer la curva de regresion no lineal. La curva se
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construyé a partir del % VC, en funcion de las concentraciones logaritmicas de los
compuestos testados, y asi se determind el ICso. Los resultados se expresaron como media

+ desvio6 patron (DP) (n=6) considerando un valor estadisticamente significativo de p <0,05.

3.4.3 Evaluacion del citoesqueleto y ADN con faloidina y DAPI

Para conocer los efectos de los compuestos en el citoesqueleto e integridad de ADN
se uso la marcacion con Faloidina Alexa Fluor™ 488 (Termo Fisher Scientific) y DAPI
(D9542, Sigma-Aldrich®), respectivamente, usando microscopia de fluorescencia (H550L
Eclipse Ni-U, Nikon). En una placa de seis pozos estéril (Microlab scientific, CN), se
colocaron dos laminulas circulares (Vidrobras) con 1,5 mL de DMEMc y 3 x 10° de células
para MRC-5 y MIA PaCa-2; y con 6 x 10* células por pozo para HBMEC.

Después de 24 h en la estufa, se removioé el DMEMc de cada pozo; dos pozos fueron
controles (CT) y se les adiciond 1,5 mL de DMEMc, los cuatro pozos restantes se les coloco
1,5 mL del tratamiento: dos pozos con una concentracion (C1) y los otros dos con otra (C2).
Las concentraciones del EH en DMEMc fueron: 0,391 (C1-EH) y 0,781 (C2-EH) % (v/v);
ademas se hizo un ensayo en HBMEC con las concentraciones 50,0 y 0,391 % (v/v),
concentraciones cercanas al ICso encontrado en el MTT. Y para el tratamiento con FL se
usaron las concentraciones 2,5 (C1-FL) y 10,0 pg yL' (C2-FL) (m/v).

Cumplidas las 24 h en la estufa, a los pozos se les retird el contenido, y se fijé
colocando 1,5 mL de formaldehido (50-00-0, Bionostic) 4% (v/v) en PBS. Este se retir6 a
los 40 min; se lavaron tres veces, colocando 1,5 mL de PBT (0,1% v/v de Tritén X-100
(10K0192, Sigma-Aldrich®) en PBS), rotando manualmente por 5 min y retirando. A
continuacion, el ambiente se adapt6 a baja intensidad de luz y en cada pozo se puso 0,5
mL de la solucién de marcacion (PBT + 2:1000 faloidina + 2:1000 DAPI), para los ensayos
de EH; en los testes de FL solo se conté con DAPI (PBT + 2:1000 DAPI); en ambos casos,
la marcacion se dejo actuar por 12 h, en refrigeracion a 4 °C.

En seguida, la solucion de marcacion se removié y cada pozo fue lavado tres veces
colocando 1,5 mL de PBT, mezclando y retirando; luego se colocé 1,0 mL de PBS. Entonces,
se prepararon laminas de 26,0 x 76,0 mm (Precision Glass Line), con Entellan®
(HX865997161, Merck). Cada laminula se sacé de la placa, se le quitd el exceso de
producto y sobre la cara anterior de las laminulas (donde se adhirieron las células), se fijaron

sobre las laminas.
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Una vez listas las laminas, se llevaron al microscopio de fluorescencia, donde de
cada laminula del EH se tomaron 7 fotos de DAPI y 7 fotos de faloidina con aumento de 4x;
en cuanto al teste de FL, por cada laminula se tomé 10 fotos de DAPI con aumento de 4x.
Las imagenes obtenidas fueron procesadas conservando el formato TIF en el software
Imageld (fijiwin-64, National Institutes of Health) y el plugin StarDist 2D para conteo.

Los resultados se presentan como: numero de células (numero de nucleos contados),
tamafo (area); numero de nucleos grandes y pequefios; y proporcion de nucleos grandes
y pequefos. Los nucleos grandes y pequefios se definieron estableciendo la media del
tamano celular; los nucleos superiores a la media se denominaron nucleos grandes y los
inferiores a la media, nucleos pequefos. La proporcion de nucleos grandes y pequeios
revela la distribucion de los datos en estos grupos. Los datos se analizaron en GraphPad
Prism. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via y se determind la

significancia de los tratamientos.
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4 RESULTADOS

4.1 Extraccién hidroalcohdlica de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

Alo largo del proceso de extraccion hidroalcohdlica por el cual pasaron las hojas de
Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv., resulté la tabla 5, que resume los datos obtenidos. En
ella se muestra el resultado de la deshidratacion de las hojas de Alternanthera ficoidea (L.)
P. Beauv. como porcentaje de humedad; la concentracidon de la materia vegetal, que
relaciona la masa (diferencia entre el peso inicial y el peso final) con el volumen final; y el
rendimiento de la extraccion, considerando diferencia del peso inicial menos el peso final,

todo dividido por el peso inicial.

Tabla 5. Datos del proceso de EH

Descripcion Medida
Porcentaje de humedad de las hojas 83,44 % (m/m)
Concentraciéon de materia vegetal en EH 137,56 g L
Rendimiento 0,19 gr gr'
Porcentaje de Rendimiento 19,90 % (viv)

Nota: proceso de extraccion hidroalcohdlica. El porcentaje de humedad refleja la diferencia obtenida de la
deshidratacion de las hojas de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv. La concentracion de la materia vegetal
relaciona la masa que quedé de la extraccion con el volumen final. El rendimiento de la extraccién es la masa
que quedo de la extraccion entre el peso inicial.

Fuente: autoria propia, 2023.

4.1.1 Antioxidantes y capacidad antioxidante

Los datos presentados en la tabla 6, expresan la cantidad de antioxidantes
encontrados en la muestra de hojas secas usadas para el EH y su actividad antioxidante.
Los resultados se obtuvieron con las formulas de los anexos: para la medida de CF, anexo

C; para F, anexo D; para ABTS, anexo E; para DPPH, anexo F; para FRAP, anexo G.

Tabla 6. Determinacion de CF, F, y actividad antioxidante in vitro del EH

CF F DPPH ABTS FRAP
(mg EAG g (mg EQ g’ (umol TE g (umol TE g~ (umol de Fe (Il) gt
muestra) muestra) muestra) muestra) muestra)
9,04 £ 0,38 0,30 + 0,05 21,72 £0,02 0,395 + 0,001 71,85+0,73

Nota: CF — compuestos fendlicos, F — flavonoides. Actividad antioxidante de un compuesto por radicales libres
DPPH (a-difenil-Bpicrilhidrazilo) y ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico); y por reduccion
de un metal, FRAP — poder antioxidante reductor férrico. EAG — equivalente de acido galico. EQ — equivalente
de quercetina. TE — equivalente de trolox. Fe — equivalente de hierro. Los datos son presentados como media
+ DP (n=3), de las férmulas de los anexos C, D, E, F, y G.

Fuente: autoria propia, 2023.
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4.1.2 Ensayos de citotoxicidad celular para EH

Los ensayos de citotoxicidad con MTT para el EH en los linajes celulares MIA PaCa-
2 (Imagen 19), MRC-5 (Imagen 20) y HBMEC (Imagen 21) resultaron en los datos que
cuantifican la VC, junto con el valor de ICs0. Ademas, se afladen fotografias de microscopio
invertido como evidencia visual de los datos.

Como se puede ver en las imagenes de citotoxicidad, los datos de la ABS se
estabilizan con el tiempo, relacionandose con las imagenes de microscopia obtenidas. Por
ello los datos de ICso, que se tuvieron en cuenta en esta investigacion son los obtenidos de
la ABS medida a los 60 min, basados en la metodologia de Blumenthal, (2005). Por ello el
ICs0 del EH de las hojas secas de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv. para MIA PaCa-2 es
52,51 % (v/v), para MRC-5 es 41,66 % (v/v) y para HBMEC es ~50,16 % (v/v).
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Imagen 19. Ensayo de citotoxicidad con MTT de EH en MIA PaCa-2
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Después del tratamiento.
Antes de colocar MTT.

Después de aplicar MTT.

o o _
Nota: las placas de 96 pozos de Ay C muestran el mismo experimento, con la marcacion de las columnas
(col.), la col. 1 es el test de color sin MTT, col. 2 a 9 son tratamientos que va en orden decreciente de izquierda
a derecha, col. 10 es el control negativo, col. 11 es el control positivo y col. 12 es un control con 50 % de EH
en DMSO. A. Placa después de la dilucion con DMSO y B es su curva de VC de la ABS + DP (n=6) y el ICso.
C. Placa a la hora de la dilucion con DMSO, revelando variaciones de color notorias en el recuadro delineado
y D es su curva de VC de la ABS = DP (n=6) y el ICso. B y D fueron creados en GraphPad Prism 8.0.2. E, F,
G, H, I, J, K, L, My N (Nikon Eclipse Ti-S), aumento 10x; linea blanca indica escala de 500 um, editadas en
ImagedJ. Las flechas rojas marcan el redondeamiento o muerte celular; las flechas verdes indican la morfologia
de las células vivas y las flechas lilas indican los cristales de formazan. E y J, pozos de la concentracion de
EH 50 % (v/v). F y K, concentracion de EH 12,25 % (v/v). G, y L, son de la concentraciéon de EH 0,391 % (v/v).
Hy M, son fotos del control negativo, con DMEMc. | y N son del control positivo, con 20 % de DMSO (v/v).
Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 20. Ensayo de citotoxicidad con MTT de EH en MRC-5
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Después del tratamiento.
Antes de colocar MTT.

Después de aplicar MTT.
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Nota: las placas de 96 pozos de A y C muestran el mismo experimento, con la marcacion de las columnas
(col.), la col. 1 es la prueba de color sin MTT, col. 2 a 9 tratamiento que va en orden decreciente de izquierda
a derecha, col. 10 es el control negativo, col. 11 es el control positivo y col. 12 es un control con 50 % de EH
en DMSO. A. Placa después de la dilucién con DMSO y B es su curva de VC de la ABS + DP(n=6) y el ICso.
C. Placa a la hora de la dilucién con DMSO, revelando variaciones de color notorias en el recuadro delineado
y D es su curva de VC de la ABS + DP (n=6) y el ICs0. By D Creado en GraphPad Prism 8.0.2. E, F, G, H, |,
J, K, L, My N (Nikon Eclipse Ti-S), aumento 10x, linea blanca indica escala de 500 um, editadas en ImageJ.
Las flechas rojas marcan el redondeamiento o muerte celular; las flechas verdes indican la morfologia de las
células vivas y las flechas lilas indican los cristales de formazan. E y J, pozos de la concentracién de EH 50 %
(v/v). F y K, concentracion de EH 12,25 % (v/v). G, y L, son de la concentracion de EH 0,391 % (v/v). Hy M,
son fotos del control negativo, con DMEMc. | y N son del control positivo, con 20 % de DMSO (v/v).
Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 21 Ensayo de CItOtOXICIdad con MTT de EH en HBMEC
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Nota: las placas de 96 pozos de Ay C muestran el mismo experimento, con la marcacion de las columnas
(col.), la col. 1 test de color sin MTT, col. 2 a 9 tratamiento que va en orden decreciente de izquierda a derecha,
col. 10 es el control negativo, col. 11 es el control positivo y col. 12 es un control con 50 % de EH en DMSO.
A. Placa después de la dilucion con DMSO y B es su curva de VC de la ABS + DP(n=6) y el ICso. C. Placa a
la hora de la dilucién con DMSO, revelando variaciones de color notorias en el recuadro delineado y D es su
curva de VC de la ABS = DP (n=6) y el ICs0. B y D Creado en GraphPad Prism 8.0.2. E, F, G, H, |, J, K, L, M
y N (Nikon Eclipse Ti-S), aumento 10x, linea blanca indica escala de 500 ym, editadas en ImageJ. Las flechas
rojas marcan el redondeamiento o muerte celular; las flechas verdes indican la morfologia de las células vivas
y las flechas lilas indican los cristales de formazan. E y J, pozos de la concentracién de EH 50 % (v/v). F y K,
concentracion de EH 12,25 % (v/v). G, y L, son de la concentracion de EH 0,391 % (v/v). H'y M, son fotos del
control negativo, con DMEMec. | y N son del control positivo, con 20 % de DMSO (v/v).
Fuente: autoria propia, 2024.
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4.1.3 Evaluacion del citoesqueleto y nucleo, aplicando EH

Para evaluar el efecto de EH en las células, en el nucleo y en el citoesqueleto, se
usaron los marcadores DAPI y faloidina, respectivamente. Los resultados visuales de los
experimentos se muestran en las imagenes 22, 23 y 24/25, que corresponden a los linajes
celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC.

Las imagenes 22, 23, 24 y 25 de fluorescencia en células tratadas con EH muestran
una menor cantidad de células en divisibn y un mayor desprendimiento celular,
acompanado de variaciones en la forma del citoplasma. Esto interrumpe la uniformidad de
la red celular y crea agrupamientos de células redondas, diferentes al control. Este
fendmeno se presentd en los tres linajes celulares: MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC, aunque
fue mas notorio en MIA PaCa-2.

Los resultados cuantitativos del numero de células, tamafio y proporcidn de nucleos
grandes y pequefios se encuentran en las imagenes, 26, 27 y 28/29, que corresponden a
los linajes celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC tratados con EH.

Debido a la variabilidad de los resultados, que no muestran una relacién lineal entre
el nimero celular y las concentraciones, se puede decir que 0,391 %y 0,781 % (v/v) de EH
para MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC no afecta el nUmero, area nuclear y la proporcion de
células grandes y pequefias, de forma significativa.

La imagen 28 muestra que existe una relacion inversamente proporcional entre la
concentracion de EH y el numero de células representadas por los nucleos, asi como el
tamafio en HBMEC. Siendo que a mayor concentracién de EH, hay menos células que son
de menor tamafo; esta relacion es clara y significativa al compararse con el control. En
HBMEC, EH reduce el numero celular en un 38,62 % y 42,10 %; el tamafio se redujo en
10,10 % y 58,94 % para las C1 y C2 respectivamente, en comparacién con el control.

La relacién de la proporcién de nucleos grandes y pequefios es variable, por tanto,
no significativa. En cuanto a la dispersion de los nucleos grandes y pequefios, se observa
gue los datos son similares, por lo que pueden ser comparados. En el CT los datos se
encuentran mas concentrados que los de C1y C2, que muestran mayor variabilidad que el

control.
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Imagen 22. Analisis morfolégico del nucleo y citoesqueleto de las células MIA PaCa-2 tratado con EH
Coloracion Faloidina Coloracion con DAPI Fusion Faloidina - DAPI

Nota: las Imagenes de fluorescencia se obtuvieron del microscopio Nikon Eclipse Ni-U, H550L, a escala 50 um. A, B, C. Células control cultivadas solo con DMEMc.
D, E, F. Células tratadas con 0,391 % (v/v) de EH. G, H, I. Células tratadas con 0,781 % (v/v) de EH. Las flechas blancas indican el desprendimiento y agrupamiento
celular; las amarillas, division celular; y las rojas, deformaciones celulares.

Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 23. Analisis morfolégico del nucleo y citoesqueleto de las células MRC-5 tratado con EH
Coloracion Faloidina Coloracion con DAPI Fusion Faloidina - DAPI

Control

0,391 % (v/v)

Nota: las Imagenes de fluorescencia se obtuvieron del microscopio Nikon Eclipse Ni-U, H550L, a escala 100 um. A, B, C. Células control cultivadas solo con DMEMc.
D, E, F. Células tratadas con 0,391 % (v/v) de EH. G, H, |. Células tratadas con 0,781 % (v/v) de EH. Las flechas blancas indican el desprendimiento celular; las
amarillas, divisidn celular; y las rojas, deformaciones celulares.

Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 24. Analisis morfolégico del nucleo y citoesqueleto de las células HBMEC tratado con EH
Coloracion Faloidina Coloracion con DAPI Fusion Faloidina - DAPI

Control

0,391 % (V/v)

e

Nota: las Imagenes de fluorescencia se obtuvieron del microscopio Nikon Eclipse Ni-U, H550L, a escala 100 um. A, B, C. Células control cultivadas solo con DMEMc.

D, E, F. Células tratadas con 0,391 % (v/v) de EH. G, H, I. Células tratadas con 0,781 % (v/v) de EH.
Fuente: autoria propia, 2024.



Imagen 25. Nucleos de las células HBMEC tratado con EH y con coloracién DAPI

Control 0,391 % (v/v)

50,0 % (v/v)

74

Nota: Las Imagenes de fluorescencia se obtuvieron con DAPI en el microscopio Nikon Eclipse Ni-U, H550L, a escala 500 pum.
Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 26. Analisis estadistico de nucleos de MIA PaCa-2, tratados con EH
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Nota: CT — Control; C1 — Concentracion uno 0,391 % (v/v); C2 — Concentracion dos 0,781 % (v/v); P — nucleos pequefios y G — nucleos grandes. A. Numero de
nucleos contados en cada foto; los datos se muestran como media y barras de DP (n=4). B. Area de los nucleos contados en pm2; los datos se muestran como media
y barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacién con el control. C. Porcentaje de G y P del total contados. Los G y P se definieron estableciendo la media del
tamano celular; los nucleos superiores a la media se denominaron Gy los inferiores a la media, P. D. Dispersién de G y P: representa la distribucion de los datos de
Gy P, segun el pardmetro de C.

Fuente: autoria propia, 2024.



Imagen 27. Andlisis estadistico de nucleos de MRC-5, tratados con EH

w» 4000 800
o
E ‘\E" ke
% 3000"‘ 5 600_ *kk K
(&] [
. 5 |
8 20004 < 400
© =5
= [
= [\]
o 1000 ® 200+
© <
o
4 0- : 0- T
Al cT 1 ¢2 B CT C1 C2
2 60000
= & 1000
E P2
3 mG||& é
7] 2
o S
9 2 500
3] p ?
=) ')
Z o
o < %
o]
d 0 1 1 1 1 1 ]
= EIPEEN IR N I
C CT c1 c2 D NN NNY I

76

Nota: CT — Control; C1 0,391 % (v/v); C2 0,781 % (v/v); P— nucleos pequefios y G — nucleos grandes. A. Numero de nucleos contados en cada foto; los datos se
muestran como media, barras de DP (n=4) y * p< 0,0182 en comparacién con el control. B. Area de los nucleos contados en pm2, los datos se muestran como media,
barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacion con el control. C. Porcentaje de G y P del total contados. Los G y P se definieron estableciendo la media del
tamano celular; los nucleos superiores a la media se denominaron Gy los inferiores a la media, P. D. Dispersién de G y P: representa la distribucion de los datos de

Gy P, segun el pardmetro de C.

Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 28. Andlisis estadistico de nucleos de HBMEC, tratados con EH
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Nota: CT — Control; C1 — Concentracion uno 0,391 % (v/v); C2 — Concentracion dos 0,781 % (v/v); P — nucleos pequefios y G — nucleos grandes. A. Numero de
nucleos contados en cada foto; los datos se muestran como media, barras de DP (n=4) y ** p< 0,0041 en comparacion con el control. B. Area de los nucleos contados
en um?; los datos se muestran como media, barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacion con el control. C. Porcentaje de G y P del total contados. Los Gy P
se definieron estableciendo la media del tamafo celular; los nucleos superiores a la media se denominaron G y los inferiores a la media, P. D. Dispersién de G y P:
representa la distribucion de los datos de G y P, segun el parametro de C.

Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 29. Andlisis estadistico de nucleos de HBMEC, tratados con EH
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Nota: CT — Control; C1 — Concentracién uno 0,391 % (v/v); C2 — Concentracion dos 50,0 % (v/v); P — nucleos pequefios y G — nucleos grandes. A. Numero de nucleos
contados en cada foto; los datos se muestran como media y barras de DP (n=4). B. Area de los nucleos contados en ym2, los datos se muestran como media, barras
de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacion con el control. C. Porcentaje de G y P del total contados. Los G y P se definieron estableciendo la media del tamafo
celular; los nucleos superiores a la media se denominaron G y los inferiores a la media, P. D. Dispersion de G y P: representa la distribucion de los datos de Gy P,
segun el parametro de C.

Fuente: autoria propia, 2024.
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4.2 Fraccion lipidica de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv

A lo largo del proceso de extraccion de la fraccidn lipidica por el cual pasaron las
hojas de Alternanthera ficoidea (L.) P. Beauv., se obtuvo la tabla 7, que resume los datos
conseguidos. En ella se muestra el rendimiento de la extraccién, considerando la diferencia

del peso inicial menos el peso final, todo dividido por el peso inicial.

Tabla 7. Rendimiento de la extraccién de FL de la muestra
Peso Inicial (g) Peso Final (g) Rendimiento % Rendimiento

13,6015 £ 0,0005 0,5211 £ 0,0745 0,0383 + 0,0055 3,83+0,55

Nota: el rendimiento de la extraccion es la masa que quedo de la extraccidon entre el peso inicial. Los datos
son presentados como media + DP (n=3).
Fuente: autoria propia, 2023.

4.2.1 Perfil de acidos grasos

La tabla 8 presenta los datos de los acidos grasos mayoritarios en cuantificacion en
mg g de muestra y area relativa (%). El cromatograma con la deteccion de cada acido

graso se encuentra en el Apéndice A.

Tabla 8. Acidos grasos detectados en las hojas secas de A. ficoidea (L.) P. Beauv

AG mg g de muestra % de Area relativa
C16:0 1,34+ 0,24 22,86 + 0,01
C18:1n-9c 0,06 + 0,02 1,10+ 0,15
C18:2n6 1,18 + 0,18 19,17 +1,84
C18:3n-3 3,16 + 0,56 56,71 + 5,36

Nota: la abreviacion de los AG corresponde a C16:0, acido oleico o acido palmitico; C18:1n-9c, acido oleico;
C18:2n6, &cido linoleico; C18:3n-322, acido alfa linolénico. Los datos son presentados como media + DP (n=3).
Fuente: autoria propia, 2024.

4.2.2 Ensayo de citotoxicidad celular para FL

Los ensayos de citotoxicidad con MTT para la FL en los linajes celulares MIA PaCa-
2 (Imagen 30), MRC-5 (Imagen 31) y HBMEC (Imagen 32), resultaron en los datos que
cuantifican la VC, junto con el valor de ICs0. Ademas, se afiadieron fotografias de

microscopio invertido como evidencia visual de los datos.
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Imagen 30. Ensayo de citotoxicidad con MTT de FL en MIA PaCa-2
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Después del tratamiento.
Antes de colocar MTT.

Después de aplicar MTT.

Nota: las placas de 96 pozos de Ay C muestran el mismo experimento, con la marcacion de las columnas
(col.), la col. 1 test de color sin MTT, col. 2 a 9 tratamiento que va en orden decreciente de izquierda a derecha,
col. 10 es el control negativo, col. 11 es el control positivo y col. 12 es un control con 50 % de EH en DMSO.
A. Placa después de la dilucion con DMSO y B es su curva de VC de la ABS £ DP (n=6) y el ICso. C. Placa a
la hora de la dilucién con DMSO, revelando variaciones de color notorias en el recuadro delineado y D es su
curva de VC de la ABS + DP (n=6) y el ICso. B y D Creado en GraphPad Prism 8.0.2. E, F, G, H, |, J,K, L, M
y N (Nikon Eclipse Ti-S), aumento 10x, linea blanca indica escala de 500 um, editadas en ImageJ. Las flechas
rojas marcan el redondeamiento o muerte celular; las flechas verdes indican la morfologia de las células vivas,
las flechas lilas indican los cristales de formazan y las flechas amarillas indican grumos formados por los FL.
E y J, pozos de la concentracién de EH 50 % (v/v). F y K, concentracion de EH 12,25 % (v/v). Gy L, son de
la concentracion de EH 0,391 % (v/v). H y M, son fotos del control negativo, con DMEMec. | y N son del control
positivo, con 20 % de DMSO (v/v).

Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 31. Ensayo de citotoxicidad con MTT de FL en MRC-5
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Después de aplicar MTT.
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Nota: las placas de 96 pozos de Ay C muestran el mismo experimentd, con la marcacion de las columnas
(col.), la col. 1 teste de color sin MTT, col. 2 a 9 tratamiento que va en orden decreciente de izquierda a
derecha, col. 10 es el control negativo, col. 11 es el control positivo y col. 12 es un control con 50 % de EH en
DMSO. A. Placa después de la dilucion con DMSO y B es su curva de VC de la ABS + DP (n=6) y el ICso. C.
Placa a la hora de la dilucién con DMSO, revelando variaciones de color notorias en el recuadro delineado y
D es su curva de VC de la ABS + DP (n=6) y el ICso. B y D Creado en GraphPad Prism 8.0.2. E, F, G, H, |, J,
K, L, My N (Nikon Eclipse Ti-S), aumento 10x, linea blanca indica escala de 500 ym, editadas en ImageJ. Las
flechas rojas marcan el redondeamiento o muerte celular; las flechas verdes indican la morfologia de las
células vivas, las flechas lilas indican los cristales de formazan y las flechas amarillas indican grumos formados
por la FL. E y J, pozos de la concentracion de EH 50 % (v/v). F y K, concentracion de EH 12,25 % (v/v). Gy
L, son de la concentracion de EH 0,391 % (v/v). H y M, son fotos del control negativo, con DMEMc. | y N son
del control positivo, con 20 % de DMSO (v/v).
Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 32. Ensayo de citotoxicidad con MTT de FL en HBMEC
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Nota: las placas de 96 pozos de A y C muestran el mismo experimentd, con la marcacion de las columnas
(col.), la col. 1 test de color sin MTT, col. 2 a 9 tratamiento que va en orden decreciente de izquierda a derecha,
col. 10 es el control negativo, col. 11 es el control positivo y col. 12 es un control con 50 % de EH en DMSO.
A. Placa después de la dilucion con DMSO y B es su curva de VC de la ABS + DP (n=6) y el ICso. C. Placa a
la hora de la diluciéon con DMSO, revelando variaciones de color notorias en el recuadro delineado y D es su
curva de VC de la ABS £ DP (n=6) y el ICso. B y D Creado en GraphPad Prism 8.0.2. E,F, G, H, |, J,K, L, M
y N (Nikon Eclipse Ti-S), aumento 10x, linea blanca indica escala de 500 um, editadas en ImageJ. Las flechas
rojas marcan el redondeamiento o muerte celular; las flechas verdes indican la morfologia de las células vivas,
las flechas lilas indican los cristales de formazan y las flechas amarillas indican grumos formados por la FL.
E y J, pozos de la concentracién de EH 50 % (v/v). F y K, concentracion de EH 12,25 % (v/v). Gy L, son de
la concentracién de EH 0,391 % (v/v). H'y M, son fotos del control negativo, con DMEMc. | y N son del control
positivo, con 20 % de DMSO (v/v).
Fuente: autoria propia, 2024.
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Como se puede ver en las imagenes de citotoxicidad, los datos de la ABS se
estabilizan con el tiempo, relacionandose con las imagenes de microscopia obtenidas. Por
ello, los datos de ICso que se tuvieron en cuenta en esta investigacion son los obtenidos de
la ABS medida a los 60 min. El ICso de la FL de las hojas de Alternanthera ficoidea (L.) P.
Beauv. para MIA PaCa-2 es 1,045 pg pL?, para MRC-5 es 1,123 ug pyL* y para HBMEC es
0,142 pg pL™.

4.2.3 Evaluacion del nucleo aplicando FL y DAPI

Para evaluar el efecto de la FL en las células, se us6 el marcador DAPI en el nucleo.
Los resultados visuales de los experimentos se muestran en las imagenes 33, 34 y 35, que
corresponden a los linajes celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC.

Las imagenes 33, 34 y 35 de fluorescencia en células tratadas con FL, muestran una
menor cantidad de células en division, acompafadas de la variacion en la forma del nacleo,
que es mas alargado, en comparacion con el control. Este fendmeno se presentd en los
tres linajes celulares: MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC.

Los resultados cuantitativos de numero de células, tamafio y proporcion de nucleos
grandes y pequefios, se encuentra en las imagenes 36, 37 y 38, que corresponden a los
linajes celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC tratados con FL.



Imagen 33. Nucleos de las células MIA PaCa-2 tratados con FL y con coloracién DAPI
Control 2,5 ug uL' (m/v)

B

Nota: las Imagenes de fluorescencia se obtuvieron del microscopio Nikon Eclipse Ni-U, H550L, a escala 100 um.
Fuente: autoria propia, 2024.

10,0 ug L' (m/v)
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Imagen 34. Nucleos de las células MRC-5 tratados con FL y con coloracién DAPI
Control 2,5 ug uL! (m/v) 10,0 pg uL" (m/v)

-

Nota: las Imagenes de fluorescencia se obtuvieron del microscopio Nikon Eclipse Ni-U, H550L, a escala 100 um.
Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 35. Nucleos de las células HBMEC tratados con FL y con coloracion DAPI
Control 2,5 ug uL' (m#v) 10,0 ug pL' (m/v)

Nota: las Imagenes de fluorescencia se obtuvieron del microscopio Nikon Eclipse Ni-U, H550L. A, B, C. Escala 500 um. D, E, F. Escala 100 pm.
Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 36. Andlisis estadistico de nucleos de MIA PaCa-2, tratados con FL
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Nota: CT — Control; C1 — Concentracion uno 2,5 ug uL-'; C2 — Concentracion dos 10,0 ug uL-', P — nlcleos
pequefios y G — nucleos grandes. A. Numero de nucleos contados en cada foto; los datos se muestran como
media, barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacién con el control. B. Area de los nucleos contados
en um?, los datos se muestran como media, barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacion con el control.
C. Porcentaje de G y P del total contados. Los G y P se definieron estableciendo la media del tamafio celular;
los nucleos superiores a la media se denominaron G y los inferiores a la media, P. D. Dispersion de G y P:
representa la distribucion de los datos de G y P, segun el parametro de C.
Fuente: autoria propia, 2024.



Imagen 37. Analisis estadistico de nucleos de MRC-5, tratados con FL
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Nota: CT — Control; C1 — Concentracion uno 2,5 ug uL-'; C2 — Concentracion dos 10,0 ug yL-', P — nlcleos
pequefios y G — nucleos grandes. A. Numero de nucleos contados en cada foto; los datos se muestran como
media, barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacién con el control. B. Area de los nucleos contados
en um?, los datos se muestran como media, barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en comparacion con el control.
C. Porcentaje de G y P del total contados. Los G y P se definieron estableciendo la media del tamafio celular;
los nucleos superiores a la media se denominaron G y los inferiores a la media, P. D. Dispersion de G y P:
representa la distribucion de los datos de G y P, segun el parametro de C.
Fuente: autoria propia, 2024.
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Imagen 38. Analisis estadistico de nucleos de HBMEC, tratados con FL
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Nota: CT — Control; C1: 2,5 uyg uL-*; C2: 10,0 ug uL", P —nucleos pequefios y G — nlcleos grandes. A. Numero

de nucleos contados en cada foto; los datos se muestran como media y barras de DP (n=4). B. Area de los

nucleos contados en um2, los datos se muestran como media, barras de DP (n=4) y **** p< 0,0001 en

comparacion con el control. C. Porcentaje de G y P del total contados. Los G y P se definieron estableciendo

la media del tamafo celular; los nucleos superiores a la media se denominaron G y los inferiores a la media,

P. D. Dispersién de G y P: representa la distribucién de los datos de G y P, segun el parametro de C.
Fuente: autoria propia, 2024.

Los resultados revelan que existe una relacion inversamente proporcional entre la
concentracion de FL y el nimero de células representadas por los ndcleos, asi como su
tamafio, en los tres linajes celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC. Siendo que a mayor
concentracion de FL menos células de menor tamafio. Esta relacion es clara y significativa
al compararse con el control, excepto en el caso del linaje HBMEC, que, aunque presento
disminucién del nimero de células a mayor concentracion de FL, esta no fue significativa

en ninguna de las concentraciones usadas: C1 (p < 0,9527) y C2 (p <0,0689).
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En MIA PaCa-2 FL reduce el numero celular en un 48,28 y 70,60 %; el tamano se
redujo en 1,51y 11,09 % para las C1 y C2 respectivamente, proporcionalmente al control.
En MRC-5 FL reduce el numero celular en un 21,42 y 38,38 %; el tamafio se redujo en 19,11
y 24,37 % para las C1 y C2 respectivamente, proporcionalmente al control. En HBMEC FL
aumentd el tamafio en 15,67 % para C2, con respecto al control.

La relacion de la proporcion de ndcleos grandes y pequefios con respecto al control
es variable para los tres linajes celulares; por tanto, no es significativa. En cuanto a la
dispersion de los nucleos grandes y pequefios, se observa que los datos son similares, por
lo que pueden ser comparados. En el CT, los datos se encuentran mas concentrados que

los de C1y C2, que muestran mayor variabilidad que el control.
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5 DISCUSION

El cancer se caracteriza por su alta tasa de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.
Especificamente, el carcinoma pancreatico afecta la integridad del cuerpo al interrumpir las
funciones del pancreas, siendo que solo puede ser extirpado en el 20% de los casos,
presentando sintomas que deterioran la vida de los pacientes (LEE et al., 2018).

El tratamiento del cancer aun es un objetivo que se debe alcanzar, siendo las plantas
medicinales un recurso que todavia se explora en diversas culturas, sobre todo en un pais
como Brasil, que tiene la mayor riqueza de fauna y flora del mundo. En las plantas
medicinales se han encontrado compuestos como alcaloides, pigmentos, taninos,
terpenoides y flavonoides (AZMIR et al., 2013).

Los resultados de esta investigacion muestran la relevancia de una planta medicinal,
A. ficoidea (L.) P. Beauv., de la cual se buscé obtener dos extractos EH y FL de sus hojas
secas. Del primero se determind la cantidad de compuestos y su capacidad antioxidantes,
y del segundo su perfil de acidos grasos. Ademas, se encontro los efectos citotdxicos (EH:
imagenes 19, 20, 21, 26, 27, 28 y 29; FL: imagenes 30, 31, 32, 36, 37 y 38) y en las
estructuras celulares de células cancerigenas y en células sanas (EH: imagenes 23, 23, 24
y 25; FL: imagenes 33, 34 y 35) de las dos extracciones.

Por consiguiente, en este trabajo se describen las dos extracciones que se hicieron
a partir de hojas secas. Se usaron hojas porque la investigacion de Patil et al., 2018 muestra
que es el lugar de la planta donde mas se concentran compuestos antioxidantes. Las hojas
se secaron para disminuir la probabilidad de contaminacion al reducir la humedad,
conservando la materia vegetal, y de esta forma, se concentraron, estabilizaron y guardaron
la calidad sensorial de los bioactivos y/o compuestos antioxidantes (MARTINEZ-LAS
HERAS et al., 2014; NOBREGA et al., 2015; PATIL; KORE, 2018; PHAM et al., 2015). El
rendimiento del secado de A. ficoidea (L.) para el EH fue 16,56 %, con humedad de 83,44 %
(m/m), y para FL, rendimiento de 14,90 % y humedad de 85,10 % (m/m). El rendimiento de
las extracciones para el EH fue 19,90 % (m/m) y para los FL fue 3,86 + 0,55 % (m/m).

La diferencia en el rendimiento de las extracciones se basa en las condiciones y los
compuestos de extraccion que se utilizaron. Considerando que la EH busca extraer
moléculas organicas que interactiuen con el disolvente organico y no reaccionen (AZMIR et
al., 2013; UPOT et al., 2023). Por el contrario, la extraccion de FL resulta especificamente
en la obtenciéon de compuestos lipidicos que se encuentran en menores concentraciones

(COELHO et al., 2010). En comun los dos extractos presentaron color verde tierra intenso
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(Imagenes. 12. Il y 13 V), relacionado con otros estudios, que hablan del alto contenido de
fitol componente de la clorofila (PATIL; KORE, 2017).

Las cantidades de antioxidantes encontradas al analizar el EH fueron, en cuanto a
CF, 9,04 + 0,38 mg EAG g muestra, de F, 0,30 + 0,05 mg EQ g' muestra. En cuanto a la
actividad antioxidante del EH, se encontré que inhibe ABTS en 0,395 + 0,001 umol TE g’
muestra; para DPPH 21,72 + 0,02 umol TE g' muestra; y reduce el ion hierro en 71,85 +
0,73 umol de Fe (II) g* muestra. En comparacién con otros estudios en una planta del
mismo género Alternanthera, la medicién de los antioxidantes en el presente trabajo fue
mayor, sobre todo en F, en donde Alternanthera sessilis expresé 0,20 mg EQ g
(SHRESHTHA et al., 2017).

La capacidad antioxidante de A. ficoidea (L.) P. Beauv, para inhibir ABTS se puede
comparar al encontrado en el ajo (0,464 mmol ET kg, azafran (0,39464 mmol ET g') y
tomillo (38,1 mmol ET 100 g'). Para inhibir DPPH es semejante al epazote, con 266 mmol
ET 100 g™). Y para reducir el ion hierro, con FRAP, se asemeja a cebolla, con 4,8 x 103
mmol ET 100 -' (MERCADO et al., 2013).

En los ensayos de citotoxicidad celular con MTT, se observéo que los datos
resultantes de VC eran variables y no correspondian con lo observado en el microscopio
durante y después de los tratamientos. Ademas, después de 1 h de la dilucion con DMSO,
se observaron cambios en la coloracion de las placas; se descarto la interferencia del color
del extracto, comprobando que la ABS y su VC no era mayor que el control positivo, por lo
que se midié dos veces la ABS de las placas, una inmediatamente y otra a la hora de la
dilucion.

De la segunda medicién se deduce que, con el tiempo, la ABS se estabiliza y el DP
disminuye, por lo que estos resultados son los que se tuvieron en cuenta, los cuales
muestran que el EH en el ensayo de viabilidad con MTT es citotdxico. El ICso para las células
es: 52,51 % (v/v), para MIA PaCa-2; 41,66 % (v/v), para MRC-5; 50,16 % (v/v), para HBMEC.
En la literatura existen varios protocolos para la aplicacion de la prueba de MTT, en este
trabajo se necesit6 aplicar una modificacion que resultd en la espera de estabilizacion de la
ABS.

En las imagenes 22, 23 y 24 de fluorescencia, se hacen evidente los cambios en la
morfologia del citoplasma en células tratadas con EH, que manifiestan células redondas y
desprendimiento celular, diferentes al control, presentado en los tres linajes celulares MIA
PaCa-2, MRC-5 y HBMEC, aunque fue mas notorio en MIA PaCa-2.
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En la imagen 25 de fluorescencia de HBMEC tratadas con EH, se observa una
disminucién en la cantidad de células en division respecto al control. En HBMEC con EH, la
reduccién en el numero celular fue del 38,62 % y 42,10 %; y del tamafo 10,10 % y 58,94 %
para las C1-0,391 % (v/v) y C2 - 50,0 % (v/v) respectivamente, en comparacién al control.

Las deformaciones en el citoesqueleto mostradas por la unién de la faloidina a los
filamentos de actina se asocian a variaciones en la genética y sefalizacion, relacionadas
con mecanismos moleculares de muerte (GALLUZZI et al., 2018; PRASAD; ALIZADEH,
2019). La intensidad de coloracion se debe a la union de DAPI a regiones ricas en adenina—
timina en el ADN, que destacan el contorno del nucleo y del cual se pudo extraer el tamafo
celular (WALLBERG; TENEV; MEIER, 2016).

En esta oportunidad, no se logré aplicar las concentraciones de |ICso encontradas en
el MTT para corroborar su efecto citotoxico, y determinar si el EH esté interfiriendo en el
numero de células. Por consiguiente, los resultados de numero de nucleos celulares,
tamano y proporcion de células grandes y pequefias son variables para las concentraciones
de 0,782 % y 0,391 % (v/v) de EH; ademas, se puede observar como la distribucién de los
datos de las células grandes y pequeinas en estas concentraciones son semejantes a las
del control.

Unicamente en el caso de HBMEC se aplicé una concentracién proxima al ICso que
fue del 50 % (v/v) de EH, en la cual se ratificé que el EH interfiere en el numero de células
viables y en el tamafo nuclear; esta relacién es significativa (p< 0,0001), en comparacion
al control. La proporcién de células grandes y pequefias es variable, y la distribucion de los
datos de células grandes y pequefas, en células tratadas manifiesta una mayor cantidad
de células pequenas, lo que se puede asociar a una divisidn celular acelerada. Es decir,
aunque el EH, aunque tiene efectos citotdxicos, no presenta efectos citostaticos.

Los resultados de la disminucion en células cancerigenas presentados aqui por el
EH se pueden justificar en la accién bioquimica y biolégica de los antioxidantes encontrados,
CF/F. Siendo conocidos como antiinflamatorios, antialérgicos, inmunoreguladores y
anticancerigenos (POP; DIACONEASA, 2021). Los antioxidantes actuan en el bloqueo del
ciclo celular, la inhibicion de la cascada sefializacién oncogénica, la promocion de genes
supresores de tumores, la eliminacion de ROS y la induccion de la muerte de células
tumorales (ANANTHARAJU et al., 2016; MOLONEY; COTTER, 2018; RIAZ et al., 2023).

Los CF/F son bioactivos que actuan en la formacion del peréxido de hidréogeno, que
evidencio inhibir la proliferacién de células de cancer de colon humano Caco-2, células

epiteliales de higado de ratbn WB y la comunicacion intercelular por union estrecha,
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importante en la organizacién carcinogénica (LEE et al., 2005; YIN et al., 2013). La
capacidad antioxidante en bioactivos que tratan el cancer es benéfica para la salud debido
a que ejercen un rol protector contra el estrés oxidativo y la inflamacion crénica (SABINO;
PEREIRA; CARDOSO, 2023).

En cuanto a los AG de la FL encontrados por CG-MS, se identificaron los siguientes
AG en mg de g de muestra y % de area relativa: acido palmitico (AP), 1,34 + 0,238, 22,86
%; acido oleico (AO), 0,06 + 0,016, 1,10 %; acido linoleico (AL), 1,18 + 0,181, 19,17 %;
acido alfa linolénico (ALA), 3,16 + 0,56, 56,71 %.

El perfil de FL encontrados en estd extraccibn no se compara con los perfiles de
aceites comerciales, debido a que en esta investigacion se encuentra en menores
cantidades el AP y AO, AG de cadena corta, y en mayor cantidad el ALA y AL, AG de
cadena larga. En cuanto al AL, se encuentra en porcentaje de area relativa (19,17%)
cercano al aceite de maiz (21,63 %), este compuesto es importante en la dieta y el equilibrio
oxidativo (SEGURA et al., 2015; WOOD et al., 2018).

En los ensayos de viabilidad con MTT se comprobd6 que la FL extraida de las hojas
secas de A. ficoidea (L.) P. Beauv. es citotoxica, con ICso de 1,045 ug pL', para MIA PaCa-
2; 1,123 ug pL' para MRC-5; y 0,472 ug uL™' para HBMEC. Esta citotoxicidad parece no
estar asociada a las caracteristicas tumorales de las células, ya que los fibroblastos
respondieron con ICso similar al de las células MIA PaCa-2.

Para la fluorescencia, aunque no se usaron las concentraciones de ICso encontradas
en el MTT, si fueron préximas a el mismo. Las C1 y C2 de FL usadas fueron de 2,5 y 50,0
ug UL, En ellas se comprobo que existe un efecto citotoxico en los tres linajes celulares
de FL, siendo para MIA PaCa-2 y MRC5 significativo (p< 0,0001), y para HBMEC no
significativo.

La reduccién de FL en el numero celular de MIA PaCa-2 fue 48,28 % y 70,60 %; y
del tamano, 1,51 % y 11.09 % para las C1 y C2 respectivamente, de acuerdo con el control.
La reduccién de FL en el numero celular de MRC-5 fue 21,42 % y 38,38 %; y del tamafo,
19,11 % y 24,37 %, para las C1 y C2 respectivamente, de acuerdo con el control. En
HBMEC, la FL aumento el tamafio en 15,67 % para C2, con respecto al control. La diferencia
entre células grandes y pequefias con respecto al control fue variable y no significativa en
comparacioén con el control.

Los efectos anti proliferativos encontrados en las células se pueden relacionar con
los acidos: AP, AO, AL y ALA de la extracciéon de FL, principalmente ALA, debido a que el

porcentaje de area relativa fue del 56,71 %. Estos AG: AL y ALA, actuan sobre la actividad
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mitocondrial en rutas oxidativas, con alta tasa de union a proteinas plasmaticas y como
agentes citotoxicos en el cancer tanto in vivo como in vitro (BJORNTORP, 1968; LIANG et
al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2005).

Evidencias indican que los AG son citotoxicos y promueven la apoptosis de células
de cancer de pancreas (MIA PaCa-2) y leucemia (HL-60). De las células MIA PaCa-2
tratadas con AG que perdieron la viabilidad, 80% se asocié a la apoptosis y necrosis
secundaria, y 20% a la apoptosis tardia (HAWKINS; SANGSTER; ARENDS, 1998).

El ALA es conocido como omega 3 y se encuentra en diferentes alimentos, tanto de
origen vegetal como animal. En un estudio que relacionaba el consumo de omega 3
encontrado en el pescado con el riesgo de diferentes canceres en humanos, determinado
por odds ratios (OR), se halldé que el omega 3 ejerce un efecto protector contra el riesgo de
cancer en el tracto digestivo principalmente, y en otros érganos, como el pancreas (OR =
0,7) (FERNANDEZ et al., 1999).

En linajes celulares, el ALA indicd seguir vias y mecanismos apoptéticos que
llevaban a la muerte celular diferenciada de células tumorales. Los linajes celulares
testados son: células de glandula mamaria, células de osteosarcoma, carcinoma
hepatocelular, cancer de colon rectal humano, cancer uterino, cancer de préstata, cancer
de la vejiga, cancer de es6fago (CHAMBERLAND; MOON, 2015; DESHPANDE; MANSARA,;
KAUL-GHANEKAR, 2016; FAN et al., 2022; GONZALEZ-FERNANDEZ; ORTEA; GUIL-
GUERRERO, 2020; KIM et al., 2009; LIANG et al., 2014; MOON; BATIREL; MANTZOROS,
2014; ROY et al., 2017; WIGGINS et al., 2015).

En esos estudios, el ALA comprobd inducir el mecanismo apoptético, por la
activacion de las caspasas 3 y 9 (CHAMBERLAND; MOON, 2015; DESHPANDE;
MANSARA; KAUL-GHANEKAR, 2016); regular el potencial maligno; disminuir la
proliferacion, la diferenciacién y la migracién de células cancerigenas, por el aumento de la
expresion de los genes supresores de tumor p53, p21 y p27 (MOON; BATIREL;
MANTZOROS, 2014; WU et al., 2016; YANG et al., 2013); y aumentar los efectos citotdxicos
selectivamente en los linajes tumorales (LIANG et al., 2014).

En células de cancer de es6fago humano (OE19 y OE33), ALA mostré regular el
potencial maligno de las células, disminuyendo la proliferacién celular, la migracion, la
formacion de colonias y la adhesion celular (MOON; BATIREL; MANTZOROS, 2014). ALA
activa la via AMPK (monofosfato de adenosina - proteina quinasa activada), al aumentar la
expresion de los genes supresores de tumores p53, p21 y p27, que bloquea el ciclo y el
crecimiento celular (MOON; BATIREL; MANTZOROS, 2014; YANG et al., 2013).
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En células de cancer de mama luminales (MCF-7, BT-474, MDA-MB-231 y MDA-
MB-468), ALA limité su crecimiento en una concentracion de 50 uM (WIGGINS et al., 2015).
En otro estudio con las mismas células, se encontré que actua como un antineoplasico, al
aumentar la peroxidacién lipidica, interrumpir el potencial de membrana mitocondrial,
activar la caspasa 3 y generar apoptosis (DESHPANDE et al., 2013).

En un estudio que relaciona ALA y en células de cancer de mama (MDA-MB-231 y
Hs578T), los resultados mostraron que ALA, a una concentracion de 100 puM, redujo la
fosforilacion de Twist1 en MDA-MB-231 y acelerd su degradacion. La proteina que expresa
el gen Twist1 se encarga de la transicion epitelio-mesenquimal y la migracién en la
metastasis. Ademas, se asocia al riesgo de cancer y la resistencia de las células
cancerigenas a farmacos (HANAHAN; WEINBERG, 2011; WANG et al., 2020).

En células de osteosarcoma (MG63, 143B y U20S), el ALA evidencio efectos
antitumorales por la via de FASN (sintasa de acidos grasos) y la via apoptotica (FAN et al.,
2022). FASN es una enzima que se encuentra en mayores cantidades en células tumorales
y permite la proliferacion, la migracién y la metastasis de estas (MENENDEZ; LUPU, 2017;
ROY et al., 2017).

En un estudio que usé los linajes celulares de carcinoma hepatico HepG2, Huh7 y
LO2; asi como células no cancerigenas y células de carcinoma hepatocelular (HCC),
extraidas de tejidos de pacientes sin previo tratamiento del Hospital Afiliado de la
Universidad Médica de Guizhou entre julio de 2020 y enero de 2021 (FENG et al., 2022).
Se encontré que en las células extraidas los niveles de PUFA (acido poliinsaturado n-3)
eran menores que en las células no cancerigenas, lo que se relaciona con el metabolismo
irregular de las células cancerigenas, y que [(-catenina es inactiva en células no
cancerigenas (SINKALA et al., 2021).

En el mismo estudio, se encontré que ALA mejord la expresidon de FXR (Receptor
farnesoide X), que bloquea la sintesis de acidos biliares. FXR suprime la via de senalizacion
de Wnt/B-catenina, cancelando la funcion de senalizacion de c-Myc (protooncogén myc) y
ciclina D1. Por lo tanto, se concluye que el ALA, al tener efecto sobre via FXR/Wnt/3-
catenina, disminuye el potencial maligno de las células cancerosas (ATTIA et al., 2021;
FENG et al., 2022).

En ratones knockout con cancer de préstata de origen espontaneo, alimentados con
dietas ricas en ALA durante 2 meses. ALA mostro inhibir el desarrollo, el crecimiento y la

progresion histopatoldégica del tumor, mostrando tumores de tamafos menores en
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comparacion con los controles. Esto se tradujo en aumento en la supervivencia y esperanza
de vida de los ratones tratados (LI et al., 2017).

En un estudio con 32 ratones albinos BALB/c machos (30 g), con dafio en los rifiones
inducido por el quimioterapico cisplatino (CIS), tratados con ALA por nueve dias. Se indicé
que el ALA redujo la mieloperoxidasa, TNF-a (factor de necrosis tumoral-a), la COX2
(ciclooxigenasa-2) y el iINOS (proteina 6xido nitrico sintasa inducible); y que volvié a los
niveles normales de la enzima fosfolipasa A2. EI ALA elevd las cantidades de las siguientes
enzimas antioxidantes: catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa,
que afectan la produccion de la mieloperoxidasa, enzima que cataliza la formacion de
especies ROS (ROY et al., 2017). COX2 y el TNF-a, son compuestos ligados al proceso
inflamatorio que, en el caso del cancer, al ser enfermedad cronica, torna este proceso
fuertemente agresivo, ocasionando dafio y lesiones en el tejido (HASSAN et al., 2010;
ISTIFLI et al., 2019).

En ratones albinos BALB/c como modelos singénicos de carcinoma mamario (células
LM3), alimentados con una fuente rica en ALA por 35 dias. Indicaron que la incidencia y/o
crecimiento tumoral, el peso, el volumen, la expresion de receptores de estrégeno alfa y el
numero de metastasis eran menores, que en el grupo control. Ademas, que el numero de
cuerpos apoptoéticos y de linfocitos T era mayor que en ratones que no tenian la misma dieta
(VARA-MESSLER et al., 2017).

En un experimento con ratéon con 32 ratones hembra con carcinoma de glandula
mamaria inducido por 7,12-dimetilbenz (a) antraceno (DMBA), que produjo en los ratones
lesiones periféricas y aumento la aparicion de microvasos y nédulos. ElI ALA logro
contrarrestar los efectos de DBMA con una reconstruccion histopatolégica y pérdida de vasos
tumorales. También restauré y normalizé el ambiente enzimatico en las cantidades de SOD,
CAT y niveles de glutation, asi como la biosintesis de aminoacidos (ROY et al., 2017).

En un estudio en mujeres caucasicas de una region central de Francia, en el que
participaron 123 mujeres con carcinoma de mama invasivo no metastasico y 59 mujeres con
enfermedad de mama que fueron los controles. El objetivo era encontrar relacion entre ALA 'y
sus efectos sobre el cancer de mama. ALA mostré tener una relacién inversa con el cancer de
mama, siendo que a mayor el consumo de ALA, menor sera el riesgo de cancer y viceversa,
asociando ALA a un efecto protector. Aunque estos resultados no son conclusivos, si
corroboran los estudios que se han venido desarrollando in vitro (KLEIN et al., 2000).

Estudios comparativos de una planta del mismo género, Alternanthera brasiliana,

muestran tener efectos prometedores como agentes anticancerigenos, por la reducciéon
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significativa del volumen tumoral en ratones. Un estudio que se basd en una extraccion de
acido acético, aplicado en ratones, resultdé en la disminucion del numero de células
cancerigenas y del peso tumoral; los efectos son comparables a los del 5-fluorouracilo, un
medicamento quimioterapéutico citotoxico (SAMUDRALA et al., 2015).

Resultados similares fueron encontrados en un extracto acuoso de Alternanthera
tenella Colla, que manifestdé un potencial de interferencia en la actividad inmune en el
proceso tumoral de ratones, con dosis de 5 mg kg-!, tanto en la activacion como en la
inhibicion de anticuerpos (GUERRA et al., 2003).

Otro estudio que usé tres extractos de Alternanthera sessilis de hojas, partes aéreas
y tallo, aplicados en células de cancer de colon humano HT-29, usando MTT, mostré una
disminucidn en el crecimiento celular dependiente del tiempo y la dosis, sobre todo en el
extracto de hojas (GOTHAI et al., 2018).

Estos hallazgos sugieren que tanto el EH como la FL, tienen un gran potencial como
agente terapéutico contra el cancer, por sus efectos antiproliferativos tanto en los ensayos
de MTT como en los de fluorescencia. Los efectos de los dos extractos no pueden ser
comparados, debido a la diferencia en la metodologia de extraccion. De cualquier manera,
se debe considerar que el efecto antiproliferativo de los dos extractos no solo es en células
cancerigenas sino también en células no cancerigenas, por lo que se deben hacer muchas
mas investigaciones que evaluen qué tan ventajoso es utilizar estos extractos en modelos
mayores.

Se pueden reconocer limitaciones en esta investigaciéon debido a que se utilizé
modelos in vitro, que, aunque representan parte de la realidad, generalizan nuestros
hallazgos. Por lo tanto, seria interesante hacer tratamientos in vivo de organismos mas
complejos, en los cuales se podria analizar respuestas mas complejas, eficacia y seguridad
animal.

Ademas, se encontraron factores que afectaron esta investigacion. En cuanto a los
extractos, los factores de cultivo y cosecha de la hojas de la planta influyen en la variabilidad
de la composicion quimica por lo que se sugiere continuar profundizando en el estudio de
A. ficoidea (L.) P. Beauv. En cuanto a los factores en el laboratorio, las limitaciones fueron
de recursos y la contaminacién de microorganismos en los linajes celulares, que afectaron

el avance y la concretizacion de los resultados.
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6 CONSIDERACIONES FINALES

En este estudio se logré investigar las hojas de A. ficoidea (L.) P. Beauv, con las
extracciones EH y FL, explorando los agentes antioxidantes, la capacidad antioxidante e
identificando los tipos de AG que contiene. Ademas, se corroboraron sus efectos citotoxicos
en los linajes celulares MIA PaCa-2, MRC-5 y HBMEC.

Cada planta tiene condiciones de extraccion especificas de acuerdo con los
compuestos que esta contenga y la proporcidn presente de ellos, asi como la afinidad de la
materia vegetal con los solventes que se usen y los compuestos de interés que se quieran
extraer. Por ello, se recomienda una optimizacion de proceso extractivo de acuerdo con las
necesidades experimentales.

El género Alternanthera ya ha sido mencionado en la literatura con efectos
anticancerigenos, lo cuales quedan ratificados en esta investigacion. Se recomiendan mas
estudios sobre las propiedades quimicas de las extracciones encontradas, ademas de
ensayos en modelos animales mas complejos que permitan una perspectiva mas amplia de
sus efectos.

La presencia de antioxidantes y acidos grasos en una determinada planta no
garantiza sus efectos citotoxicos en células tumorales o en células no tumorales, como se
pudo observar, ya que tuvo efectos antiproliferativos en células no tumorales y

cancerigenas, por lo que es necesario investigar mas a fondo.
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APENDICES

Apéndice A — Cromatograma de la separacion e identificaciéon de 34 acidos grasos en hojas secas de A. ficoidea (L.) P. Beauv.,
por medio de CG/EM
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Nota: los Acidos grasos identificados con mayor intensidad, con su numeracién y nombre son: 12, acido oleico o acido palmitico;18, acido oleico; 20, acido linoleico;
22, acido alfa linolénico; 33, acido tricosanoico representa el patrén interno.
Fuente: autoria propia, 2024.



ANEXOS

Anexo A — Ranking Nacional de Cancer como Causa de Muerte en Edades <70 Aihos en 2019
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Anexo B — Permiso de investigacioén cientifica

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A6DS8EEC

A atividade de acesso ao Patriménio Genético/CTA, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no
SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A6DS8EEC

Usuario: Universidade Federal da Integragao Latino-Americana (UNILA)
CPF/CNPJ: 11.806.275/0001-33

Objeto do Acesso: Patriménio Genético/CTA

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie

Alternanthera Ficoidea (L.) P. Beauv

Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: ESTUDIO DE LAS HOJAS DE Alternanthera Ficoidea (L.) P. Beauv Y SU
EFECTO ANTITUMORAL

Equipe

Jorge Luis Maria Ruiz Universidade Federal da Integracao Latino-Americana (U

JOHANA ESTHER REGALADO MARTINEZ Universidade Federal da Integregao Latino Americana

Data do Cadastro: 25/07/2024 10:40:20

Situagédo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:40 de 25/07/2024.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL

PANIAN ASSOCIADO - SISGEN

Fuente: MMA/CGen/SISGEN, 2024.
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Anexo C — Curva patrén de acido galico para medir compuestos fendlicos

Grafico 1. Curva de calibracion con acido galico con lectura A = 725 nm para determinar compuestos
fenolicos
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Nota: para construir la curva patron del acido galico, se midié la ABS de las concentraciones conocidas de
acido galico en un espectrofotometro a 725 nm por triplicado. Los datos obtenidos se ven representados en
el Grafico 1, junto a la ecuacion de la recta. A continuacion, se muestra la ecuacion de la recta. Férmula 3 =

y = 0,0059x + 0,0335, donde y es la ABS medida, y x representa la concentracion en mg equivalente de
acido galico L-'(mg EAG L"). Por lo que para encontrar la concentracién es necesario despejar x, asi: Formula

-0.0335
3=x =L "2 mgEAGL™".
0.00559
Fuente: Laboratorio cromatografia, edificio de las Aguas. ITAIPU, 2023.
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Anexo D — Curva patron de quercetina para medir flavonoides

Grafico 2. Curva de calibracion con quercetina con lectura A = 425 nm para determinar flavonoides
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Nota: para construir la curva patrén de quercetina, se midio la ABS de las concentraciones conocidas de
quercetina en un espectrofotdmetro a 425 nm por triplicado. Los datos se presentan en el grafico 2 con la

ecuacion de la recta. A continuacion, se muestra la ecuacién de la recta. Féormula 4 =y = 0.0074x +

0.0208, donde y es la ABS medida, y x representa la concentracién en mg equivalente de quercetina L-' (mg

EQ L). Por lo que para encontrar la concentracion es necesario despejar x, asi: Férmula 4 = x =
-0.0208 -

Y mgEQL™™.

0.0074
Fuente: Laboratorio cromatografia, edificio de las Aguas. ITAIPU, 2023.
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Anexo E — Curva patrén de trolox para analisis ABTS

Grafico 3. Curva de calibracion con trolox con lectura A = 734 nm para analisis de ABTS
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Nota: para construir la curva patron de Trolox para analisis ABTS, se midié la ABS de las concentraciones
conocidas de Trolox en un espectrofotémetro a 734 nm, por triplicado. Los datos se presentan en el grafico 3

con la ecuacion de la reta. A continuacion, se muestra la ecuacion de la recta. Formula5=7y = —0,0002x +
0,6904, donde y es la ABS medida, y x representa la concentracidn del extracto equivalente a umol TE L-'.

Por lo que para encontrar la concentracién es necesario despejar x, asi: Férmula 5 = x =
y—0,6904[

extracto]umolTEL™.
~0,0002

Fuente: Laboratorio cromatografia, edificio de las Aguas. ITAIPU, 2023.
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Anexo F — Curva patrén de trolox para analisis DPPH

Absorbancia

517 nm

Grafico 4. Curva de calibracion con trolox, lectura A = 517 nm para analisis de DPPH
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Nota: para construir la curva de calibracién equivalente de Trolox para analisis DPPH, se midié la ABS a 517
nm de las concentraciones conocidas de Trolox en un espectrofotometro por triplicado. Los datos obtenidos
se ven representados en el Grafico 4, junto a la ecuacion de la recta. A continuacién, se muestra la ecuacion
de la recta. Formula 6 = y = —0,0002997x + 1,2877, donde y es la ABS medida, y x representa la
concentracion del extracto equivalente a umol TE L-'. Por lo que para encontrar la concentracion es necesario

despejar x, asi: Formula 6 = x =
Fuente: Laboratorio cromatografia, edificio de las Aguas. ITAIPU, 2024.

y—1,2877

[extracto]umolTEL™L.
~0,0002997
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Anexo G - Curva patrén de acido galico para medir FRAP

Grafico 5. Curva de calibracion de acido galico, lectura A = 593 nm para medir FRAP
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Nota: para construir la curva de calibracion del patrén de sulfato de hierro (Il), para medir poder reductor de
FRAP, se midié6 la ABS a 593 nm, de las concentraciones conocidas de sulfato de hierro (Il) en un
espectrofotometro por triplicado. Los datos se presentan en el gréfico 5 con la ecuacién de la reta. A
continuacion, se muestra la ecuacion de la recta. Férmula 7 = y = 0,0008x + 0,0713, donde y es la ABS

medida, y x representa el poder de reduccién en umol de Fe (Il) L' del extracto. Por lo que para encontrar la

.. . . , P -0,0713 -
concentracion es necesario despejar x, asi: Férmula 7 = x = yoow umoldeFE(II)L™1.

Fuente: Laboratorio cromatografia, edificio de las Aguas. ITAIPU, 2023.



