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ABREVIATURAS.

ACG: Acido Clrgenico

MEZ2: Enzima malica 2

ADN: Acido desoxirribonucleico
ADP: Adenosin difosfato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico
ATP: Adenosin trifosfato

AZA: Acido azelaico

AZA: Acido azelaico

BHK: Baby Hamster Kidney

CCl, : Cloruro de carbono

CGA: Acido Clorogenico

cGMP: Guanosin monofosfato ciclico
CHO: Chinese Hamster Ovary

CIIDIR: Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional

CONEVAL: Consejo Nacional de Evaluacion de la Politica de Desarrollo Social
COX: Ciclooxigenasa

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
EGF: Factor de crecimiento epidérmico

NHEK: Normal Human Epidermal Keratinocytes

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells

AML: Leuemia meloide aguda

GDP: Guanosin difosfato

GMP:Guanosin monofosfato

GPCR: Receptor acoplado a proteinas G

GTP: Guanosin monofosfato

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos

HS-CRP: Prueba de proteina C-reactiva de alta sensibilidad

IF: Filamentos intermedios



MEC: Matriz Extracelular

MTOC:Centro organizador de microtibulos

NHDF: Normal Human Dermal Fibroblasts

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: Buffer fosfato salino

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PLAZ2: Fosfolipasa A2

QA: Acido quinico.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa1.

UPLC: Ultra High Performance Liguid Chromatography



1. RESUMEN

La orquidea Prosthechea Karwinskii, endémica de Oaxaca, es utilizada en
diferentes preparados (tés, unguientos) por los pobladores de la Mixteca Oaxaquefia
para tratar padecimientos como tos, diabetes, heridas y quemaduras leves.
Ademas, se le atribuyen propiedades anti-abortivas segun los habitantes de la
region. Dada la necesidad de evaluar estas propiedades empiricas desde una
perspectiva cientifica, se han llevado a cabo investigaciones para conocer los
compuestos bioactivos presentes en el extracto de las hojas de la orquidea

Prosthechea Karwinskii.

En colaboracién entre el Laboratorio de Cardiologia Molecular del Instituto de
Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla y el Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, se establecio
un proyecto para evaluar la actividad del extracto de la orquidea Prosthechea

Karwinskii en la migracion y proliferacién de una linea celular de mioblastos.

Los resultados mostraron que el tratamiento con 30 yl extracto de las hojas de la
orquidea Prosthechea Karwinskii, con una concentracion de 15.625 pg/uL, tiene un
efecto favorable sobre la migracion de mioblastos L6, sugiriendo que los
compuestos activos presentes en el extracto, como el acido quinico, acido malico,
guanosina, rutina, kaempferol-3-O-rutinosido y &cido azelaico, promueven la

migracion celular.

Ademas de la evaluacion de la migracion celular, también se realizaron estudios de
proliferacion celular. Sin embargo, los resultados indicaron que el extracto no
favorece la proliferacion celular, lo cual puede estar relacionado con la presencia de
compuestos como el acido succinico, la L-fenilalanina, el acido neoclorogénico y la
embelina, los cuales tienden a inhibir la proliferacion celular o favorecer la apoptosis

en ciertos casos.



2. INTRODUCCION

2.1 Plantas medicinales

Las plantas han abastecido las necesidades de la humanidad desde tiempos
remotos, principalmente como fuente de alimento y nutrientes, pero también como
parte del tratamiento de enfermedades en las primeras poblaciones. En
Mesopotamia, mediante un sistema de escritura sobre tablillas, se conoce acerca
de la utilizacion de plantas desde el afio 2600 a.c. Por otro lado, en China se tienen
los primeros registros del uso de la medicina tradicional desde hace méas de 3000
afos [43]. Dentro de la medicina moderna, en el siglo XVIII, el uso de la corteza de
sauce era utilizada para aliviar el dolor y la fiebre. La amplia diversidad de las plantas
es una valiosa fuente de informacion que puede ser aprovechada para adquirir
nuevo conocimiento; los compuestos activos y las estructuras presentes en las

plantas son recursos que aun no han sido explorados en su totalidad [59].

A lo largo de los afios y con los avances tecnolégicos que permiten identificar de
manera mas precisa los compuestos presentes en las plantas, la investigacion nos
ha brindado una variedad de compuestos benéficos, tales como antioxidantes,
antiinflamatorios y analgésicos, derivados de diversas plantas. Ademas, se ha
observado que el nimero de patentes de pequefias moléculas derivadas de las
plantas se mantuvo relativamente constante desde 1984 hasta 2003 [57]. Ademas
de proporcionar compuestos activos como base para diferentes tratamientos, las
plantas medicinales también pueden actuar como potenciadores para tratamientos
preexistentes. En algunos casos favorecen la distribucion y absorcion de diferentes

farmacos [57].

Si bien el uso de la medicina tradicional permanece hasta la actualidad, no es un
secreto que la incidencia en este tipo de practicas ha variado respecto a tiempo, en
parte por los avances cientificos que brindan nuevas y mejores alternativas respecto
a la medicina tradicional. Datos de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) de
2012 refieren que casi la mitad de la poblacion en muchos paises industrializados
utiliza alguna forma de medicina tradicional; en Estados Unidos un 42%, en Australia
un 48%, y en muchos otros paises también se hace un uso importante de alguna de
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sus modalidades, en Chile un 71% y Colombia un 40%. Con esto, podemos concluir
que, si bien, en algunos paises la incidencia es poca, en otros paises representa

una alternativa altamente utilizada entre la poblacion.

Datos de Sen y colaboradores, indican que del 56% de las drogas prescritas en la
actualidad, el 24% son derivados de especies vegetales, 9% son productos
sintéticos modelados a partir de productos naturales, 6% se extraen directamente
de especies vegetales y el 5% son de origen animal; esto refuerza la importancia de
lainvestigacién de plantas y sus propiedades para el enriquecimiento de la medicina
actual [59].

En 2018, las publicaciones relacionadas con el andlisis de plantas aumentaron de
4,686 en 2008 a 14,884, triplicando su cantidad. Durante los ultimos 10 afios, la
informacion de la investigacion sobre plantas medicinales proviene principalmente
de paises como China, India, Estados Unidos y Corea del Sur, que representan
alrededor del 58% de la informacion total. Asimismo, China tiene una de las

farmacopeas mas extensas a nivel mundial [14].

Por su parte, México es el segundo pais mas importante en conocimientos
tradicionales, donde el uso de plantas no solo se limita a la ornamentacion o
ceremonias, sino que también en el tratamiento de enfermedades. Con una amplia
biodiversidad, México cuenta con aproximadamente 4,500 especies de plantas

medicinales [33].

En el contexto nacional, Oaxaca es un estado con un vasto conocimiento tradicional
de plantas medicinales, gracias a la herencia de 19 grupos étnicos. Estas plantas
medicinales han llenado de conocimiento médico a lo largo de la historia a los
pobladores, pues para los oaxaquefios, los usos tradicionales de las plantas
medicinales se conservan y se contindan transmitiendo de generacion en

generacion [33].

La orquidea Prosthechea Karwinskii endémica de Oaxaca, es utilizada por los

pobladores en el ambito médico para el tratamiento de tos, diabetes, quedaras,
8



heridas leves y la prevencion de abortos. El estudio de esta flor es reciente, pues la
literatura cientifica muestra una considerable ausencia de conocimiento relacionado
con sus propiedades bioldgicas. La presente investigacion surge de la necesidad de
explorar a fondo los efectos bioldégicos de este extracto a nivel celular. Los
resultados obtenidos podrian no solo enriquecer el conocimiento actual del extracto
de la orquidea, sino también brindar informacién en el camino de compuestos que

pueden favorecer la migracion y proliferacion celular.



3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes Generales

3.1.1 Mioblastos

La capacidad del musculo esquelético de regenerarse fue descubierta en el siglo
XIX, pero fue hasta un siglo después que se dio a conocer la base de la generacién
y regeneracion de las miofibrillas musculares, la unidad contréctil del masculo. Se

demostré que la miofibrilla esta4 formada por la fusién de mioblastos [69].

Durante el desarrollo embrionario a finales de la tercera semana, en el proceso de
gastrulacion, las células mesoblasticas dan lugar al mesodermo para-axial,
intermedio y lateral. Es en el mesodermo para-axial donde se da lugar a los somitas
y en su interior, las células migran hacia los bordes dorsomedial y ventrolateral del
somita formando los precursores de las células musculares o mioblastos. Durante
la diferenciacion celular, los mioblastos se fusionan y forman fibras musculares
largas y multinucleadas. Al final del desarrollo fetal, la poblacion progenitora de las
fibras musculares generan células en una posicion satélite alrededor de las
miofibras [55].

En el adulto, las células satélite se encuentran en la superficie de las miofibrillas,
por debajo de la membrana basal; estas células descritas en 1961, son las
encargadas de la regeneracion de las fibras musculares. Las células satélite se
encuentran en estado quiescente hasta que son activas por el estrés inducido bajo
algun tipo de trauma o bien por la presencia de alguna distrofia muscular [55, 69].
El dafio en la fibra muscular es un desencadenante de activacion de diversos
factores de crecimiento en el microambiente que logran sacar a la célula de su
estado de inactivacién. Una vez iniciado el proceso de activacion, las células se
mueven fuera de la lamina basal, y dan lugar a la formacion de mioblastos, los
cuales pasan por multiples rondas de division para después fusionarse y formar
miofibrillas musculares (Figura 1). El proceso de entrada y salida de las células
satélite de su estado activo e inactivo aln no esta bien esclarecido, pero se sabe

gue algunos factores como la presencia de esfingosina-1-fosfato es necesaria para
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la entrada de las células al ciclo celular, asimismo la presencia de algunos factores
de transcripcién como Pax7 participan en la regulacion negativa de la divisién de los
mioblastos. Finalmente, la presencia de MyoD parece ser también fundamental para

el buen funcionamiento de las células satélite [31].

Mioblastos y células satélites.

satellite cell cycling myocytes myofibers
myoblasts

Activation Z Differentiation 2 / Fusion
) — — / —p

Figura 1. Formacion de mioblastos. Imagen obtenida de Fabien Le Grand y colaboradores [31].

Se estima que hay alrededor de 81 nucleos por mm de fibra muscular en la tibia de
ratas Sherman de 14 a 17 dias de edad, de los cuales el 12% corresponden a
nucleos de células satélite. En el humano se calcula que cada célula satélite puede
generar al menos 1 x 107 células musculares y de una biopsia de 0.1 cm? podrian
obtenerse hasta 5x10° células satélites viables. La obtenciéon de mioblastos
provenientes de una biopsia de tejido para la caracterizacion de su morfologia
muestran que los mioblastos presentan cinco estadios diferentes que tienden a la
homogeneidad con el paso del tiempo. Esférico, cénico irregular, triangular y
huso/fusiforme son los estadios que el mioblasto tiene durante su migracion para la
formacion de las fibras musculares; los mioblastos ademas presentan una curva de
crecimiento rapida y las condiciones para su mantenimiento no suelen ser

complicadas [20].

El estudio de los mioblastos ha permitido demostrar su capacidad para reconstruir
tejido muscular en casos de destruccién muscular aguda, severa e irreversible en
ratones, ademas de identificar que el trasplante de mioblastos también puede dar

origen a células satélite.
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Los mioblastos también han sido utilizados por su facilidad de crecimiento para el
estudio de las cardiopatias isquémicas y se demostré su capacidad para mejorar la
funcion del ventriculo izquierdo después de una inyeccion intramiocardica, esto
puede estar dado por la mejora en el efecto del andamiaje mecénico. Sin embargo,
también se ha demostrado que los mioblastos no se integran electromecanicamente

con el tejido miocardio preexistente y favorecen el desarrollo de arritmias [9].

3.1.2 Prosthechea Karwinskii
Las plantas medicinales forman parte de un recurso importante para el tratamiento

terapéutico en diversas comunidades indigenas o en aquellas alejadas de los
servicios de salud. En la regién mixteca de Oaxaca, al sur de México, se encuentra
un tipo de orquidea endémica llamada Prosthechea Karwinskii, que crece en
bosques de encino o de roble. Esta orquidea, de flores amarillas y un agradable
aroma, se compone de flores, hojas y pseudobulbos (Figura 2). Dentro del ambito
de sus aplicaciones se encuentra el uso medicinal, cosmético y principalmente en
la decoraciébn de altares durante las celebraciones de Pascua [15].

Orquidea Prosthechea Karwinskii

Figura 2. Fotografia de identificacién de la orquidea Prosthechea Karwinskii. Imagen obtenida de Gabriela Cruz Garcia

y colaboradores [15]
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Un estudio realizado en 2014 por Gabriela Garcia Cruz y colaboradores reporté que
entre la poblacién del municipio de Tlaxiaco, Oaxaca, el uso y conocimiento sobre
la orquidea P. Karwinskii no es especifico, ya que esta orquidea en particular suele
ser confundida con una especie hermana llamada Prosthechea Citrina a la cual
también se le atribuyen propiedades medicinales. Por otro lado, en el mismo
estudio, la poblacién que reconoci6 hacer uso continuo de la orquidea P. Karwinskii
en el &mbito medicinal, refieren que sus propiedades funcionan en el tratamiento de
tos, diabetes, quemaduras y heridas leves [15]. De manera especifica, cada parte
de la orquidea P. Karwinskii se emplea bajo condiciones particulares: los
pseudobulbos, combinados con las hojas, se emplean para controlar la
hiperglucemia; los pseudobulbos solos se utilizan en el tratamiento de quemaduras;
tanto las flores como los pseudobulbos son empleados para aliviar la tos, mientras
gue las hojas se destinan al manejo de la diabetes. Finalmente, las flores se usan
para prevenir o tratar abortos espontaneos [53]. El uso seccionado de la orquidea
P. Karwinskii puede estar influenciado por los compuestos bioactivos presentes en
las flores, hojas y pseudobulbos de la planta, mismos que fueron identificados por
Barragan y colaboradores mediante el sistema de cromatografia liquida de alto
rendimiento (UPLC por sus siglas en inglés)(Anexos 1, 2 Y 3)[3]. En las hojas,
podemos encontrar Kaempferol-3-0-rutinoside y Embelina, identificados Unicamente
en esta parte de la planta. Acido 3-metilglucarico, acido 2-hidroxosebacico, floridzina
y giberelina A7 Unicamente se encuentran en el extracto de los pseudobulbos; y
finalmente en las flores se encuentran D-tagatosa, 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-
deoxihexopiranosa, 1-O-salicil-D-glucosa, 1-O-vanilo-beta-D-glucosa, calaliukiue-
nosido, 2-metil-2-propanoyl2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranosido, (+)-éster p-D-
glucopiranosilico del acido abscisico, miricitrina-5-metil éter, acido abscisico y
(1R,3S,4R)-1-[(3R-4S-6R)-3,4,5,6-tetrahidroxi-6-metoxi-hexoxilhexano-1,2,3,4,6-
pentol [5].

Si bien algunos compuestos son exclusivos de cada estructura de la orquidea, como
se menciond anteriormente, otros se comparten entre hojas, pseudobulbos y flores;
entre hojas y flores, y entre hojas y pseudobulbos (Tabla 1) [5]. Son estos
compuestos activos de la orquidea P. Karwinskii y su actividad biol6gica, los
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posibles responsables de los beneficios del uso de la planta en la medicina
tradicional.

Compuestos bioactivos compartidos en Prosthechea Karwinskii.

Compuesto Hojas Pseudobulbos Flores
Acido quinico o o .
Acido Malico o o .

Acido Succinico o o o

L-(-) Fenilalanina ° °

Guanosina ° °
Acido Neoclorogenico ° °
Acido Clorogénico o o
Rutina ° °

Acido Azelaico o o o
Acido sebécico o o
N-Undeconoilglicina ° °

Acido Pinelico o o o

Tabla 1. Compuestos compartidos entre las diferentes partes de la orquidea Prosthechea Karwinskii. Tabla creada

con la informacion de Barragan Zarate y colaboradores [5].

La exploracion para confirmar el potencial terapéutico de la orquidea y sus

compuestos se ha llevado a cabo a través de diversos estudios, uno de ellos
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enfocado en evaluar la administracion oral del extracto de la orquidea P. Karwinskii
en ratas Wistar demostrado ser benéfico en el tratamiento de los sintomas del
Sindrome Metabdlico. Los resultados revelaron su capacidad para reducir los
niveles de glucosa, asi como los niveles de tejido adiposo abdominal y epididimal
en las ratas. Ademas, se constatd su participacion en la disminucion de los niveles
de colesterol y triglicéridos [53]. Otro estudio respaldo la nocion de que el extracto
favorece el aumento de los niveles de adiponectina, reduce los niveles de TNF-a
(Factor de necrosis tumoral alfa) y HS-CRP (Prueba de proteina C-reactiva de alta
sensibilidad por sus siglas en inglés) y ademas disminuye la presencia de grasa
pericardica y abdominal. Estos resultados son significativos, ya que estos
parametros estan vinculados al desarrollo del sindrome metabdlico y los riesgos

cardiovasculares en ratas Wistar [4]

Adicionalmente, se ha examinado la actividad antioxidante, antiinflamatoria y los
efectos gastroprotectores del extracto. Los resultados indicaron que el extracto de
las hojas, en concentraciones bajas y en cultivo celular, puede reducir el porcentaje
de expresion de especies reactivas de oxigeno. La evaluacion de su actividad
antiinflamatoria y gastroprotectora en ratas Wistar hembra revel6 una respuesta
dosis-dependiente favorable en comparacion con el efecto inducido por naproxeno;
asimismo, su actividad gastroprotectora fue comparable al efecto del omeprazol [4].
Estos descubrimientos resaltan el potencial terapéutico de la orquidea P. Karwinskii,

instando a una busqueda activa en la confirmacion de sus beneficios.

3.2 Antecedentes Particulares

3.2.1. Compuestos con actividad biol6gica

La identificacion de los compuestos activos en las plantas medicinales es crucial
para entender la eficacia terapéutica, la seguridad en su utilizacion y el desarrollo
de tratamientos. En esta seccidn, se busca ofrecer una introduccion a los
compuestos activos presentes en las hojas de la orquidea P. Karwiinskii, que

presentan informacién biblidfila y actividad bioldgica.
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Acido azelaico

El 4cido azelaico (AZA), es un &acido dicarboxilico saturado (Figura 3) que se
produce naturalmente en la levadura Malassezia spp, pero también se encuentra en
varias plantas. En humanos se sintetiza mediante omega-oxidacion a partir de
acidos grasos, siendo un componente fisiolégico presente en la orina humana. Su
metabolismo da lugar a la formacion de malonil-CoA o acetil-CoA. Su estructura
quimica le confiere la capacidad de actuar como inhibidor de diversas enzimas
oxidorreductoras, incluyendo aquellas involucradas en la sintesis del &cido
desoxirribonucleico (ADN). El acido azelaico presenta propiedades antibacterianas
y antiinflamatorias y se utiliza cominmente en el tratamiento de afecciones
dermatologicas como el acné, la rosécea y condiciones asociadas con la

hiperpigmentacion [56].

Figura 3. Estructura del acido azelaico [56].

Acido clorogénico

El acido clorogénico (CGA) (Figura 4), es un fenol presente en una variedad de
verduras, frutas y café. Es importante mencionar que uno de sus isémeros, el &cido
neoclorogenico, también se encuentra presente en las hojas del extracto de la
orquidea P. Karwinskii. Dentro de sus actividades biolégicas, se encuentra su
capacidad antioxidante, antiinflamatoria, antibacterianas y antiviral. En estudios
epidemioldgicos y ensayos clinicos, el CGA ha demostrado regular el metabolismo
de glucolipidos, mejorar la resistencia a la insulina y reducir riesgos asociados con

la diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares. [72].
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Figura 4. Estructura del acido clorogénico [72]

En un ensayo clinico con pacientes hipertensos, el CGA, administrado oralmente a
través de un extracto de café verde, demostré reducir significativamente la presion
arterial en una relacion dosis-tiempo, lo que sugiere un papel potencial en la

prevencion y manejo de enfermedades cardiovasculares [72].

Acido malico

El 4cido malico (Figura 5) es un &cido que tiene un papel como regulador de la
acidez de los alimentos y como metabolito secundario. El acido malico es un
intermediario en el ciclo del &cido citrico, aunque también se metaboliza a acido
pirdvico mediante la enzima malica que estd presente en muchos sistemas

biologicos [45].

Figura 5. Estructura del &cido malico [45].

El acido malico y su participacion con la enzima malica 2 (ME2) promueve la
proliferacion y migracion de células de glioma. Por otro lado, también se ha

observado que la administracién oral del &cido malico puede mejorar los sintomas
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relacionados con el estrés en ratas, segun pruebas de comportamiento animal,
como la prueba de campo abierto [29].

Acido pinélico

El &cido pinélico (Figura 6) es un acido trihidroxioctadecenoico que desempefia un
papel como adyuvante. Aunque la revision bibliografica no ha revelado estudios que
evallen su mecanismo de accion de forma aislada, se ha registrado su presencia

como compuesto activo en otros extractos de plantas [47].

0 )

0
) V/A\VAV/”\V/\Y/’\T/'\VAJAR

sl O

(0]

Figura 6. Estructura del &cido pinélico [47].

Acido quinico

El acido quinico (QA) (Figura 7), es un acido tetrahidroxiciclohexanocarboxilico, que
se encuentra en la corteza de la quina, los granos de café y en plantas y frutas como
las manzanas y los duraznos [48]

Figura 7. Estructura del &cido quinico[48].
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En ratas con padecimiento de colitis ulcerosa, la administracion de acido quinico
favorece la reduccion de la inflamacién, la apoptosis y las lesiones histologicas de
colon en ratas Wistar [18].

Acido sebécico

Si bien no hay mucha informacion respecto a este compuesto activo, el &cido
sebacico es un acido dicarboxilico de ocho carbonos (Figura 8) que surge de la 3-
oxidacién de &cidos dicarboxilicos de cadena mas larga que provienen de una dieta
rica en vegetales. Debido a su ligera solubilidad en agua, el 46% para el acido
sebacico, se elimina a través de la orina. En estudios de una dieta suplementada
con acido sebdécico, reporté mejoras significativas del control glucémico en ratones
con diabetes tipo 2. Este efecto se asocié con una reduccion en la glucosa
plasmatica en ayunas y la hemoglobina glicosilada, asi como un aumento en la

sensibilidad a la insulina [35].

OH
HO

Figura 8. Estructura del acido sebécico [35].

Acido succinico

El acido succinico (Figura 9), es intermediario en el ciclo del acido citrico, que ha
demostrado tener funciones farmacoldgicas, pues induce la termogénesis,
mejorando la obesidad y la tolerancia a la glucosa. Ademas, se ha explorado su

potencial para el tratamiento de la sepsis y el cancer.[23]

O

H
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O

Figura 9. Estructura del &cido succinico [23]
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Embelina

La embelina (Figura 10), proveniente de la planta Embelia ribes Burm; también
conocida como pimienta negra falsa, ha sido histéricamente empleada en el
tratamiento de la fiebre, inflamacion y trastornos gastrointestinales. Ademas de sus
propiedades analgésicas, se ha observado que favorece la reduccién de la insulina
plasmética en ratas diabéticas al activar la via de sefializacion PI3K/p-AKT. Por otro
lado, este compuesto ha demostrado inducir apoptosis mediante vias de
sefalizacion, como la inhibicién de la acetilacién de histonas mediada por enzimas

[7]

O
CH
HO Ci1Has
O
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Figura 10. Estructura de la embelina[7].

Guanosina

La guanosina es un nucledsido compuesto por una guanina unida a un anillo de
ribosa (Figura 11). La guanosina se puede fosforilar para convertirse en GMP
(guanosin monofosfato), cGMP (guanosin monofosfato ciclico), GDP (guanosin
difosfato) y GTP (guanosin trifosfato), que son segundos mensajeros que participan

en diferentes vias de transduccion de sefales[44].
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Figura 11. Estructura de la guanosina [44].

De forma aislada, la guanosina se considera un agente neuroprotector, ejerce un
efecto antidepresivo en ratas en las pruebas de suspension de la cola y nado

forzado gracias a la activacion de las vias de sefializacion de PI3K/Akt y mTOR.[54].

Kaempferol 3-O-rutinoside

El Kaempferol-3-O-rutinoside (Figura 12) pertenece a los flavonoides, un conjunto
de compuestos polifendlicos comunes en las plantas, que presentan una amplia
diversidad de actividades biolégicas, que incluyen propiedades antivirales,
antitumorales, antiinflamatorias y vasodilatadoras. En un estudio de hepatotoxicidad
inducida por tetracloruro de carbono (CCl4) en ratones, se examind el efecto
hepatoprotector del kaempferol 3-O-rutinéside que demostraron que el kaempferol
puede mejorar la estabilidad de la membrana plasmatica y contribuir a la reparacion
del dafio en el tejido hepatico causado por el CCl4. Ademas se ha observado que

el Kaempferol-3-O-rutinoside tiene capacidad cardioprotectora en roedores [67].
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Figura 12. Estructura del Kaempferol-3-O-rutinoside [67].

L(-) Fenilalanina

La L-fenilalanina es el enantiomero L del aminoacido fenilalanina (Figura 13), y
desempeiia un papel importante como micronutriente y metabolito en Escherichia
coli, plantas y algas, areas en las cuales la informacion es extensa [45]. Por otro
lado, la literatura informa la evaluacion de este enantibmero como un agente
atenuante de la hipertension inducida en ratas sensibles a la sal, debido a su
capacidad para revertir el complejo inhibidor GCH1-BH4, lo que probablemente
contribuye al aumento de la produccién de 6xido nitrico y a la disminucion de la

presion arterial [68].

Figura 13. Estructura de la L-fenilalanina [68].
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La bibliografia también proporciona informacion sobre la participacion de la L-
fenilalanina en la inhibicion de procesos metastésicos. Sin embargo, esta accion no
es directa, sino que se lleva a cabo a través de la sintesis de diversos derivados de

la L-fenilalanina.

Rutina

La rutina es un flavonoide polifendlico también conocido como quercetina-3-O-
rutinosido y vitamina P, que posee una estructura quimica lipofilica (Figura 14). Este
compuesto se extrae de diversas plantas, como Labisia pumila y Sophora japonica.
Su capacidad antioxidante destaca por neutralizar radicales libres y quelar metales
de transicion. Su eficacia se ve influenciada por la concentracién de rutina, tanto

como antioxidante como inhibitor de la peroxidacion lipidica [38].

o "OH

Figura 14. Estructura de la rutina [38].

3.2.2. Migracion celular
El desplazamiento celular es fundamental en la fisiologia de un organismo, pues

participa en eventos como la gastrulacion durante la embriogénesis, en la
regeneracion de tejidos y la cicatrizacion de heridas. La formacion de nuevos
capilares y la respuesta inmunitaria, donde células como los leucocitos migran hacia
sitios de infeccion o inflamacion, son otros de los procesos donde se involucra. Mas
alla de su funcion cotidiana, esta caracteristica celular en procesos fisiopatoldgicos

como lo es la formacion de metastasis resulta de gran interés [16].
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Las células tienen una notable capacidad de respuesta a una amplia variedad de
sefales y estimulos extracelulares. Estas sefales se transmiten de manera eficiente
a la maquinaria celular, desencadenando y mediando asi el proceso de migracion
celular. En resumen, este fendmeno se divide en cuatro pasos esenciales: 1)
Generacion de la sefial. 2) Deteccion de la sefial por parte de receptores celulares.
3) Transmision de la sefial hacia la maquinaria celular. 4) Cambios en el

citoesqueleto que desencadenan el movimiento celular [16].

Las sefiales que desencadenan la migracion celular abarcan diferentes categorias,
como quimiotacticas, haptotacticas, durotacticas y topotacticas. Entre estas, las
guimiotacticas, donde las sefiales provienen de pequefias moléculas quimicas, han
sido ampliamente estudiadas. Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
destacan como los principales sensores quimiotacticos, responsables de detectar
moléculas como el AMPc (Adenosin monofosfato ciclico), quimiocinas, ATP
(Adenosin trifosfato) y ADP (Adenosin difosfato). Por otro lado, los receptores de
tirosina quinasa pueden interactuar con diversos factores de crecimiento, como los
son el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), posicionandose asi
como el segundo tipo de receptor con mayor participacion en la quimiotaxis. Las
multiples sefiales de migracion una vez detectadas pueden converger rio abajo, lo
gue resulta en la reorganizacién de la maquinaria del citoesqueleto, promoviendo

su polaridad y dando inicio al proceso de migracion [16, 60].

La maquinaria citoesquelética se compone de tres tipos distintos de filamentos: los
filamentos de actina, los microtubulos y los filamentos intermedios. Cada uno de
estos elementos posee caracteristicas particulares y desempefian actividades
especificas durante el proceso de migracion. Otro componente son las adhesiones
focales, un tipo de conexion entre la célula y la matriz extracelular (MEC).
Finalmente, los centros organizadores de microtibulos (MTOC) también juegan un

papel importante dentro de la migracion (Figura 15) [64]
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Magquinaria relevante para el proceso de migracion celular

<« Focal adhesions — Feactin
- Aging focal adhesions e |ntermediate filaments
® MTOCs — Microtubules

Figura 15. Componentes que participan en la migracion celular. Imagen obtenida de Dale D. Tan y colaboradores [64]

Cada uno de estos componentes cumple un papel significativo dentro de este
proceso, el cual se comprende como un ciclo de cuatro pasos: primero, la formacién
de una protuberancia celular llamada lamelipodio; segundo, la creacion de nuevas
adhesiones focales en la parte frontal de la célula; tercero, la retraccion de la célula;
y cuarto, la eliminacion de las adherencias focales en la parte posterior de la célula.
Este proceso permite desmontar la célula 'y da paso al movimiento del cuerpo celular
[64, 32].

Los lamelipodios son extensiones transitorias de la membrana celular, se destacan
por su estructura ancha y plana de forma laminar, generada por los filamentos de
actina, la formacion de esta extension de la membrana es la responsable de

proporcionar direccionalidad durante el proceso de migracion celular [42].

La actina, que existe en dos formas, globular (G) y filamentosa (F), forma los
filamentos de actina a partir de monémeros de actina G. Estos monémeros se

polimerizan para formar estructuras helicoidales asimétricas conocidas como actina
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F. El filamento, compuesto por trimeros de actina G, presenta una polarizacion, con
un extremo menos dindmico (-) y un extremo mas dinamico (+). La identificacion de
estos extremos también se puede realizar por la unién existente de ATP al extremo
(+) y ADP al extremo (-). La polimerizacion de estos filamentos es facilitada por la
proteina Perilina, la cual regula los procesos de formacién de dimeros y trimeros de
actina, ademas de desempefiar un papel crucial en la transiciéon de ATP a ADP [21].

La ramificacion de los filamentos de actina es un proceso mediado por el complejo
Arp2/3, el cual, al ser activado por la familia de proteinas WASP, tiene la capacidad
de unirse a un filamento primario. Este proceso induce el crecimiento de filamentos
secundarios en un angulo aproximado de 70° respecto del filamento primario, dando
lugar a la formacion de mallas dentro del lamelipodio. Esta dinamica de ramificacion
contribuye a la generacion de fuerza en la parte frontal de la célula y facilita la

formacion de nuevas adherencias focales en ese mismo sitio [21].

Para lograr una migracioén celular eficiente, no solo es crucial que la parte delantera
de la célula se movilicen adecuadamente, sino que también es esencial que la parte
posterior se contraiga de manera activa. Este proceso de contraccion activa implica
el uso de filamentos de actina, los cuales emplean la miosina para deslizarse
antiparalelamente entre si, generando una fuerza contractil de traccion delantera.
Adicionalmente, la despolimerizacion controlada de los filamentos de actina en la
parte posterior de la célula esta mediada por la unién de ADF/cofilina, de esta forma
con la polimerizacién y despolimerizacion controlada de los filamentos de actina, se

favorecen los primeros pasos del proceso de migracién celular [64].

Dentro de este contexto, las adhesiones focales facilitan las interacciones
especificas entre la célula y la matriz extracelular, mediadas por proteinas como
selectinas, integrinas y cadherinas. Ademas, proteinas como la alfa-actina, talina y
tensina establecen la conexion entre las integrinas y el citoesqueleto de actina.
Estas adhesiones dindmicas atraviesan un proceso de montaje donde, los dominios
citoplasmaticos de la subunidad 3 de la integrina se vinculan con el dominio de unién
a fosfotirosina de la talina, activando asi la integrina, la cual se une a los

componentes de la matriz extracelular. Simultdneamente, el dominio citoplasmatico
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recluta proteinas de sefializacion para la formacion de estas adhesiones. Por otro
lado, el proceso inverso, el desmontaje, comienza liberando las adherencias
mediante la degradacion de la matriz extracelular. Posteriormente, se produce un
cambio en la adhesion, mediado por el citoesqueleto, y finalmente, se lleva a cabo
el desmontaje gracias a la accién coordinada de cinasas y proteasas [66,30].

Los microtubulos, compuestos por dimeros de tubulina a y B, adoptan la forma de
cilindros huecos y se polimerizan en uno o varios centros organizadores de
microtubulos (MTOC). Similar a los filamentos de actina, exhiben una polarizacion
con la B-tubulina en el extremo positivo (+) y la a-tubulina en el extremo negativo (-
). Aunque el crecimiento de los microtdbulos tiende a ser mas rapido en el extremo
positivo (+) dirigido hacia la periferia celular, este proceso también puede ocurrir en
el extremo negativo (-). Este proceso se ve favorecido por proteinas de seguimiento

del extremo positivo de los microtubulos [64].

En el contexto de la migracion celular, los microtubulos y sus proteinas motoras son
los encargados de transportar componentes fundamentales para la extension
celular, como componentes de membrana, moléculas de sefalizacion y ARNm
codificante de B-actina y subunidades Arp2/3, hacia el frente celular. Un aspecto
destacado es la direccidén especifica de crecimiento de los microtibulos hacia las
adherencias focales en el frente celular, ya que este fendbmeno acelera la
maduracion de las adhesiones focales al permitir el transporte eficiente de
integrinas. Se ha observado que en la mayoria de las células, los microtiubulos se
acumulan en el frente celular, con los MTOC situados en la direccion de la
migracion. A diferencia de los filamentos de actina, los microtibulos no invaden en
gran medida al lamelipodio, y son consideradas estructuras de soporte y

encargadas de la coordinacion espacial y temporal de estos eventos [21, 16].

Finalmente, los filamentos intermedios, con un didmetro de 10 nm, tienen cinco
conformaciones distintas, las primeras cuatro citoplasmaticas y la quinta nuclear.
Independiente a ello, los filamentos citoplasmaticos comparten una estructura
similar, que consiste en unidades de mondémeros, que son proteinas especificas

llamadas mondmeros de filamentos intermedios (IF), dos mondmeros de filamentos
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intermedios giran entre para formar un dimero y dos dimeros de filamentos

intermedios se asocian para formar un tetramero [21].

Estos filamentos intermedios se encuentran generalmente en el espacio perinuclear
o la corteza celular, formando redes especificas segun el tipo de filamento. Debido
a su capacidad para formar andamios desde la membrana nuclear hasta la
periférica, los filamentos intermedios proporcionan un andamiaje esencial para los
organelos en su posicionamiento dentro de la célula. Estos filamentos intermedios
interacttan con los microtubulos y filamentos de actina a través de proteinas
plaquinas, y aunque no generan fuerza como otros componentes del citoesqueleto
durante la migracién celular, actian como un anclaje mecéanico dentro del
citoplasma para traducir fuerzas a traves de toda la célula [21, 64]. Un ejemplo
destacado de filamentos intermedios es la vimentina que se ha asociado a la
vimentina con la formacion, maduracion, tamafo y fuerza de las adherencias
focales; por ejemplo, bajo la membrana plasmatica, interactua con las colas
citoplasmaticas de la integrina B3, regulando la participacion de las integrinas con

ligandos extracelulares y la agrupacion de las mismas [21].

En conclusion, durante la migracion celular, los componentes mencionados
desempeiian funciones cruciales en un proceso integral y dinamico y son los
cambios moleculares, quimicos y fisicos los que caracterizan este fenomeno. El
conocimiento acumulado ofrece una base para establecer protocolos que permitan
comprender la intervencion de farmacos, procesos y patologias, influyendo asi en

el desempefio adecuado de la migracion celular.

3. 2.3. Lineas celulares como modelo de estudio in vitro
El cultivo celular es una de las técnicas mas aplicadas en la investigacion. Esta

metodologia permite la evaluacion de diversos procesos y mecanismos celulares,
tales como la migracion celular, la sintesis de macromoléculas y la diferenciacién
celular. Ademas, en el ambito de la investigacion biomédica, proporciona
informacion valiosa sobre el comportamiento de las células bajo el tratamiento con

diversos farmacos, hormonas o compuestos activos.
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El cultivo celular se relaciona con la forma de obtencién de las células. Se habla de
un cultivo primario cuando las células se extraen directamente del organismo o de
un tejido especifico, y de un cultivo secundario cuando las células provienen de un
cultivo previo [24]. Un cultivo celular primario es aquel que tiene una alta capacidad
de multiplicarse in vitro, se establece a partir de un cultivo primario y tiene las
mismas caracteristicas que el tejido de origen, estos cultivos tienen una capacidad
limitada de subcultivos que generalmente ronda entre los 60 y 70 pasajes. En
contraste, las lineas celulares continuas son células que, como su nombre indica,
tienen la posibilidad de ser subcultivadas in vitro por mas de 70 pasajes. Estas lineas
pueden originarse a partir de tumores o de un proceso de transformacién de un

cultivo primario que ha perdido la regulacion de la proliferacion [65].

La primera linea celular inmortal humana tuvo lugar en 1952 debido a una mujer
afroamericana llamada Henrietta Lacks, quien desarrollé6 un carcinoma de cuello
uterino maligno. Las células fueron extraidas del tumor y enviadas para su cultivo a
la Universidad de Johns Hopkins, donde el investigador George Gay logré obtener
las primeras células humanas inmortales capaces de dividirse de manera continua
y perpetua fuera del cuerpo. La aparicion de esta linea celular permitio grandes
avances medicos, como el desarrollo de la vacuna contra el virus de la polio,
estudios sobre la respuesta a factores ambientales, perturbaciones genéticas,
entendimiento de procesos bioloégicos y mas de 70,000 publicaciones. En la
actualidad, las células HelLa pueden encontrarse en una gran cantidad de
laboratorios alrededor del mundo, pues siguen siendo parte importante de la

investigacion médica [10].

Un poco antes de la aparicion de las células HelLa, en 1943 se establecio la primera
linea celular continua de fibroblastos de rata. Las lineas celulares derivadas de
tejidos u 6rganos animales también han sido de gran importancia en el estudio de
la actividad intracelular, la interaccion célula-célula y, principalmente, para la
produccion de farmacos complejos, como vacunas recombinantes y anticuerpos
monoclonales. En 1960, se establecieron dos de las lineas provenientes de

animales mas utilizadas en la produccion de farmacos: la linea CHO (Chinese
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Hamster Ovary) y la linea BHK12 (Baby Hamster Kidney), que proviene de rifiones
de cria de hamster. Sin embargo, en la actualidad, existe una gran variedad de

lineas celulares que se utilizan dentro de la investigacion [65].

Las lineas celulares son de gran importancia, ya que los beneficios derivados de
estudiar con esta metodologia son evidentes. Contribuyen al desarrollo de vacunas
contra enfermedades como la Hepatitis A, la influenza, el sarampion, las paperas,
la rabia, la rubéola y la fiebre amarilla. También han sido fundamentales para la
produccién de anticuerpos, como el Natalizumab-Tysabri, cuyo antigeno es la
Integrina y se utiliza en el tratamiento de la esclerosis multiple [65]. Ademas, las
lineas celulares han sido clave en la investigacién de inmunosupresores, algunas
hormonas y han brindado un profundo conocimiento sobre enfermedades como el

cancer, las enfermedades neurodegenerativas y genéticas.

3.2.4. Linea celular L6
En estudios previos, David Yaffe, profesor emérito del Instituto Weizmann, fue un

investigador apasionado por el proceso de desarrollo celular fuera del embrién. Su
interés lo llevé a reconocer el potencial del musculo esquelético como objeto de
estudio, dado que los mioblastos tienen la capacidad de diferenciarse y fusionarse
para formar fibras musculares. La contribucion mas significativa del Dr. David Yaffe
fue la creacion de cultivos de mioblastos obtenidos de musculos de ratas recién
nacidas, demostrando que los cultivos de mioblastos en proliferacion pueden
diferenciarse en fibras musculares. Continuando con su investigacion, fue en 1967,
cuando desarrollo la linea celular muscular conocida como mioblastos de rata L6, la
cual lleva ese nombre en conmemoracion a la guerra de los Seis Dias ocurrida en

ese mismo afio [7].

La linea celular L6 presenta una herramienta de estudio favorable cuando se habla
de procesos de regeneracion y/o de relacion con el musculo esquelético. Hoy en dia
los trabajos relacionados con esta linea han permitido tener informacién sobre las

propiedades de la planta Alectra parasitica subsp. chitrakutensis como potenciador
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en la actividad de captacion de glucosa intracelular, ademas de la seguridad y
biocompatibilidad celular del uso del compuesto en las comunidades de la India [52].

Esta linea celular también ha permitido hacer la evaluacion de farmacos como el
gemfibrozilo, una sustancia derivada del acido fibrico que se utiliza para disminuir
los niveles de triglicéridos en sangre; un estudio publicado por Liu y colaboradores
(2011) demostré que el gemfibrozilo tiene la capacidad de regular las
concentraciones de calcio intracelular en los mioblastos L6 e inhibir su capacidad
de diferenciacion provocando miotoxicidad [32] planteando una posible
identificacion de los mecanismos de mitotoxicidad presentes en otros farmacos

como los que se utilizan en quimioterapia e inmunoterapia.

De interés particular, los mioblastos muestran ser una prometedora alternativa para
su trasplante y participacion en la regeneracion de afecciones cardiacas, como es
el caso del infarto de miocardio. Durante un infarto de miocardio, la funcion cardiaca
se ve afectada por los procesos de inflamacion, muerte celular y necrosis, dando
como consecuencia la presencia de un tejido fibrético, inactivo y disfuncional. Un
estudio de Siltanen y colaboradores demuestra que el cultivo de laminas de
mioblastos transfectados con HGF (Factor de crecimiento hepatocitario) humano
mejora la angiogénesis en el miocardio tanto sano como lesionado. Llegando a la
conclusiéon de que el uso de las laminas de mioblastos como vehiculo para factores
paracrinos de estimulacion de la miogénesis permite una mayor concentracion y
duracion de la terapia comparada con inyecciones intramiocardicas de células o

citocinas [62].

A pesar de que estas son solo algunas de las ventajas de la linea celular, la
participacion de mioblastos en estudios relacionados con la regeneracion celular o
reparacion de dafio en areas localizadas posibilita un planteamiento de nuevas y
mejores formas de investigacion. Sus propiedades proliferativas y migratorias y su
facilidad de manejo en los cultivos celulares propician una linea celular mas

eficiente.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El empleo de plantas medicinales en el tratamiento de diversas enfermedades es

una préctica extendida mundialmente. Esta tendencia se atribuye principalmente a
la falacia de que todo lo natural es beneficioso para el ser humano. Esto conduce a
la poblacion a afrontar enfermedades de manera alternativa, utilizando infusiones,
unguentos, aceites y pomadas elaborados con plantas o extractos de las mismas.
Estos productos, cominmente conocidos como "remedios de la abuela”, forman
parte de la tradicibn y se cree empiricamente que pueden tratar diversas
enfermedades. Aunque el uso de estas alternativas puede resultar beneficioso,
también plantea riesgos y desafios para la poblacién.

Muchas plantas medicinales no han sido sometidas a estudios que demuestren su
funcionamiento, lo que implica que su eficacia, efectividad y seguridad no estén
completamente demostradas. La importancia de realizar estudios previos radica en
identificar la toxicidad, los efectos secundarios y las contraindicaciones meédicas que
estas plantas pueden presentar. Aunque estas practicas podrian ser
contrarrestadas mediante un sistema de salud robusto, lamentablemente en
México, segun datos del Consejo Nacional de Evaluaciéon de la Politica de
Desarrollo Social (CONEVAL) en 2010, el 33.2% de la poblacion total carecia de
acceso a los servicios de salud. En Puebla, para el mismo afio, el porcentaje era del
50.4%, y en Oaxaca, del 44.3% [1]. Si bien esta carencia en los servicios de salud
desempeiia un papel significativo en la poblacion en general, son las zonas rurales
las mas afectadas. Estas comunidades, debido a la falta de infraestructura y los
desafios con la distancia geogréfica, enfrentan mayores dificultades para acceder a
los sistemas basicos de salud. Esto lleva a la poblacién a recurrir a remedios
tradicionales y habituales de la zona para el tratamiento de enfermedades menores,
como es el caso de las infusiones y preparados de la orquidea Prosthechea
Karwinskii en el tratamiento de tos, quemaduras leves, heridas y en la regulacion de

los niveles de insulina.

Aunqgue el uso de la herbolaria tiene una larga historia, es fundamental respaldar su
aplicaciébn con conocimientos sélidos. El uso de plantas en el tratamiento de

enfermedades puede ser nulo o contraproducente, pudiendo desencadenar
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complicaciones en la enfermedad que se intenta tratar o bien causar dafos a largo

plazo por su consumo desmesurado.
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5. HIPOTESIS CIENTIFICA
El extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii favorece la migracion y
proliferacién celular de la linea celular L6.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General
Determinar el efecto del extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii, en
la migracion y proliferacion de la linea celular L6.

6.2 Objetivos Particulares
1. Evaluar el efecto in vitro del extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii
sobre la migracion celular.
2. Evaluar el efecto in vitro del extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii
sobre la proliferacion celular.
3. Identificar la concentracion del extracto de la orquidea Prosthechea

Karwinskii con la mayor eficacia en la migracion celular.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1 Cultivo celular

La linea celular L6 mioblastos de rata fue donada por el laboratorio de
Neuroendocrinologia del Instituto de Fisiologia. Para la estandarizacion del cultivo,
el vial de la linea celular fue transportado en hielo desde el tanque de nitrégeno
liquido al bafio Maria para descongelar a 37 °C. Una vez descongeladas, las células
se resuspendieron en 2 ml de medio de cultivo DMEM-FBS (Medio Eagle modificado
de Dulbecco suplementado con suero fetal bovino) 10% y se sembraron en una caja
Petri de 35 mm. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 85-90%, las
células se tripsinizaron (Tripsina 0.25%) y fueron nuevamente sembradas. Este
procedimiento se repitié segun fue necesario para lograr un crecimiento homogéneo
y constante. Las condiciones de incubacion para todos los cultivos realizados
durante la experimentacion fueron constantes, manteniendo una temperatura de 37

°C y una atmosfera saturada al 5 % de CO»

7.2 Dilucion del extracto

El extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii, se obtuvo mediante una
colaboracion con el Instituto Politecnico Nacional a travées del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR)

Unidad Oaxaca.

La obtencion del extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii se realiza de la
recoleccion de las flores, hojas y pseudobulbos que son secadas, molidas y
tamizadas para posteriormente hacer la extraccion de los compuestos activos. La
extraccion de los compuestos se explica por Barragan y colaboradores en su
articulo “Prosthechea karwinskii, an orchid used as traditional medicine, exerts
antiinflammatory activity and inhibits ROS” La extraccion se realiza en un
procesador de ultrasonidos de 750 W (VCX 750, Scientific SENNA), con una
frecuencia de 20 KHz y una amplitud del 30%. El disolvente empleado es una
mezcla de etanol-agua (1:1). Diez gramos de la muestra vegetal en polvo se

mezclan con 180 mL de disolvente y la extraccion se lleva a cabo a una temperatura
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de 40 °C durante 20 minutos, con una duracion del pulso de 5 segundos de

encendido y 5 segundos de apagado.

Del extracto obtenido por el CIDIIR se pesaron 1.1535 gramos y se colocaron en un
tubo cénico de 15 ml. Posteriormente, se agregaron 9.228 ml de PBS 1x estéril y se
diluy6 con ayuda de un agitador tipo vértex hasta que se formé una suspension del

extracto (Tubo 1).

A partir de este punto, se trabajo en condiciones de esterilidad en una campana de
flujo laminar. Se realiz6 un primer filtrado en un filtro de tipo canasta Corning de 40
pum. Se tomaron 500 ul del primer filtrado y se colocaron en un tubo cénico de 15 ml
nuevo, al cual se le agregaron 3500 ul de PBS 1x estéril (Dilucion 1:8) (Tubo 2).

Con la dilucion del tubo 2, se cargd una jeringa de 3 ml a la cual se le colocé un filtro
de pirinola, MILLEX-FG de 20 um. Se filtr6 esta solucién sobre un nuevo tubo cénico
de 15 ml (tubo 3) y se recuperaron 2 ml a los cuales se les afadio 3.6 pl de CaCl>
(Cloruro de calcio) 1M para obtener una concentracion final de 1.8 mM. La diluciéon
final con una concentracion de 15.625 pg/pl estéril se rotulé y se mantuvo en

refrigeracion hasta el momento de su uso.

7.3 Ensayo de herida
Trabajando en condiciones de esterilidad dentro de una campana de flujo laminar,

se sembraron células L6 a una densidad de 23 0000 células/cm? en una placa de
cultivo Costar de 12 pozos, se ajustd a un volumen final de 2 ml de medio de cultivo
DMEM-FBS 10% para cada pozo. La placa se mantuvo en incubacion durante un

periodo de 48 horas en una incubadora himeda a 37°C y saturada al 5% con COa..

Después del periodo de incubacion, se verifico la formacién de una monocapa
celular uniforme. Posteriormente, se cred una herida sobre la capa confluente
utilizando una punta de micropipeta estéril de 200 pl. Se retiré el medio de cultivo
preexistente y se realizaron dos lavados con PBS 1x estéril con la finalidad de

eliminar las células suspendidas.
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Posteriormente, se afiadieron 2 ml de medio de cultivo DMEM-FBS 10% a cada
pozo y se llevo a cabo el tratamiento de los cultivos con la dilucidn del extracto de
la orquidea Prosthechea Karwinskii estéril. De manera aleatoria, se seleccionaron
dos pozos para cada condicion: control, 1 pl, 3 pl, 10 pl, 30 pl y 50 pl / 2ml de medio
de cultivo. Finalmente, la placa se incubd durante un periodo de 24 horas. Este

procedimiento se realizo por triplicado.

7.3.1 Fijacion y tincion.

Después de transcurrir las 24 horas, se llevo a cabo la fijacion y tincion de las placas.
Fuera del entorno estéril, se elimind el medio de cultivo preexistente y se realizaron
dos lavados con 1 ml de PBS 1x para cada pozo. Posteriormente, se afiadié 1 ml
de solucion fijadora (acetona-metanol en proporcion 1:1) y se dejo reposar durante
20 minutos a 4 °C. Después de este periodo, se retird la solucion fijadora y se agrego
1 ml de cristal violeta a cada pozo, se dejo reposar durante 10 minutos. Al concluir
este tiempo, se retir0 el cristal violeta y se realizaron tres series de lavados con 1 ml
de agua tridestilada cada uno. Las placas se conservaron con agua tridestilada y en

refrigeracion hasta el momento de la captura de imagenes.

7.3.2 Captura de imagenes
Las placas multipozos fueron observadas en un microscopio invertido en campo

claro con un objetivo 10x (Leica). Las fotografias de las heridas se tomaron
acoplando al microscopio DM ILed (Leica) una camara réflex digital (Nikon D300),
tratando de mantener la zona de la herida paralela al eje x de la captura. Las

imagenes se capturaron en formato JPEG con una resolucion de 12MP.

7.4 Proliferacion celular

Trabajando en condiciones de esterilidad dentro de una campana de flujo laminar,
se sembraron células L6 a una densidad de 34000 células/cm? en placas de cultivo
Costar de 6 pozos. Se agregaron 2 ml de medio de cultivo DMEM-FBS 10% a cada
pozo, y se incubaron durante un periodo de 24 horas. Pasado el tiempo de

incubacion, se retird el medio de cultivo preexistente y se realizé un lavado con 2 ml
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de PBS 1x estéril para cada pozo. A continuacion, se agregaron 2 ml de medio de
cultivo DMEM-FBS 10% nuevo.

De acuerdo al protocolo, se asignaron cuatro pozos por procedimiento, permitiendo
asi hacer la evaluacion por triplicado. De los cuatro pozos, dos se mantuvieron como
condiciones control, mientras que a los dos restantes se les administré un
tratamiento de 30 pl de la dilucién estéril del extracto de la orquidea Prosthechea
Karwinskii. Finalmente, las placas fueron incubadas durante un periodo de 24 horas.

7.4.1 Conteo celular
Transcurridas las 24 horas de incubacion se realizé el conteo celular. Inicialmente,

se retird el medio de cultivo preexistente y se realizaron dos lavados con 2 ml de
PBS 1x estéril cada uno. Posteriormente, se agregé 1 ml de Tripsina 1x a cada pozo,
y después de un periodo de 5 minutos, se agregé 1 ml de DMEM-FBS 10% se
resuspendio con la finalidad de desprender en totalidad las células adheridas a la

placa y de detener la accion enzimatica.

Para el conteo celular se utilizé una camara de Neubauer. La muestra se preparo
en tubos eppendorf de 2 ml, donde se colocaron 75 pl de azul de tripano al 0.4% y
posteriormente se agregaron 25 pl de la suspensién celular tripsinizada (1:2). Las
diluciones celulares se colocaron en la camara de Neubauer (Marienfeld), misma
gue fue llevada al microscopio invertido y con un objetivo 10X y se evalué el nimero

de células presentes.

7.5 Anélisis de datos

7.5.1 Andlisis de imagenes

Las imagenes fueron guardadas en formato JPEG de 12 MP. Con el uso del
programa de procesamiento de imagenes Image J, se abri6 laimagen, se realizé la
conversion a 8 bit y se selecciond un area de 1900 um de largo por 700 um de alto
y finalmente se aplicé un valor constante en el contraste para cada imagen. Se midio

el porcentaje de area no cubierta por las células (herida) en cada una de las
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muestras. Los valores obtenidos fueron almacenados en una tabla de datos para su

posterior andlisis.

7.5.2 Andlisis conteo celular
El conteo celular se realiz6 de forma manual tomando en cuenta las células

presentes en los cuadrantes de la cAmara de Neubauer (Figura 16). Se tuvieron en
cuenta las especificaciones de uso del fabricante para hacer una seleccién

adecuada de las células contabilizadas.

Cuadrantes observados en la caAmara Neubauer

A A

Figura 16. Cuadrantes presentes en la camara de Neubauer utilizada para la contabilizacién celular

Una vez contabilizadas las células se aplico la siguiente férmula para obtener el

numero total de células por mililitro de suspension.

gooou booobooo boobogoo
u0000 00 00oooOooo

0000000000060 DOOOnoo = x 10,000 x

000000 00 00ooooon.

7.6 Anélisis estadistico
La informacidén sobre el porcentaje de area cubierta por las células bajo cada

condicion que se obtuvo del andlisis de imagenes en el programa ImagelJ, fue
analizado utilizando el software de procesamiento de datos GraphPad Prism. Se

aplicé un ANOVA de una via debido a su capacidad para comparar multiples grupos
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y determinar si existen diferencias significativas entre ellos, permitiendo evaluar el
efecto de diferentes concentraciones de extracto sobre el porcentaje de éarea
cubierta por las células, los resultados se presentaron con el promedio + error

estandar y se considero estadisticamente significativo los valores de *p< 0.05.

Para evaluar la proliferacion celular, se utilizé la prueba t de Student debido a su
capacidad para comparar dos grupos independientes y determinar si existen
diferencias significativas entre ellos, los resultados se presentaron con el promedio
+ error estandar y se consideré estadisticamente significativo los valores de *p<
0.05.
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8. RESULTADOS

8.1. Migracion celular

Con el ensayo de migracion celular evaluamos la capacidad de migracién de las
células L6 y los cambios de esta capacidad bajo la accién de diferentes tratamientos
(1 pl, 3 pl, 10 pl, 30 pl y 50 pl) del extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii,
la cual estaba diluida a una concentracion a partir del concentrado de la planta de
15.625 pg/ul.

Después de realizar el ensayo de rasgufio y el tratamiento de los cultivos con las
diferentes concentraciones de P. Karwinskii, se procedio a fijar las células y a tomar
las fotos representativas de cada condicién (Figura 17)

Figura 17. Migracion celular linea L6. Imégenes representativas del ensayo de migracion celular bajo los diferentes
tratamientos aplicados del extracto de las hojas de la orquidea Prosthechea Karwinskii con una concentracién de 15.625

ug/ul.
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La evaluacion del efecto de los tratamientos frente al grupo control revel6 que, la
capacidad migratoria de las células L6 aumenta en presencia de la P. Karwinskii.
En la Figura 18, se puede apreciar un efecto dosis dependiente del extracto de la
planta sobre la capacidad migratoria de las células L6. El efecto es estadisticamente
significativo en los tratamientos con 10, 30 y 50 pl del extracto (p<0.0001), al

compararlos con la condicion control.

En la condicion control, el area cubierta después del rasgufio fue de un 33% en
promedio, mientras que con los 10 pl de tratamiento, el area cubierta aument6 hasta
un 47%, aproximadamente. En el caso de la condicion con 30 pl, el area cubierta
fue de 54% y con los 50 pl, el porcentaje de cobertura llegd al 50%, en promedio
(Figura 18).
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Figura 18. Medicién del efecto de P. Karwinskii sobre la actividad migratoria de las células L6. El anélisis estadistico
ANOVA de una via dio como resultado que las células tratadas con 10 pl, 30 pl y 50 pl del extracto de la orquidea con una

concentracion de 15.625 pg/ul presentan una diferencia significativa en el porcentaje de area cubierta de **** p <0.0001
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respectivamente respecto al grupo control. Los tratamientos con 1 pl y 3 pl del extracto no muestran diferencia significativa
en el porcentaje de area cubierta respecto al grupo control.

Al comparar los distintos tratamientos entre si, s6lo se observé un aumento
estadisticamente significativo en la recuperacion del area levantada con los
tratamientos de, 30 ul y 50 ul del extracto, en comparacién con los tratamientos con
1 ply 3 pl (Figura 19).
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Figura 19. Evaluacién de los diferentes tratamientos entre si. El andlisis estadistico ANOVA de una via dio como resultado
que las células tratadas con 30 pl y 50 pl del extracto de las hojas de la orquidea con una concentracion de 15.625 pg/pl
presentan una diferencia significativa en el porcentaje de area cubierta de * p < 0.0006 y ** p < 0.01 respectivamente respecto

al tratamiento con 1 pl y de *** p < 0.0002 y ** p < 0.007 respectivamente en comparacion con el tratamiento de 3 pl.

El tratamiento con 1 y 3 ul del extracto de la planta no mostré efecto significativo
sobre la actividad migratoria con respecto al control. Sin embargo, si hay diferencias
estadisticas entre los tratamientos con concentraciones variables de P. Karwinskii.
(Figura 19)
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7.2. Proliferacion celular

Una vez que observamos que el extracto de la P. Karwinskii tenia un efecto sobre
la migracion, quisimos evaluar su efecto sobre la actividad proliferativa, ya que
ambos procesos suelen transcurrir de manera simultanea en las células. Para
evaluar el efecto del extracto de la planta, utilizamos el volumen de 30 pl (468ug/ml),
el cual fue el que tuvo mayor efecto sobre la migracion celular de la linea L6.

Al realizar los ensayos de proliferacion, se realizé el tratamiento celular Gnicamente
por 24 horas, debido a que un tiempo mayor provocaria que las células alcanzaran
una mayor confluencia. De acuerdo al conteo realizado, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la proliferacion, ocasionadas por el tratamiento
del extracto de Prosthechea Karwinskii, con respecto al grupo control (Figura 20).
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Figura 20. Efecto del extracto de Prosthechea Karwinskii sobre la actividad proliferativa de la linea L6. EIl analisis
estadistico t de Student dio como resultado que no existe una diferencia significativa en la proliferacion celular entre los
grupos, control y tratamiento de 30 pl del extracto con una concentracién de (468ug/ml),
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8. DISCUSION
Las plantas han constituido la base de la medicina tradicional durante cientos de

afos. El uso de las plantas en el tratamiento de algunas enfermedades, como la tos,
gripe, malestar estomacal, diabetes, etc., se fundamenta en el conocimiento
empirico transmitido generacionalmente. En la actualidad, gracias al aislamiento y
al estudio de los compuestos activos de una gran variedad de plantas, se conoce el
potencial terapéutico de algunos compuestos o, en su defecto, su nula
funcionalidad. Esto da relevancia a los estudios que brindan informacion sobre la
comprensién detallada del funcionamiento de los compuestos activos encontrados

en una gran variedad de plantas.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo saber la relacion entre la
migracion o la proliferacion celular de las células de lalinea celular L6 con el extracto
de las hojas de la orquidea Prosthechea Karwinskii. Los resultados muestran que
existe una mayor proliferacion celular cuando las células son tratadas con 10 pl, 30
ply 50 ul del extracto de la planta; ncrementando el area total cubierta del 33% a
un 47%, 54% y 50% respectivamente. Cabe destacar que los resultados se han
mostrado como volumenes de tratamiento y no como concentraciones debido a que
tenemos un extracto, que es la mezcla de diferentes compuestos, y el modo como
lo estamos utilizando es a partir de diluciones del extracto original. En este sentido,
la concentracion en microgramos del extracto, con respecto al volumen final de
tratamiento del cada cultivo, es el siguiente: 10ul, 156 pg/ml; 30 ul, 468 pug/ml: 50
pl, 781 pg/ml.

La obtencion de la dilucion del extracto que se realizd de la manera descrita
previamente, presenté un grado de complejidad ligero, ya que la consistencia del
extracto de las hojas requirié un volumen elevado de diluyente para lograr obtener
una suspension y posteriormente una mezcla homogénea. Durante los
procedimientos de filtrado necesarios para alcanzar la esterilidad, la mezcla resulté

ser extremadamente densa, lo cual dificultd estos procesos, teniendo como
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consecuencia la obtencién de un volumen reducido para su uso en los

experimentos.

Gracias al espectro de masas obtenido de la cromatografia del extracto de las hojas
de Prosthechea Karwinskwii sabemos que el eluido cuenta principalmente con 14
compuestos activos en su composicion: acido quinico, acido madlico, éacido
succinico, L-fenilalanina, guanosina, acido neoclorogénico, acido clorogénico,
rutina, kaempferol-3-O-rutinoside, acido azelaico, acido sebécico, N-
undecanoylglycina, acido pinelico y embelina, mismos que fueron brevemente

introducidos por sus capacidades biolégicas en un apartado previo.

La relacion entre la migracion celular favorable y la falta de proliferacion celular en
respuesta al tratamiento con el extracto de hojas de la orquidea Prosthechea
Karwinskii podria estar relacionada con las propiedades migratorias Yy
antiproliferativas de los compuestos presentes en el extracto lo que podria dar una
respuesta a los resultados obtenidos. Sin embargo, hay que considerar que para el
experimento de proliferacion, Unicamente utilizamos una concentracion y un solo
tiempo de tratamiento de 24 horas. Esto pudiera influir de manera critica en el
resultado final, ya que se debe encontrar el tiempo de tratamiento éptimo en el cual
el extracto haga efecto, ademas de realizar una curva de crecimiento de las células

L6, para iniciar el tratamiento en la fase de crecimiento exponencial.

La evaluacion del acido quinico extraido del hueso de aguacate en fibroblastos
gingivales humanos mostré que el tratamiento con concentraciones de 10 uM y 50
MM aumento significativamente la migracion celular, con incrementos del 53.0% y
69.1% en el area dafiada. Ademas, el &cido quinico promovio la proliferacion celular
en comparacion con los controles positivos tratados con PDGF (Factor de
crecimiento derivado de plaquetas) y redujo la liberacién de TNF-a, implicado en

procesos apoptéticos [17]
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En otro estudio, el acido quinico combinado con acido clorogénico fue evaluado en
lineas celulares de fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF), y
gueratinocitos humanos adultos (HaCaT). Los resultados mostraron que esta
combinacién inhibié significativamente la proliferacion en células HaCaT, pero
estimul6 ligeramente la proliferacion en NHDF. Ademas, la evaluacion de la
expresion génica en estas células reveldé una regulacion positiva de los genes

STAT6 y EGFR, que estan implicados en la proliferacién celular [51].

El &cido malico, otro compuesto activo identificado en el extracto de la orquidea P.
karwinskii puede ser convertido en piruvato por la enzima malica 2 (ME2), que esta
sobreexpresada en algunos tipos de cancer y promueve la proliferacion, migracion
e invasion celular en células de glioblastoma [70]. Ademas, en un ensayo de MTT
para evaluar la proliferacion celular en fibroblastos de piel humana, el tratamiento
con acido malico a una concentracion de 0.01 pM mejor6 significativamente la
proliferacion en comparacion con los grupos no tratados [26]. Sin embargo, estudios
en lineas celulares de queratinocitos humanos (HaCaT) mostraron que el acido
malico causo dafnos celulares dependientes del tiempo y la dosis, con un aumento
de células en las fases G0/G1, fragmentacion del ADN y expresion de proteinas

asociadas a la apoptosis, como la caspasa-3 [22].

El &cido succinico, por su parte, fue evaluado en la linea celular MRC-5 de
fibroblastos y en células de leucemia MOLT-4. Se observé que el tratamiento con
acido succinico no tuvo ningun efecto citotoxico significativo en la linea celular MRC-
5. Sin embargo, en la linea celular MOLT-4, disminuyé la viabilidad celular y
favorecié la apoptosis [12]. De manera similar, Papurina y colaboradores
encontraron que el tratamiento con acido succinico a bajas concentraciones en
cultivos primarios de fibroblastos no produjo efectos citotoxicos, y el nivel de
proliferacion celular fue comparable al de los fibroblastos no tratados con acido

succinico [40].
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La L-fenilalanina, el isémero de la fenilalanina, tiene poca informacién bibliografica
debido a su uso infrecuente. Sin embargo, en ensayos de migracion celular, invasion
en camara Transwell, proliferacion y apoptosis evaluados en las lineas celulares de
cancer de endometrio, Ishikawa y AN3, se encontré que el tratamiento con L-
fenilalanina inhibid la invasion, migracion y proliferacion celular en ambas lineas,
aunque no indujo apoptosis. Esto podria deberse a que el exceso de fenilalanina
protege a las células de la falta de nutricion y de la autofagia que conduce a la

apoptosis [61].

La guanosina, que también esta presente en el extracto de las hojas de la orquidea,
se conoce por su participacion como GTP, GDP y segundo mensajero. En estudios
con células de melanoma B16F10, se encontro que el tratamiento con guanosina
indujo deteccion del crecimiento e inhibicion de la proliferacion celular dependiente
de la dosis [37]. Sin embargo, en la linea celular de glioma A172, dosis altas de
guanosina redujeron la viabilidad celular, aunque en concentraciones bajas no
alteraron la curva de crecimiento. Ademas, el tratamiento con 500uM de guanosina

no afecto la migracion celular de las células A172 [39].

Estos hallazgos difieren de los observados en estudios con queratinocitos (HaCaT)
y fibroblastos (HUF), donde la guanosina indujo la migracion celular en ensayos de
curacion de heridas in vitro y mejoré significativamente la capacidad de migracion
en ensayos de camara Transwell, y en un modelo murino de herida punzante
cutanea, donde se observo un cierre acelerado de las heridas tratadas con

guanosina en comparacion con las no tratadas [2].

El compuesto activo acido clorogénico, al ser evaluado en células MC3T3-E1 en
ensayos de migracion inducida por EGF (Factor de crecimiento epidérmico)
utilizando camaras Transwell y el método de rasgufio se observé que no afecta la
migracion inducida por EGF en estas células [25], sugiriendo que no mejora la

migracion celular a pesar de la induccién por EGF. En estudios con queratinocitos
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humanos normales (NHEK), fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF) y
células endoteliales de la vena umbilical humana (HUEVEC), el acido clorogénico
mostré una mayor proliferacion en NHDF y mejoro la viabilidad de HUEVEC. En
ensayos de cierre de heridas con NHEK, el &cido clorogénico cerr6
aproximadamente el 40% de la brecha en 6 horas, mientras que en NHDF el efecto

fue mas evidente a las 20 horas después del tratamiento [36].

Por otro lado, el &cido neoclorogénico, un isémero del &cido clorogénico,
contrarresté la disminucion en la viabilidad celular causada por la radiacion UVB en
fibroblastos HS68 sin mostrar citotoxicidad [3]. En estudios con células del misculo
liso vascular utilizando la linea celular A7r5, las concentraciones de acido
clorogénico mayores a 20 uM inhibieron la proliferacion celular, redujeron
significativamente la capacidad de cierre de heridas y disminuyeron la migracion

celular en ensayos con camara Transwell [71].

La rutina, compuesto activo presente no solo en extracto de la orquidea P.
Karwinskii, sino en muchas plantas, fue evaluada en dos lineas celulares de cancer
de mama, MCF-7 y MDA-MB-231 y se observo un aumento en la proliferacion
celular en ambas lineas después de tratamientos de 24, 40 y 72 horas de rutina.
Ademas, en ensayos de rasgufio, la rutina mostré una tendencia a favorecer la
migracion celular, siendo mas significativo el efecto con un tratamiento de 400 uM
[19]. Estos hallazgos pueden entenderse debido a qué estudios han revelado que
la rutina puede activar la via de sefalizacion PI3BK/AKT/mTOR al unirse al receptor
GPR30, un receptor acoplado a proteina G que regula procesos celulares como la

proliferacion y diferenciacion en células madre del ligamento periodontal [74].

Hay poca informacion disponible sobre el compuesto activo Kaempferol-3-o-
rutinoside. En ensayos de migracién celular, se observd que este compuesto
promueve la migracion celular de manera dosis dependiente en queratinocitos

humanos. Este aumento en la migracion estuvo asociado con una mayor formacién
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de lamelipodios celulares. Ademas, se encontré que el tratamiento con kaempferol
aumenté los niveles de FAK y AKT fosforilada, sugiriendo la activacion de la via de
sefializacion FAK/Akt, también presentd un aumento significativo en los niveles de
Racl, lo que sugiere que el kaempferol promueve la migracién celular a través de

la activacion de Racl [41].

El compuesto activo acido azelaico que comunmente es utilizado en el tratamiento
del acné, ha demostrado capacidades apoptéticas y la capacidad de detener el ciclo
celular en las fases G1/GO0 en células malignas, principalmente de leucemia mieloide
aguda (AML) [73]. Se sugiere que la actividad apoptética del acido azelaico puede
estar relacionada con la presencia de Notch, ya que las células de AML tratadas
previamente para eliminar Notch no muestran actividad apoptoética. Por otro lado,
en células inmunitarias como las Natural Killer y células T, el tratamiento con acido
azelaico promueve la proliferacién y migracion celular [11]. Este efecto también se
ha observado en células de fibroblastos de raton, especificamente en la linea 3T3
[42].

El acido pinélico, cominmente utilizado como aditivo, tiene informacion limitada
sobre su efecto en la migracion y proliferacion celular, se sabe que el tratamiento
con acido pinélico en células de adenocarcinoma colorrectal humano en la linea
HT29 no afecta la viabilidad celular [63]. Ademas, en un estudio que evalud el
extracto de los frutos "Oddi" en Corea, que son ricos en acido pinélico, rutina 'y acido
clorogénico, el tratamiento en fibroblastos dérmicos humanos (HDF) tampoco

mostro actividad apoptoética ni afecto la viabilidad celular [26].

Finalmente, la emelina, estudiada en varias lineas de cancer, activa diversas vias
apoptéticas, inhibe genes como TNF-a, TNF-1 y TRADD, y regula proteinas como
TRIAL y XIAP. En estudios, se ha observado que induce apoptosis, reduce la

proliferacion celular y bloguea la migracion metastasica en células cancerosas,

50



ademas de regular la expresion de caspasas y desencadenar la apoptosis a través

de la via de sefalizacion de p53 [28].

Con base en la informacién recopilada sobre los compuestos activos presentes en
el extracto de hojas de la orquidea Prosthechea Karwinskii, podemos inferir que
algunos de ellos favorecen tanto la migracion como la proliferacién celular. Por
ejemplo, el acido quinico ha demostrado aumentar significativamente la migracion
celular en fibroblastos gingivales humanos. Del mismo modo, el acido malico,
aunque muestra efectos diversos segun la linea celular evaluada, mejora la
proliferacién celular en fibroblastos de piel humana, lo que podria estar asociado
con la migracion celular. La guanosina es otro compuesto activo que parece
favorecer la migracion celular, ya que mejora este proceso en queratinocitos,
fibroblastos y en un modelo murino de herida cutanea. Ademas, la rutina, debido a
su efecto en la proliferacion celular y su tendencia a favorecer la migracion en
estudios de rasguio, junto con el kaempferol-3-O-rutinoside, que promueve la
migracion celular, dosis-dependiente en queratinocitos humanos, podrian contribuir
a estos efectos observados. Por ultimo, el acido azelaico, que promueve la
migracion celular en células malignas de leucemia mieloide aguda, asi como en
células inmunitarias y de fibroblastos, también podria estar involucrado en este

proceso.

Por otro lado, algunos compuestos como el acido succinico, que aunque no mostro
efecto citotoxico significativo en ciertas lineas celulares, favorecio la apoptosis en
células de leucemia MOLT-4, y la L-fenilalanina, que inhibi6 la invasion, migracion
y proliferacion celular, podrian ser responsables de que el extracto de hojas de la
orquidea Prosthechea Karwinskii no presente actividad proliferativa. Ademas, el
acido neoclorogénico, que redujo la migracion celular en ciertas lineas celulares, y
la embelina, que activa diversas vias apoptéticas y reduce la proliferaciéon celular,

podrian también contribuir a este efecto.

51



Si bien la literatura cientifica proporciona informacion para comprender los posibles
efectos de ciertos compuestos en la migracion y proliferacién de los mioblastos de
la linea celular L6, es importante tener en cuenta que aun queda mucho por
descubrir en cuanto a los mecanismos exactos de accién de estos compuestos.
Nuestro conocimiento actual se basa en los estudios previos y en la evidencia
disponible, pero los procesos de migracién y proliferacién celular son complejos y
dindmicos, por lo que hacer méas estudios es de importancia para poder comprender

de forma clara y completa los mecanismos exactos de accidén de estos compuestos.

Finalmente, es indispensable mencionar que dentro de los usos del extracto de la
orquidea Prosthechea Karwinskii se encuentra el tratamiento de heridas y
guemaduras leves. Este uso arraigado resalta la importancia de garantizar la
seguridad en su aplicacion y de investigar como este extracto influye en la migracion

celular, proceso que participa en la mejora de estas afectaciones.
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9. CONCLUSIONES

e La Prosthechea Karwinskii, tiene un efecto pro migratorio y no encontramos
efecto sobre la actividad proliferativa.

e La Prosthechea Karwinskii incrementa la migracion de la linea celular L6, de
manera dependiente de la dosis.

e EIl extracto de las hojas de la orquidea Prosthechea Karwinskii a una
concentracion de 468 pg/ml no tiene efecto sobre la proliferacién celular de

la linea celular L6 mioblastos.

Esta evidencia resalta la complejidad de los efectos del extracto de Prosthechea
Karwinskii, subrayando la necesidad de futuras investigaciones para comprender
mejor los mecanismos de accion especificos de cada compuesto y su interaccion

celular.
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10. PERSPECTIVAS.
El presente estudio es un punto de partida para la investigacion sobre los efectos
celulares del extracto de la orquidea P. Karwinskii con la finalidad de entender mejor

su uso bajo los diferentes contextos dentro de las comunidades de Oaxaca.

Considerando que el extracto de la orquidea P. Karwinskii presenta diferentes
compuestos activos, asi como el tipo de experimentos realizados, proponemos las

siguientes perspectivas de trabajo:
e Evaluar de manera independiente, el efecto celular, de cada uno de los
componentes activos del extracto de la orquidea P. Karwinskii.

e Realizar una curva dosis efecto del extracto de P. Karwinskii sobre la

actividad migratoria y proliferativa de las células L6.

e Realizar una curva tiempo-efecto del extracto de P. Karwinskii, sobre la

actividad proliferativa de las células L6.
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11. ANEXOS

10.1 Caracterizacion del extracto de la orquidea Prosthechea Karwinskii.

La caracterizacion, identificacion y cuantificacion de los compuestos quimicos en
los extractos de la orquidea Prosthechea Karwinskii se llevaron a cabo por Barragan
y colaboradores mediante el sistema de cromatografia liquida de ultra resolucién
(UPLC por sus siglas en inglés), esto con la finalidad de tener informacion detallada

sobre la naturaleza y propiedades de los diferentes compuestos quimicos.

A continuacion, se muestran los espectros de masas que muestra las intensidades
de los iones detectados para los extractos de flores (anexo 1A), hojas (anexo 2A) y
pseudobulbos (3A) de la orquidea Prosthechea Karwinski [4]

Anexo 1A. Espectro de masas obtenido de la cromatografia del extracto de flores de Psthechea Karwinskwi obtenida
mediante UPLC. 1 (D-Tagatose), 2 (Quinic acid), 3(Malic acid), 4(Succinic acid), 5(L-(-)-Phenylalanine), 6(Guanosine), 7
(1,3,4, 6-tetra-O-acetyl-2-deoxyhexopyranose), 8(1-O-salicyl-D-glucose), 9(1-O-vanillyl-beta-D-glucose),
10(Calaliukiuenoside), 11(2-Methyl-2-propanoyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-D-glucopyranoside), 12 ((p)-abscisic acid [-D-
glucopyranosyl ester), 13(Myricitrin-5-methyl ether), 14 (Azelaic acid), 15 (Abscisic acid), 16 (Pinellic acid), 17 ((1R,3S,4R)-1-
[(3R-4S-6R)-3,4,5,6-tetrahydroxy-6-methoxy-hexoxy)] hexane-1,2,3,4,6-pentol).[4]
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Anexo 2A. Espectro de mamas obtenido de la cromatografia del extracto de hojas de Psthechea Karwinskwi obtenida
mediante UPLC. 1 (Quinic acid), 2 (Malic acid), 3 (Succinic acid), 4 (L-(-)-phenylalanine), 5 (Guanosine), 6 (Neochlorogenic
acid), 7 (Chlorogenic acid), 8 (Rutin), 9 (Kaempferol-3-O-rutinoside), 10 (Azelaic acid), 11 (Sebacic acid), 12 (N-
undecanoylglycine), 13 (Pinellic acid), 14 (embelin).[4]
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Anexo 3A. Espectro de mamas obtenido de la cromatografia del extracto de pseudobulbos de Psthechea Karwinskwi
obtenida mediante UPLC. 1 (Quinic acid), 2 (Malic acid), 3 (Succinic acid), 4 (3-Methylglutaric acid), 5 (Neochlorogenic acid),
6 (Chlorogenic acid), 7 (Rutin), 8 (2-Hydroxysebacic acid), 9 (Azelaic acid), 10 (Phloridzin), 11 (Sebacic acid), 12 (N-
undecanoylglycine), 13 (Pinellic acid), 14 (Gibberellin A7).[4]
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