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. RESUMEN

Durante los ultimos afios, el cancer de mama se ha ubicado dentro de las
enfermedades con las tasas de mortalidad e incidencia més altas a nivel global en
una escala sin precedentes, incitando que la comunidad cientifica priorice sus
investigaciones en hallar nuevos tratamientos mas efectivos. La medicina
alternativa que muestra interés en aislar moléculas activas de origen vegetal ha
llamado la atencion de muchos profesionales, con el objetivo de escudrifiar el valor
farmacologico de estos compuestos para su integracién en el tratamiento de

padecimientos cuya evolucion resulte generalmente fatidica.

El presente trabajo de investigacion aborddé los efectos que provoca el Kalanchoe
pinnata en la linea celular de cancer de mama humano MCF-7 mediante tres
ensayos con el objetivo de evaluar la migracion, la viabilidad y la expresién génica
de estas células al ser tratadas con un extracto de la planta en cuestion. En el
ensayo de migracion, la cicatrizacion de la herida realizada en la monocapa de
células MCF-7 tratadas con extracto de K. pinnata se vio ralentizada en
comparacion con el grupo control. Por otro lado, la viabilidad de las células
expuestas al tratamiento se vio notoriamente afectada pues se redujo hasta un 10%
cuando la concentracion de extracto fue de 105 pg/ml. Finalmente, en el ensayo de
expresion génica se encontrd que en las células tratadas con extracto el gen FTO
se ve mas expresado que en el grupo control, ocurriendo de la misma forma para el
gen HDAC2. Sin embargo, la presencia de herida tanto en el grupo control como en
el experimental reduce la expresion de ambos genes notoriamente. Los resultados
sugieren que existe una clara correlacion entre la disminucién de la viabilidad, la
disfuncion de la capacidad migratoria y la alteracion de la expresion génica de las

células MCF-7 al aplicarles extracto de K. pinnata.



Il. INTRODUCCION

[1.I. Cancer de mama

1l.1.1. Epidemiologia

El cancer de mama presenta indices estadisticos alarmantemente altos a nivel
mundial, siendo la causa mas comun de muerte por cancer en la poblacion femenina
en 140 de 184 paises alrededor del mundo (1), por lo que no es de extrafarse la
atencién que ha cobrado como una emergencia sanitaria de escala global. El grupo
etario con mayor prevalencia en paises en vias de desarrollo oscila entre los 40 y
49 afios de edad, mientras que en paises desarrollados este rango aumenta hasta
llegar a mujeres postmenopausicas (2). Aunque las cifras de incidencia del cancer
son mas altas en paises de nivel socioeconomico alto, las del cancer de mama
pueden variar dependiendo la raza y etnicidad, como es el caso de la tasa de
incidencia de esta enfermedad en Africa central y Asia del Este que es de 27 por
100,000 habitantes, en comparacién con la de Norteamérica que es de 92 por cada
100,000 habitantes (3).

En el caso de Latinoamérica y el Caribe, tan solo en el afio 2020 se reportaron
210,000 casos nuevos de cancer de mama y un total de 57,000 decesos a causa
de la enfermedad, por lo que se espera que para el aflo 2040 estos numeros
incrementen a 309,000 y 92,700, respectivamente (4). En México, el cancer de
mama representa el 25% de todos los casos de cancer y tiene una mortalidad de 16
por cada 100,000 mujeres mayores de 20 afos (5). Cabe mencionar que la poca
disponibilidad de alternativas terapéuticas y de instrumentos de tamizaje en la
poblacion latina femenina son factores que contribuyen directamente en la

tendencia ascendente de la mortalidad (2).

Ahora bien, es posible distinguir 4 subtipos de cancer de mama tomando en cuenta
sus caracteristicas moleculares Unicas: luminal A, luminal B, HER2 positivo y triple
negativo (6). Los dos primeros son positivos para el receptor de estrogenos (RE),

pero solo el tipo luminal A es positivo también para el receptor de progesterona



(RP), siendo ambos los tipos de tumores con mejor prondstico y los mas frecuentes,
en un 75-80% de los casos (7). El tipo HER2 positivo, como su nombre lo dice, es
Unicamente positivo para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2), mientras que el tipo triple negativo no cuenta con ninguno de los
biomarcadores mencionados, cualidades que les confieren a ambos subtipos una
alta agresividad, elevada mortalidad y baja respuesta al tratamiento disponible, aun

cuando representan menos del 20% de los casos de tumores de cancer de mama

8).

II.1.1l. Tratamientos vy novedades terapéuticas

El esquema terapéutico dirigido a cancer de mama es multidisciplinario y valora el
estadio en el que se encuentra la enfermedad, asi como el subtipo de cancer al que
va dirigido (9). Para pacientes en estadios tempranos (I o Il), el tratamiento
recomendado incluye procedimientos quirdrgicos que pueden ir desde una
mastectomia hasta una cirugia de conservacion de seno, en conjunto con agentes

adyuvantes o neoadyuvantes, como la quimioterapia y la radioterapia (10).

Aparte de estos dos Ultimos tratamientos sistémicos, la terapia endocrina u
hormonal y la inmunoterapia igualmente aparecen en escena pues cada vez son
mas investigadas en el campo de la oncologia, por sus efectos en la mitigacion del
desarrollo tumoral en diferentes grados de metastasis (11). Se ha reportado que la
administracion de tamoxifeno (modulador de RE) como terapia hormonal, puede
reducir el riesgo de recurrencia de un cancer de mama positivo a biomarcadores
hasta un 50% en un lapso de 5 afios (12). Por otra parte, el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos a tumores metastasicos, por ejemplo, sacituzumab
govitecan para el tipo triple negativo y trastuzumab deruxtecan para el HER2
positivo, es la principal intencion de la inmunoterapia (13). Otras terapias con
blancos especificos en cancer de mama con metastasis, y que poco a poco van
abriéndose paso en el area, incluyen a los inhibidores de las ciclinas dependientes
de cinasa 4y 6 (CDK 4/6) y de la poli(ADP)-ribosa polimerasa (PARP), que afectan
mecanismos implicados en la progresion del ciclo celular y la reparacion del ADN,
en el orden dado (14). Aunque la gama de opciones terapéuticas es amplia, ain es
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necesario asegurar su efectividad, al minimizar la toxicidad que provocan en los
pacientes tras su administracion, sin mencionar que hacerlos asequibles a las

poblaciones mas vulnerables debe ser una tarea mas que atender.
Il.Il. Modificaciones epigenéticas en &cidos nucleicos e histonas

II.1l.1. Metilaciobn en ADN y ARN

Se ha descrito que la metilacion, como la modificacidon epigenética mas abundante
y estudiada en acidos nucleicos, tiene por objetivo regular la expresion génica en
varios niveles. En el ADN, el fenbmeno mas comuin se concreta con la union
covalente del grupo metilo (-CH3) en la posicién 5 de una citosina (5-metilcitosina o
5mC) seguida de una guanina, nucleétidos que a su vez forman las denominadas
islas CpG, las cuales son abundantes en regiones promotoras de genes e incluso
en otras donde no necesariamente presentan la 5mC (15). Estos cambios,
mediados por las metiltransferasas, ocasionan que ciertos factores de transcripcion
sean repelidos y que otras proteinas de union a islas CpG sean atraidas a los sitios
metilados para impedir la transcripcion, eventos que finalmente promueven el

silenciamiento reversible de genes (16).

La metilacion en el ARN, por otro lado, resulta ser una modificacion
postranscripcional que asimismo tiene por funcion regular la expresién génica, pero
a nivel del epitranscriptoma, siendo la N6-metiladenosina (m6A) la modificacidon
qguimica mas abundante hallada en el ARNm de la mayoria de los organismos
eucarioticos (17). La regulacion de m6A y de otros fendmenos de metilaciéon en el
ARN tiene un gran impacto en la ejecucién de eventos biolégicos como la
diferenciacion y proliferacion celulares, la traduccion de proteinas, la reparacion del
ADN e incluso en la transicion epitelio-mesénquima (EMT) (18). Aspectos como la
magquinaria enzimética involucrada en la metilacion del ARN adn no son
profundizados del todo, sin embargo, a continuacién, se hace mencion de un

importante componente en la remocién de m6A en este acido nucleico.
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Figura 1. Modificaciones epigenéticas mas comunes. La regulacion de la expresion génica
viene acompafnada de cambios epigenéticos en los que se encuentra la metilaciéon a nivel del
ADN vy del ARN, como la 5mC y la m6A respectivamente, involucrando enzimas como

metiltransferasas (writers), desmetilasas (erasers) y de reconocimiento (readers) (19).

I.1I.1l. Papel del gen FTO en el metilosoma de la célula

El gen FTO (proteina asociada a la masa grasa y la obesidad) codifica para una
desmetilasa que cataliza la remocién de la modificacién m6A en el ARN nuclear, por
lo que su adecuada regulacion, junto con la de su enzima homéloga ALKBH5, es
relevante en el epitranscriptoma de la célula (20). FTO mantiene una estrecha
relacion con la obesidad tanto en nifios como en adultos, ya que sus polimorfismos
pueden alterar directamente los niveles de leptina, adiponectina, grelina, entre otras
hormonas relacionadas con la ingesta de alimentos y el metabolismo celular (21).
La sobreexpresion de FTO conduce a una disminucion de la lipdlisis y de la

oxidacion de &cidos grasos, asi como un incremento de triglicéridos en el
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organismo, haciendo mas que evidente el vinculo que mantiene la obesidad y la
metilacidn en genes especificos (22). Aunque la actividad de FTO puede ligarse
exclusivamente a desordenes metabdlicos, también cumple una labor en la

tumorigénesis de distintos tipos celulares.

NP-methyladenine (m°A) ALKBH5 / FTO adenine (A)
HN O Fe(ll) _ NH,
N
N N N N ~
LY 51 )
NN 20G, O, Succinate, CO,, N~ N
RNA HCHO RNA

Figura 2. Desmetilacion mediada por las enzimas FTO y ALKBH5. Tanto la desmetilasa
ALKBH5 como la codificada por FTO son capaces de revertir la modificacion m6A en el ARN,

dependiendo de Fe?* y 2-oxoglutarato para catalizar la reaccion (23).

ILIL1I. Acetilacién en histonas

Las histonas no se escapan de las modificaciones postraduccionales que pueden
llegar a experimentar muchas proteinas y estos cambios son determinantes al
permitir o impedir el acceso de la maquinaria de transcripcion al ADN segun sea el
caso (15). El nucleosoma, la unidad basica de la cromatina, se encuentra formado
por un octamero de histonas (dos de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4)
que a su vez incorpora una histona de mas (H1) para facilitar el ensamblado de seis
nucleosomas (solenoide) y de este modo es que la cromatina adquiere un grado de
compactacion elevado (24). La acetilacion, catalizada por las histona
acetiltransferasas (HATS) y revertida por las histona desacetilasas (HDACS), ocurre
en los residuos de lisina de las histonas cuando la activacion transcripcional tiene
lugar, relajando la cromatina para dar paso a las proteinas de reconocimiento de
regiones promotoras en ADN y el resto de la maquinaria enzimatica (25). En cambio,
la desacetilacion en las histonas provoca que las mismas sean metiladas con el fin
de reclutar metiltransferasas y eventualmente metilar las zonas expuestas del ADN

para iniciar el silenciamiento génico (26).
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Figura 3. Acetilacién como modificacién postraduccional en histonas. La acetilacion en
histonas desempefia una labor importante en la relajacion y compactacién de la cromatina,
repercutiendo en la transcripcion selectiva de genes e incluso en el fenotipo de una célula tumoral
(27).

I.1I.IV. Papel del gen HDAC?2 en el acetilosoma de la célula

El gen HDAC2 codifica para la histona desacetilasa HDAC2 que pertenece a la
familia | (expresada en la mayoria de los tejidos) de las HDACs, enzimas que se
encargan de remover el grupo acetilo de los residuos de lisina en el extremo N-
terminal de las histonas que componen el nucleosoma (28). HDAC2 tiene la
capacidad de desacetilar otras proteinas ademas de las histonas, como el receptor
de glucocorticoides cuando se habla de enfermedades pulmonares obstructivas

cronicas (29).

Se ha descrito que la baja expresion de esta desacetilasa acarrea efectos como la
disminucién de la hipertrofia cardiaca y la mitigacion de los sintomas cognitivos y
motores de la enfermedad de Alzheimer y de Parkinson (30,31), hechos que
enfatizan el alcance de HDAC2 en el desarrollo enfermedades neurodegenerativas.

A decir verdad, alteraciones en la expresion de HDAC2 pueden aumentar o

12



disminuir la progresion del carcinoma hepatocelular, cancer de pulmén, cancer de

colon, y por supuesto, del cancer de mama (32).

I.1l. Linea celular MCF-7

IL111L1. Origen

La linea celular de cancer de mama humano MCF-7 se derivé a partir de una
muestra de derrame pleural de una paciente femenina de 69 afos de edad que
padecia cancer de mama metastasico (33). El establecimiento de la linea celular fue
llevado a cabo por el Dr. Herbert D. Soule y sus colegas en la entonces Fundacion
del Cancer de Michigan (MCF, por sus siglas en inglés), de ahi el nombre que se le
designo (34).

I.111.1l. Caracteristicas moleculares

Las células MCF-7 pertenecen al subtipo molecular luminal A y son positivas para
RE (especialmente el REa) y RP, ademas de contar con receptores para
andrégenos y glucocorticoides (35). El crecimiento de estas células no solo depende
de la disponibilidad de estrogenos, sino que también se ve influenciado por
receptores de factores de crecimiento asociados a la membrana plasmatica como
el HER2 y el receptor de crecimiento epidérmico (EGFR), ambos presentes en la

estructura celular (36).

Cabe mencionar que la escasa angiogénesis parece limitar el crecimiento de
tumores de células MCF-7, puesto que expresan en muy bajos niveles los factores
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), a pesar de contar con los 4 tipos (A, B,
C y D) mas los receptores VEGF-R1 y VEGF-R2 (37). Las caracteristicas propias
de epitelio diferenciado que poseen las células MCF-7 estan relacionadas tanto con
la presencia de B-catenina y E-caderina como con la ausencia de vimentina y
fibronectina (38).

13
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Figura 4. Perfil molecular de la linea celular MCF-7. Se enlistan algunos de los factores de
crecimiento y moléculas que interceden en las propiedades tumorales de las células MCF-7,

resaltando la interaccién que pueden tener con las células madre mesenquimales (MSC) (36).

111111, Aplicaciones en biomedicina

El hecho de que las células MCF-7 sean positivas a todos los biomarcadores que
se mencionaron con anterioridad hace que esta linea celular sea una herramienta
viable en experimentaciones in vitro, siendo el RE el marcador mas estudiado (33).
Asimismo, tienen la capacidad de generar subpoblaciones con genotipos variados,
atributo que se aprovecha para crear variantes de células MCF-7 resistentes a
farmacos empleados en quimioterapia o en terapia hormonal, principalmente

aquellos dirigidos al RE (39).
[I.IV. Kalanchoe pinnata

II.IV.]. Distribucidon geografica

El género Kalanchoe, perteneciente a la familia Crassulaceae, comprende alrededor
de 1500 especies con una distribucion predominantemente en los trépicos de la

Africa continental y Madagascar, de donde originariamente proviene. (40). Aun asi,
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los climas templados y calidos le han sido favorables a este género de plantas para
extenderse por una gran parte del globo terrestre, introduciéndose en un principio
por el sureste de Florida (EU), las Bermudas, las Bahamas y eventualmente en la
América tropical (41). Para el caso de Kalanchoe pinnata, actualmente se le
considera una especie exoética invasora en muchos paises incluyendo a México,
siendo los bosques tropicales caducifolios y perennifolios ademas de los bosques
mesofilos de montafia su principal habitat (42).

Figura 5. Kalanchoe pinnata (Imagen propia).

11.IV.1l. Propiedades y usos cotidianos

La historia de K. pinnata en la etnobotanica de muchas culturas ha permanecido
vigente mediante los remedios medicinales que se derivan de las propiedades de
esta suculenta. Uno de los usos mas comunes que tiene esta planta es como agente
topico para tratar quemaduras, dermatitis, abscesos y picaduras de insectos,
aunque sus aplicaciones pueden ir mas alla al emplearse como antidiarreico,
antivomitivo, analgésico, diurético e inclusive como antimicrobiano para mitigar
infecciones sistémicas (43). Se ha demostrado que el alcance terapéutico que llega
a tener K. pinnata se evidencia también en su capacidad para atender los célculos

renales, las Ulceras gastricas, la diabetes y el cancer (44).

En México, esta suculenta también se le conoce por “siempreviva’ y dada su

distribucion en el territorio por la variedad de climas en el mismo, recibe un uso
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Figura 6. Estados de México donde se hace uso de K. pinnata como planta medicinal.
Michoacéan, Puebla, Hidalgo, Veracruz, Chiapas, Tabasco y Yucatan son los estados de la

Republica en los que se tiene evidencia de la actividad etnobotanica de K. pinnata (42).

medicinal en estados del sur y centro del pais, principalmente. Michoacan, Puebla,
Veracruz y Oaxaca son algunos de los estados en los que se prepara K. pinnata en
diferentes presentaciones para aliviar dolencias, como en infusiones, emplastos,

macerados o bien con otras decocciones para su ingesta (42).

I.IV.1ll. Tamizaje e investigacion farmacolégica

Existe una amplia variedad de estudios que denotan la cantidad de fitoquimicos que
es posible identificar en los extractos metandlicos, etandélicos y acuosos procesados
a partir de fracciones de K. pinnata, y dentro de los cuales encontramos flavonoides
(quercitina), acidos fendlicos (acido galico), bufadiendlidos, terpenos, alcaloides,
cardiendlidos, entre otros compuestos de interés (45,46). El hecho de que K. pinnata
sea rica en minerales y microelementos como zinc, hierro, sodio, fosforo, potasio y
calcio, al igual que en vitaminas como acido ascoérbico, fosfoenolpiruvato,
fiboblavino, tiamina, entre otras, llama la atencién de la comunidad cientifica para

hacer de esta planta una alternativa viable en el tratamiento de enfermedades (47).

Las investigaciones mas recientes en torno a K. pinnata se enfocan en escudrifiar

el impacto de sus fitoquimicos. Se sabe que tanto los flavonoides como los acidos
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fendlicos, al ser metabolitos secundarios, cumplen con la actividad antioxidante de
la planta al captar radicales libres en procesos de oxidacion celular, por lo que su
valor terapéutico es de ser reconocido (48). En el caso de los bufadiendlidos, sus
efectos se demuestran con la inhibicion de la activacién de virus como el de Epstein-

Barr y el VPH, por lo que es importante mencionar que su actividad antiviral es un
rasgo mas que afadir a la lista (44).
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lll. ANTECEDENTES
[ll.I. Efecto antitumoral de K. pinnata

Aunque los efectos biologicos de los extractos elaborados a partir de Kalanchoe
blossfeldiana se encuentran ligeramente mas acentuados que los de K. pinnata (49),
no significa que los fitoquimicos de esta Ultima y de otras especies no puedan ser
aprovechados como agentes adyuvantes. Después de todo, hoy en dia es posible
hallar una gama heterogénea de investigaciones que revelan la accién antitumoral

de esta suculenta en diferentes modelos experimentales.

Se ha reportado que los extractos sintetizados a partir de las hojas de K. pinnata
han probado ser efectivos agentes citotoxicos en distintas lineas celulares de
cancer. De acuerdo a Bogucka-Kocka et al. (50) las fracciones de esta planta
pueden inducir una apoptosis que depende de la dosis de extracto aplicado en la
linea celular H9 (linfocitos T humanos normales) y J45.01 (leucemia linfoblastica
aguda de células T humana), contando con una Clso muy baja en comparacion con
la de otras especies como K. daigremontiana, K. milloti y K. nyikae. Por otra parte,
Afzal et al. (51) describieron en roedores que el extracto acuoso de K. pinnata
también se ha mostrado provechoso al revertir los niveles de triglicéridos y colesterol
a sus valores normales durante una hepatocarcinogénesis inducida por la N-
dimetilnitrosamina, un poderoso carcin6geno que se encuentra en el ambiente,
demostrando asi que las condiciones hiperlipidémicas causadas por la exposicién
a este compuesto son corregidas por la accién antioxidante de la suculenta.

Lo anterior fundamenta cada vez mas la hipotesis de que la actividad antitumoral de
K. pinnata esta fuertemente vinculada con la captacién de radicales libres oxidativos
y del aumento de la actividad antioxidante, sin embargo, también es oportuno
mencionar sus efectos en oncovirus y la detencion del progreso tumoral. Como bien
se menciond en el apartado anterior, los componentes bioactivos de K. pinnata,
especialmente los bufadiendlidos, son capaces de reducir la viabilidad de particulas
virales oncogénicas, conclusibn que se ve respaldada por los mecanismos

inhibitorios que desencadenan estas moléculas sobre el factor de transcripcion AP1
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en la linea celular de cancer cervical humano HelLa positiva a VPH18, proteina
esencial para la expresion de oncogenes en estas células tumorales (52). De la
misma forma ocurre con el virus de Epstein-Barr, pues se comprobé que moléculas
como la briofilina A y otros bufadiendlidos aislados de K. pinnata pueden mantener

la viabilidad hasta un 100% de la linea celular Raji dada la activacién del virus (53).
[II.II. Participacion del gen FTO en el metilosoma del cancer de mama

Hoy en dia estd mas que constatado que la obesidad y el sobrepeso vistos como
trastornos alimentarios pueden fungir como uno de muchos factores de riesgo para
el desarrollo de neoplasias (54), de modo que es féacil inferir que los genes
involucrados en el mantenimiento del peso corporal, como FTO, deben ser
responsables de favorecer el desarrollo tumoral. Segun Liu et al. (55) los niveles de
ARNmM de FTO son notablemente altos en las lineas celulares de cancer de mama
humano MCF-7 y MDA-MB-231 comparados con los de las células de mama
HCC1937, indicando que la sobreexpresion del gen lo convierte en un importante
biomarcador en este tipo de tumores. En si, los subtipos de cancer de mama
positivos para HER-2 (MDA-MB-453 y SKBR3) poseen elevados niveles de FTO por
encima de lineas celulares como T47D, BT474 y BT549, incluidas MCF-7 y MDA-
MB-231 (56).

Los mecanismos moleculares que caracterizan a FTO como un oncogén en el
cancer de mama yacen en el aumento del metabolismo energético en estas células,
puesto que se estimula la via de sefializacion PISK/AKT ademas de que la glicolisis
se ve favorecida al incrementar la actividad de las enzimas piruvato cinasa y
hexocinasa, eventos que llevan a la alza la produccion de ATP y consecuentemente
la viabilidad del tumor (55). La sobreexpresiéon de FTO también participa en la
suspension de la apoptosis gracias a la inhibicién de la BNIP3, una proteina
proapoptética que pertenece a la familia Bcl-2 (57). Estos descubrimientos
proponen que FTO desempefia una funcion crucial en el rendimiento energético y
el crecimiento celular en el cancer de mama, lo que hace de este gen un potencial

blanco terapéutico.
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[HILILIN. Participacion del gen HDAC2 en al acetilosoma del cancer de mama

Al igual que en FTO, los niveles de expresion de HDAC2 pueden alterar las
condiciones de una célula sana para que adquiera un fenotipo tumorigénico, y en el
cancer de mama no es la excepcién. Es sabido que en pacientes con la enfermedad
poseen una mayor expresion de HDAC2 y que esto se correlaciona con el grado
histologico del tumor y la estadificacion del cancer, siendo el de peor prondstico el
mas asociado (58). Lo anterior se fundamente con la investigacion de Xu et al. (59)
en tumores de cancer de mama triple negativo, pues se reportd que el knockdown
de HDAC2 en modelos in vivo ralentiza el crecimiento celular y la metastasis e
incluso reduce la produccion del ligando 1 de muerte programada (PD-L1), una
proteina de control que se encuentra en la superficie de las células tumorales y que

permite la evasion de la respuesta inmune.

Un dato que tomar en cuenta es el que nos proporciona un estudio encabezado por
Kamarulzaman et al. (60) en el que se disminuye la expresién de HDAC?2 y del
represor transcripcional REST por accion de un antifingico llamado tricostatina A
(TSA), accion que conlleva a que la linea celular MCF-7 adopte un fenotipo mas
agresivo. Esto se debe a la actividad de esta histona desacetilasa al ejercer un
control en la insercion de los canales de sodio dependientes de voltaje Navl.5y
nNavl.5 en la membrana de las células MCF-7, argumentando asi que su
regulacion a la baja se traduce en una alta tumorigénesis. Los hallazgos descritos
sugieren que las funciones de HDAC2 se ven condicionadas por las de otras

enzimas o factores de transcripcion encontrados en lineas celulares diferentes.

20



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ultimas décadas se ha presenciado un aumento en las tasas epidemiologicas
de enfermedades con pobre prondstico sobre todo en paises en vias de desarrollo
con poblaciones mas vulnerables que otras, perjudicando los sectores de salud
publica hasta significar una crisis sanitaria y econémica. El cancer destaca en esta
lista por ser un claro ejemplo de este fendmeno, posicionandose como uno de los

padecimientos con indices de mortalidad alarmantemente elevados a nivel global.

Dentro de la variedad de tumores malignos mas comunes que afectan a la poblacién
femenina del mundo, el cAncer de mama se encuentra en primer lugar. La magnitud
de la situaciéon se ve acentuada con el transcurso del tiempo pese al avance
cientifico en la medicina moderna. Esto tiene fundamento en reportes del afio 2012,
los cuales manifiestan que durante ese afio fueron registrados 1.67 millones de
casos nuevos, que asi mismo figuraron como el 25% de todos los casos de cancer
(61). En el aflo 2020, hubo 2.3 millones de mujeres diagnosticadas con la
enfermedad, ademas de 685,000 muertes contabilizadas globalmente (62). Estos
datos hacen de esta patologia una emergencia de salud en la mayoria de los paises,

sin distinguir nivel socioecondmico.

La busqueda de novedades terapéuticas por parte de la comunidad cientifica ha
abierto una brecha que desde las ultimas décadas dio acceso a un amplio catalogo
de alternativas para el tratamiento de enfermedades cuyas mortalidades son signo
de alarma en la poblacién mundial, sin embargo, no ha sido suficiente para aminorar
el nimero de decesos que cada afio se registran a causa del cancer de mama. La
tarea incluso se vio eclipsada por los recientes acontecimientos en relacion a la
pandemia por COVID-19 y los esfuerzos por erradicar el virus que la provoco. Lo
mencionado exige el desarrollo de propuestas sanitarias innovadoras e
investigaciones en torno a la prevencién de futuras catastrofes, sin descuidar a la

oncologia a fin de reducir costos tanto materiales como humanos.
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V. OBJETIVOS
V.l. Objetivo general

Analizar la actividad bioldgica del extracto acuoso de K. pinnata en la linea celular

de cancer de mama MCF-7.
V.II. Objetivos particulares

= Medir la migracion celular mediante un ensayo de cicatrizacion de herida en

células MCF-7 al ser tratadas con extracto acuoso de K. pinnata.

= Determinar la viabilidad de células MCF-7 a través de un ensayo de MTT al

exponerlas a diferentes concentraciones de extracto acuoso de K. pinnata

= Cuantificar la expresion de los genes FTO y HDAC2 en células MCF-7

después de ser tratadas con extracto acuoso de K. pinnata.
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VI. MATERIAL Y METODOS
VI.I. Recoleccién de K. pinnata y preparacidon del extracto acuoso

En los primeros dias de trabajo sobre el proyecto, las tareas se enfocaron en la
basqueda bibliografica para la localizacion de Kalanchoe pinnata, una vez
localizada se procedié a su recoleccion, luego de lo cual se hizo la separacion y
lavado de las hojas para iniciar el proceso de secado. Luego que las hojas
estuvieron completamente secas fueron pulverizadas para obtener el extracto

acuoso.
La planta fue llevada a un herbario para su identificacion.
VI.II. Ensayo de viabilidad celular

El primer ensayo en llevar a cabo fue el de viabilidad celular y consistié en cultivar
células MCF-7 en 24 pozos de una microplaca de 96 pozos. Se optd por esa
cantidad de pozos con el fin de aplicar extracto acuoso de K. pinnata en 8

concentraciones diferentes y asi contar con un triplicado de pocillos por cada
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Figura 7. Las concentraciones de extracto con su correspondiente triplicado de pozos se

ordenaron de menor a mayor (arriba hacia abajo) para evitar equivocaciones a la hora de pipetear

el contenido.
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concentracion de extracto. La diferencia entre las concentraciones fue de 15
unidades para mantener un buen margen de obtencion del CCso y se ordenaron

como se ilustra en la figura 7.

Se hicieron los calculos necesarios para obtener el volumen requerido de la solucién
stock de extracto que se usaria en la preparacion de las 7 concentraciones, teniendo
presente la capacidad de un pozo (200 ul) y un volumen adicional por el error de
pipeteo. Del mismo modo, se cuantificé una alicuota de células MCF-7 mediante
una camara de Neubauer a fin de conocer el volumen que se dispondria de una
solucion concentrada de células para aislar 240,000 de estas Yy distribuir 10,000 en

cada pozo de los 24 ya establecidos para el procedimiento.

Luego de haber sembrado las células satisfactoriamente en medio DMEM
suplementado con SBF 5%, se prosiguio con la aplicacion del tratamiento en sus
diferentes concentraciones, incorporando una nueva alicuota del medio
suplementado junto con el volumen de extracto preciso para cada triplicado de

pocillos. El cambio de medio se realizé cada 24 h durante 3 dias.

En el cuarto dia, se prepar60 una la solucion de 0.5 mg/ml de MTT que
posteriormente se agrego a los 24 pozos (100 pl por pocillo) después de haberles
retirado el medio. La microplaca se dej6é incubando durante 3 horas y media. Tras
finalizar el tiempo de incubacion, se descartd el contenido de los pozos y se
pipetearon 100 pl por pocillo de una solucion de isopropanol al 0.01N de HCI,
procurando que los cristales de formazan producidos tras la incubacion con el MTT
se disolvieran en su mayoria. Se cred un noveno triplicado que contuviera
Gnicamente la solucién de isopropanol y HCI para considerar la absorbancia que
pudiera arrojar como control negativo. Luego de solubilizar los cristales, la
microplaca se introdujo en el espectrofotdmetro para analizar las absorbencias que

tenia cada triplicado a 590 nm. Los datos se almacenaron en una memoria USB.
VLIIl. Ensayo de migracién celular

Para el ensayo de migracioén se cultivaron células MCF-7 en dos placas de 6 pozos

con medio DMEM suplementado con SBF al 5% (1.5 ml por pozo). Cuando se
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alcanzé una confluencia adecuada se establecié una de las placas como el grupo
control y la otra como el grupo experimental en el que se aplicaria la CCso de
extracto ya calculada a partir de los datos que midio la espectrofotometria del

ensayo anterior.

En los 3 pozos superiores de ambas placas se definieron manualmente las heridas
en forma de “#” con ayuda de una punta para pipeta de 200 pl y una regla para
mantener estable la direccion de la punta. El disefio de las heridas se decidi6 con el
propésito de tener mas zonas de evidencia de la cicatrizacién. De esta forma, tanto
en el grupo control como en el experimental contaron con pozos con herida y otros

intactos, como se muestra en la figura 8.

Grupo control Grupo experimental
/ 1 2 3 \ / 1 2 3 \
Pozos con A [/ —\l I/ —\l I/ _\l A I/ —\l I/ —\l I/ _\l
herida L W\ W W\
Pozos sin
herida ] B B

- AN /

Figura 8. Ubicacion de pozos con y sin herida en los grupos control y experimental.

Una vez definidas las heridas, se hizo un enjuague de los pozos con PBS para
remover restos celulares que pudieran impedir la visualizacion de la placa en el
microscopio invertido. Inmediatamente se agrego el volumen correspondiente de
medio suplementado a los pozos del grupo experimental tomando en cuenta la CCso
de extracto, de modo que cada pozo tuviera un volumen final de 1.5 ml. Los pozos

del grupo control se cargaron solo de 1.5 ml del mismo medio.

Después de tener ambas placas con sus respectivos volumenes, se observaron en
el microscopio invertido para localizar las zonas con mejor delimitacion de las
heridas. Se tomaron fotografias de los sitios y las placas fueron colocadas en la

incubadora. Cada 24 h se realizé un cambio de medio nuevo y con una nueva
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alicuota de extracto en el caso de los pozos del grupo experimental, tomando
evidencia fotografica del proceso de cicatrizacion en las mismas zonas. El
procedimiento se repitié hasta las 72 h.

Las imagenes capturadas durante las 72 h se analizaron con el software ImageJ
(Java) (63) a fin de establecer el area de la zona de cicatrizacion (figura 9).
Finalmente, los datos se graficaron para comparar, de ser posible, el cierre gradual
de la herida en los grupos control y experimental.

Figura 9. Delimitacién de la herida y obtencion de su area mediante el software J Image (Java).

VI.IV. Ensayo de expresién génica

El ensayo de expresion génica retomd los grupos control y experimental del ensayo
de migracion, procediendo con una extraccion de ARN de las células de cada uno
de los pozos de ambas placas. Se emplearon 500 pl por pozo del reactivo TRIzol
(Invitrogen) para despegar las células y el contenido se transfirié a tubos de 1.5 ml,
teniendo 12 tubos al final. A partir de este punto se sigui6 el protocolo de extraccion
de ARN que proporciona la guia de usuario del reactivo. Cuando se obtuvieron los
12 tubos de ARN eluido en agua libre de ARNasas, se mezcl6 el contenido que
provenia de un mismo triplicado de pozos con células, obteniendo un total de 6

tubos.
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Para evaluar la calidad del ARN aislado se hizo una electroforesis en gel de agarosa
al 1% con las 6 muestras resultantes. Igualmente, se prepararon alicuotas para
analizar 1 pl de las muestras en el espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo

Scientific), incidiendo en datos como la concentracion (ng/ul) y la relacion A260/280.

Tan pronto como se verificO una pureza y concentracion Optimas, se realiz6 la
sintesis de ADN complementario a partir de las muestras de ARN utilizando el kit
ImProm-1I™ Reverse Transcription System (Promega) de acuerdo al protocolo del
fabricante. Después de obtener el ADN complementario de las 6 muestras, se dio
inicio a la cuantificacion de la expresion génica relativa mediante una reaccién de
PCR en tiempo real, empleando una mezcla de 1X SYBR Green, 1 ul de ADNc y
0.2 uM de los iniciadores para FTO y HDAC2. Por cada muestra de ADN
complementario se prepararon tres mezclas con iniciador para FTO y otras tres para
el de HDAC2.

Los iniciadores fueron disefiados con la herramienta Primer-BLAST de NCBI y se
solicitd su sintesis a la compafiia UNIPARTS. La reaccion se llevo a cabo en el
sistema de PCR en tiempo real StepOne™ (Applied Biosystems) y se us6 HPRT1

como gen de referencia (gen enddégeno).
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VII. RESULTADOS
VII.I. Recoleccién de K. pinnata y preparacion de extracto acuoso

Gracias a algunos testimonios y a la informacion recabada en internet, se logré
identificar a la planta en cuestién, cerca de las orillas del municipio de Cosautlan de
Carvajal, en el estado de Veracruz. Los datos taxonémicos, geograficos y del lugar
de recoleccion fueron recopilados en una ficha técnica, tal y como se ilustra en la

figura 10.

Crassulaceae
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (Stevens et al, 2001)

México: Veracruz. Municipio Cosautlan de Carvajal.
Localidad Vaqueria

19°18°56.5" N, 96°57°28.3" W, 1240 msnm
Encontrada a orilla de carretera en suelo rocoso y
sembradios de café, rodeada de bosque bajo tropical
perennifolio.

Col. A. F. Vargas
12 de diciembre 2021

Figura 10. Ficha técnica del ejemplar de K. pinnata recolectado.

Para la identificacion taxonémica de la planta, se realiz6 un montaje con los
ejemplares que mejor conservaron las estructuras vegetativas. Para dicha tarea se
elaboraron dos prensas con tablas de madera que pudieran ajustarse con tornillos,
de tal forma que todos los 6rganos de la planta se dispusieran ordenadamente y sin
sobreponerse (figura 11). Los montajes se trasladaron al Herbario Medicinal del

IMSS, ubicado en la CMDX, para la confirmacion de la especie.

Una vez confirmada la especie, se dio paso a remover todas las hojas de los

ejemplares recolectados para ser lavadas con jabdn y posteriormente dejarlas secar
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Figura 11. Montaje de K. pinnata para su posterior identificacion.

a temperatura ambiente a fin de eliminar cualquier resto de agua. Seguido de esto,
se indujo el secado completo de las hojas con ayuda de un foco incandescente,
hasta que pudieran ser pulverizadas para obtener particulas finas. El procedimiento
se llevé a cabo con un mortero y su pistilo para macerar las hojas secas,
produciendo 1 g de producto. El sobrante de hojas se almacen6 en bolsas de
plastico al vacio para evitar su contaminacion. El gramo de polvo fino se coloco en
una infusion durante 30 minutos con 100 ml de agua destilada hervida, pues la
concentracion requerida para el extracto es de 10 mg/ml. Pasando este tiempo la

mezcla se filtr6 y esterilizd, finalizando en su conservacion a 4°C hasta su uso.
VILII. Viabilidad celular

Una vez finalizado el experimento para conocer la viabilidad de las células MCF-7
tratadas con el extracto de K. pinnata se realizé el analisis estadistico. Los datos de
las absorbancias de cada triplicado obtenidos por espectrofotometria fueron
promediados y se les restd la media del control negativo, con el fin de obtener
valores mas precisos. De esta manera, se tomé la absorbancia ajustada del

triplicado A como el 100% para calcular el porcentaje del resto de las filas.
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Se cred la linea de tendencia polinbmica para contar con la ecuacion de la misma,
como se muestra en la grafica 1. A partir de esta informacion se calcul6 la CCso se
obtuvo un resultado de 40.56 pg/ml.
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Gréfica 1. Viabilidad celular en funcion de la concentracién de extracto de K. pinnata. El calculo
de la CCso se obtuvo a partir de la ecuacién de la linea de tendencia polinébmica que siguen los
datos porcentuales de la grafica.

VILIII. Migracion celular

Después de haber cultivado las células hasta alcanzar una confluencia del 70% se
realizaron las heridas con una punta de pipeta y se llevé a cabo la captura de las
imagenes, tomando como referencia el cierre de la herida en el grupo control. Las
fotografias recopiladas durante las 72 h de duracion del ensayo fueron comparadas
para visualizar la cicatrizacion de las heridas en ambas placas. En el caso del grupo
control, las células MCF-7 se dividieron aceleradamente a tal punto de cerrar la

herida casi por completo al término del ensayo, tal como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Fotografias de la cicatrizacién de la herida en el grupo control. El proceso de

cicatrizacion tuvo un progreso rapido y constante, estando ambos extremos de la herida a punto

de entrar en contacto.

En cambio, al agregar el extracto de K. pinnata en el grupo experimental provoco
que las células mantuvieran una tasa de proliferacién baja y por consiguiente la
cicatrizacion de la herida se vio interrumpida casi en su totalidad, tal y como se
observa en la figura 13. Lo anterior se vio corroborado en la grafica 2, pues los datos
concernientes a las areas de las heridas en el grupo experimental permanecieron
constantes durante las 72 h, mientras que los valores del grupo control
descendieron proporcionalmente cada 24 h.
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Figura 13. Fotografias de la cicatrizacion de la herida en el grupo experimental. El extracto de K.

pinnata impidio la cicatrizacion de la herida en el grupo experimental, manteniendo constantes

las dimensiones de la misma.
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Grafica 2. Cicatrizacion de heridas en ensayo de migracion. La presencia de extracto impidio

progreso alguno en la cicatrizacion de la herida durante las 72 h de duracion del ensayo. ** P<0.01
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VILIV. Electroforesis de muestras de ARN en gel de agarosa al 1% vy

cuantificacion por espectrofotometria

Después de llevar a cabo las extracciones de ARN de las células resultantes del
ensayo de migracion y de haberse corrido en un gel de agarosa al 1%, este ultimo
fue observado mediante un transiluminador para evaluar la integridad de las
muestras (figura 14). Fue posible distinguir las tres bandas caracteristicas del ARN
en las que se identifican las subunidades 28S, 18S y 5S. El contraste es notorio
entre las muestras de los pozos sin extracto y las de aquellos a los que se les aplico

el tratamiento, pues las bandas de las primeras cuentan con mayor intensidad.

ARNS5S —»

I
Y %

Figura 14. Electroforesis de muestras de ARN de grupos control y experimental. Las bandas de
las muestras sin tratamiento de extracto de K. pinnata se muestran con mayor intensidad. SE: sin

extracto; CE: con extracto; H: herida; HyE: herida y extracto.

La adicién de extracto de K. pinnata disminuye la concentracién del ARN en las
muestras. La informacién recabada por la espectrofotometria refuerza lo anterior
planteado al observar que las concentraciones de los ARNs del grupo control se
encontraban hasta 10 veces mas concentrados que los del grupo tratado con

extracto (tabla 1).
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Tabla 1. Concentracion y relacion 260/280 de las muestras de ARN de los grupos control y

experimental.

Muestras Concentracion (ng/ul) | Relacion 260/280
Sin extracto (SE) 2555.39 1.99
Con extracto (CE) 281.95 1.89
Herida (H) 2011.49 2.03
Herida y extracto (HyE) 205.83 1.94

VII.V. Expresién génica

Los iniciadores obtenidos con la herramienta Primer-BLAST de NCBI se describen
en la tabla 2. Para FTO se obtuvo un fragmento de 132 pb, para HDAC2 de 185 pb,
y para HPRT1 de 160 pb .

Tabla 2. Iniciadores forward y reverse para FTO, HDAC2 y HPRT1.

Gen para el que codifica | Sentido Secuencia 5’-3’
Forward | 5-TGG CTC AAC TGG AAG CAC TG-3'
FTO Reverse | 5-CAG TGA GCG AGG CAA GGA TG-3
Forward | 5-AGG TCG AAG AAATGT GGC TG-3'
HDAC2 Reverse | 5-GTC AAATTC AGG GGT TGC TG-3
Forward | 5-GTA ATC CAG CAG GTC AGC AA-3
HPRT1 Reverse | 5-TGC TGA GGA TTT GGA AAG GG-3’

Luego de que la reaccion de PCR en tiempo real proporcionara los datos
necesarios, se procedi6 a calcular la expresion génica relativa de los genes FTO y
HDAC?2. Para esto se empleé el método delta delta Ct (2-22C) que utiliza los valores
de Ct’s procedentes de grupos control y experimental. Los resultados obtenidos en

“veces de expresion” (fold changes) se presentan en las graficas 3 y 4.

34



Expresion relativa de FTO

3
ke
[
*
[
2
c
o
B
4
o
x
o
o
o
1
[
o
o
>
1 T
0
SE CE H HyE
Tratamientos
Expresion relativa de HDAC2
3
"
T |
2
c
0
‘a
o
o
x
o
o
©
[
o
o
o
>
1 T
0

SE CE H HyE
Tratamientos

Gréficas 3y 4. Expresidn relativa de FTO y HDAC2. Condiciones como la presencia de herida y
la exposicion al extracto de K. pinnata reducen la expresién de ambos genes. SE: sin extracto;
CE: con extracto; H: herida; HyE: herida y extracto. * P<0.05; *** P<0.001.
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Los datos graficados prueban que en las células tratadas con extracto la expresion
del gen FTO se ve mas acentuada que en el grupo control; el mismo fendmeno
ocurre con el gen HDACZ2, pero con un cambio minimo. Sin embargo, la presencia
de herida tanto en el grupo control como en el experimental reduce la expresiéon de

ambos genes y mas aun cuando se afiade el extracto, sobre todo para FTO.

36



VIlI. DISCUSION

La familia Crassulaceae comprende cerca de 1,500 especies de las cuales la
mayoria cuenta con propiedades medicinales muy diversas y que permanecen
vigentes en la herbolaria de muchas culturas (64). EI género Kalanchoe en
particular, engloba un historial etnofarmacolégico amplio que actualmente ha
cobrado la atencion en el campo de la medicina alternativa para integrar los
compuestos bioactivos de estas especies en el tratamiento de enfermedades con
pronadstico critico y estadisticas al alza (65). Uno de estos alarmantes padecimientos
es el cancer de mama, pues tan solo en el afio 2020 se registraron 2,261,419 casos
nuevos, ademas de 684,996 decesos en el mismo periodo (66), cifras que opacan
las de otros tipos de cancer y que hacen de esta enfermedad una emergencia

sanitaria mundial.

La busqueda de terapias novedosas dirigidas al cancer de mama ha encaminado
numerosas investigaciones en torno a los beneficios de incluir los fitoquimicos de
este género de plantas como agentes adyuvantes o neoadyuvantes, por lo que el
presente estudio enfocd sus objetivos en describir los efectos potenciales de la
especie Kalanchoe pinnata para mitigar el fenotipo tumoral de la linea celular de
cancer de mama MCF-7. A diferencia de las células MDA-MB-231, las MCF-7
adoptan un estado menos agresivo y por lo tanto poseen una capacidad de invasion
y de migracion inferiores (67), cualidades que fueron consideradas para facilitar el
andlisis a detalle de las repercusiones del extracto de K. pinnata. Otra de las
caracteristicas en las que difieren las dos lineas celulares y que se tomd en cuenta
en el estudio es la ausencia de RE en el caso de las células MDA-MB-231, puesto
gue los resultados obtenidos sobre las células MCF-7 brindan informacion de interés

para los subtipos de cancer que son positivos a este receptor (35).

Asimismo, el hecho de considerar genes como FTO y HDAC2 para la investigacion
tiene su importancia en la funcion que cumplen las enzimas para las que codifican
y su relacion con el epitranscriptoma de la célula tumoral. Por un lado, la actividad
de la desmetilasa codificada por FTO permite el mantenimiento del peso corporal al
intervenir en la regulacién de los niveles de hormonas implicadas en la ingesta de
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alimentos, no obstante, su desregulacion contribuye al desarrollo de neoplasias
como el cancer de mama (23,55); y, por otro lado, la histona desacetilasa codificada
por el gen HDAC2 cataliza la remocidén de grupos acetilo en las histonas y otras
proteinas (receptores) cuyas modificaciones postraduccionales determinan el curso
de enfermedades crénico degenerativas (30-32), de modo que el cancer de mama

esta incluido en la lista.

Tras la exposicion a diferentes concentraciones de extracto de K. pinnata, la
viabilidad de las células MCF-7 se redujo considerablemente conforme ascendia la
cantidad de extracto incorporada en el ensayo, demostrando asi que existe una
fuerte correlacion entre la dosis de extracto y el efecto citotdxico sobre las células.
Del mismo modo se probo que la migracion y la expresion de genes de relevancia
oncogénica como FTO y HDAC2, se ven alteradas notoriamente por la presencia
de extracto, dando como resultado una escasa promocion tumoral. De acuerdo a
los antecedentes recabados, se conoce que el impacto de los metabolitos presentes
en esta suculenta va desde la inhibicion de la transduccion de sefiales hasta la
induccion de la apoptosis, suprimiendo propiedades como la proliferacion, la
migracion y otros procesos como la invasion y la metastasis (68).

Lo anterior se apoya en los efectos reportados de la quercetina y el kaempferol,
flavonoides aislados de K. pinnata, que son la detencion del ciclo celular en la fase
G1 dada la inhibicion de la ciclina D1, el gen p21 y el factor de transcripcion Twist
(69), y la subexpresion de la proteina antiapoptética Bcl-2 al mismo tiempo que la
expresion de la proteina proapoptotica BAX (70). Lo ultimo también ocurre con
bufadioenolidos como la cinobufagina (71), siendo la regulacién BAX/Bcl-2 uno de
los principales blancos para desencadenar la apoptosis por parte de los fitoquimicos

hallados en el tamizaje de esta suculenta.

En cuanto a los acidos fendlicos encontrados en K. pinnata, como el acido gélico y
el acido cafeico, es sabido que ambos inducen la apoptosis de las células MCF-7 al
acentuar la expresion de genes clave como p53, p21 y Mcl-1 (72). Como caso
aislado, el acido galico estimula la via de sefalizacion Fas/FasL para promover la
actividad de la caspasa 8, ademas de aumentar la produccion de BAX y de liberar
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el citocromo ¢ del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citosol (73).

Consecuentemente, estos eventos presiden la fase apoptotica en esta linea celular.

La cicatrizacion de las heridas por parte de las células MCF-7 se vio afectada por la
presencia del tratamiento con extracto a medida que transcurrian las horas. Esto
puede tener un fundamento en la accién de la quercitina al disminuir los niveles de
MUCH1, glicoproteina transmembrana que se une a la B-catenina y a los miembros
de la familia del EGFR; y de CXRC4, un receptor de alfa-quimiocinas, resultando en
una reduccion de la capacidad migratoria de las células tumorales de mama, asi
como en la disminucion de la invasion y la metastasis (74). Por otra parte, el
kaempferol igualmente obstaculiza la migracién celular al inhibir la via de
sefalizacion PIBK/mMTOR/MMP, ya que se limita la actividad de proteinas como
MMP-2, MMP-9, PI3K, Akt, mTOR y S6K, las cuales estan involucradas en este
proceso (75).

Los datos arrojados por el ensayo de expresidon génica evidenciaron la regulacion
gue ejerce el extracto sobre los niveles de FTO y HDAC2 en las células MCF-7,
reduciendo su expresién para ambos casos. Tan solo la quercetina y el kaempferol
han probado ser agentes antiobesidad al inducir un efecto inhibitorio en FTO y
también al reducir la actividad de la lipasa pancreatica y la absorcion de grasa (76).
De hecho, la quercetina administrada junto con otros farmacos como el orlistat
muestra una fuerte influencia en la inhibicion de FTO, incluso interrumpe procesos
como la lipogénesis y la adipogénesis una vez que bloquea el receptor de insulina

y la expresion del factor de transcripcion ligado a la adipogénesis (77).

La baja expresion de HDAC2 que se observo en los resultados tiene lugar dada la
actividad de compuestos derivados del acido cinamico (acidos cafeico y p-cumarico)
gue actuan como inhibidores de esta histona desacetilasa, |0 que a su vez aumenta
la expresion de otros genes como p21 para inducir la apoptosis como se mencion6
anteriormente (78). El kaempferol juega un papel igual de importante en la
acetilacion de histonas, ya que su presencia en diferentes lineas celulares produce
hiperacetilacion en estas proteinas, apuntando a un efecto inhibitorio dirigido a
HDAC2 que no depende de genes supresores como p53 (79).

39



IX. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confirman la actividad antitumoral de los compuestos
bioactivos de K. pinnata sobre las células MCF-7, manifestandose en una reduccion
considerable de la viabilidad de las mismas, la detencién total de su capacidad
migratoria y la disminucion de los niveles de expresion de oncogenes como FTO y
HDAC2. Se identificaron los mecanismos de accién de los fitoquimicos de K. pinnata
y sus efectos en el cancer de mama a nivel molecular, distinguiendo la funcion de
las vias de sefalizacién implicadas como PI3K/AKT/mTOR y de las proteinas
proapoptéticas y de migracibn como BAX y CXCRA4, al igual que los cambios de

metilacidn y acetilacién que explican la deplecion de ambos genes.

Existen interrogantes que deben ser investigadas mas a profundidad respecto al
efecto inhibitorio en FTO y HDAC2 que tiene por causa el estrés mecanico
ocasionado por la presencia de herida y extracto en el ensayo de migracion, puesto
gue, en vez de inducir un proceso compensatorio para asegurar la viabilidad y

migracion de las células, se observo el resultado opuesto.
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