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RESUMEN

El cdncer como grupo de enfermedades es la segunda causa de muerte a nivel mundial, tan
solo en el afio 2020, se estima fallecieron alrededor de 10 millones de personas por algln
tipo de cancer. El cancer de mama triple negativo representa del 10 al 20% de todos los
casos registrados, es un cancer agresivo y cominmente de mal pronéstico, siendo una grave
complicacién el proceso de metastasis, el cual permite que células tumorales puedan
colonizar e invadir distintas regiones del cuerpo, llegando a provocar hasta un 90% de
mortalidad en pacientes diagnosticados. El proceso de metdstasis es complejo e involucra
distintos factores como la migracién celular, angiogénesis, evasion de la apoptosis entre
otros. Ademas, existen modificaciones en el ADN y ARN que participan activamente en el
desarrollo del cancer, modificaciones como la metilacion, dentro de la cual, la mas conocida
es la metilacién en el ADN. Sin embargo, este fendmeno regulatorio también se presenta
en el ARN, principalmente en el ARNm precisamente en la sexta posicion de la adenosina
(N6 metiladenosina o m6A), la cual, al ser una modificacion reversible, es llevada a cabo por
un conjunto de proteinas que permiten, insertar la modificacion como lo hace la enzima
metiltransferasa METTL3, eliminarla, funcidon que lleva a cabo la desmetilasa FTO y leerla
como lo hacen las proteinas de la familia YTDH.

Actualmente la investigacidn para el uso de nuevos tratamientos es de vital importancia en
la lucha contra el cancer siendo los tratamientos de origen natural, como los extractos
vegetales, una potencial alternativa en la investigacién médica y de donde ya se han
obtenido farmacos que ahora tiene un uso generalizado para tratar el cancer como es el
caso de la vincristina.

En este trabajo se cultivd la linea celular comercial HCC1937, obtenida originalmente de una
paciente con cancer metastasico triple negativo. Las células fueron tratadas con el extracto
acuoso de K. pinnata, se realizd un ensayo in vitro de migracion de cierre de herida y
mediante un ensayo de gPCR se analizaron los niveles de expresion relativa de METTL3 y
FTO, se compararon los grupos expuestos al extracto de K. pinnata, en el ensayo de cierre
de herida, asi como el grupo con ambos tratamientos respecto al control.

Se observd que el extracto de K. pinnata inhibié significativamente la migracion in vitro de
las células HCC1937 a partir de las 48 horas de tratamiento, siendo significativo a las 72
horas. Al analizar la expresidn relativa de FTO después de exponer las células al extracto de
K. pinnata, asi como al grupo de ensayo de cierre de herida se observé un aumento
significativo en su expresidn, ademas al comparar el grupo expuesto con el extracto de K.
pinnata y el grupo de ensayo de herida, la expresion fue significativa. Respecto a METTL3 el
grupo expuesto al ensayo de herida mostré un aumento significativo de la expresion, sin
embargo, en el grupo expuesto al extracto se observd una disminucion significativa en la
expresién, mientras que en el grupo expuesto al extracto y a la herida se observd una
disminucion significativa. Estos resultados muestran que el extracto de K. pinnata, inhibe la
migracion de la linea celular tumoral HCC1937 ademdas de que provoca cambios en la
expresion de los genes del metilosoma FTO y METTL3, también se observé que la
interaccion del tratamiento con el ensayo de herida y el extracto de K pinnata, muestra
cambios estadisticamente significativos con respecto al resto, a partir de estos resultados



es posible sugerir al extracto de K. pinnata como un potencial agente anti metastasico
ademads de un potencial modulador epigenético in vitro, sin embargo mas estudios son
necesarios.



INTRODUCCION

Cancer

Podemos definir al cdncer como un conjunto de enfermedades capaces de originarse en
casi cualquier tejido u érgano del cuerpo, sucede cuando células anormales del cuerpo,
crecen de forma descontrolada. Cuando estas células sobrepasan sus limites habituales e
invaden partes adyacentes, propagandose a otros érganos del cuerpo, entonces podemos
hablar del proceso de metastasis?.

Los tipos de cancer mas comunes en hombres son el cancer pulmonar, de prodstata,
colorrectal, hepatico y estomacal, mientras que en mujeres lo son el cdncer de mama,
colorrectal, pulmonar, cervical y tiroideo.

El cancer tiene diversas causas tanto externas como el consumo de tabaco, contacto con
productos quimicos o radiacién, asi como factores internos como las mutaciones aleatorias,
condiciones de inmunidad y hormonales propias de cada persona?.

El cancer es la segunda causa de muerte en todo el mundo, tan solo en 2020 cobré la vida
de al menos 10 millones de personas?, con una mayor incidencia en paises desarrollados
(Figura 1). En México el cancer es la tercera causa de muerte dentro de la poblacién, puesto
gue cada ano se estiman 190,000 casos nuevos y aproximadamente 83,000 personas
pierden la vida por esta patologia. Se estima que por factores como la esperanza de vida y
factores de riesgo dentro de 20 afos el nimero de casos de cdncer en México aumente
hasta un 70%:1.

Estimated age-standardized mortality rates (World) in 2020, all cancers, both sexes, all ages
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Figura 1. Mortalidad por cédncer en el mundo en el 20222.



Cancer de mama triple negativo

El cdncer de mama triple negativo es un tipo de cadncer de mama que suele ser mas agresivo,
ademas de ser de dificil pronostico y tratamiento, se denomina triple negativo ya que sus
células no expresan receptores de estréogenos, de progesterona y del factor de crecimiento
humano HER-2, es por eso que los tratamientos suelen ser complicados ya que, al no poseer
estos receptores, la enfermedad no respondera a farmacos de terapia hormonal o que
actien de manera selectiva sobre la proteina (HER-2)3.

Se estima que por cada millén de casos de cancer de mama que se registran cada afio en
todo el mundo aproximadamente 170,000 casos corresponden a cancer de mama triple
negativo, representando del 10 al 20 % del total®.

Una de las razones por las cuales el cdncer de mama triple negativo es tan complejo
respecto a su desarrollo, asi como su tratamiento es gracias a la heterogeneidad, es decir a
la diversidad fenotipica que presentan las células respecto a un tumor primario, asi como
en sus células metastasicas™

Debido a la heterogeneidad del ambiente tumoral se han propuesto incluso una
clasificacién de al menos 4 subtipos de cancer de mama triple negativo, con base a la
expresion de diferentes perfiles moleculares que difieren en su prondstico, los cuales son
el tipo receptor de andrégenos luminal (AR; LAR; por sus siglas en inglés), el
mesenquimatoso (MES), inmunosuprimido de tipo basal (BLIS) y el inmuno activado de tipo
basal (BLIAL). A pesar de sus diferencias respecto al perfil molecular y pronostico todos los
subtipos poseen atributos para desarrollar metdstasis®.

Los tratamientos para combatir el cancer de mama triple negativo son principalmente la
cirugia y la radioterapia, pudiendo cambiar a inmunoterapia y al uso de distintos farmacos
dependiendo del progreso de los tratamientos iniciales. Se ha reportado que el uso de
tratamientos especializados para cada paciente podria mostrar resultados mas favorables,
tales como terapias con anticuerpos monoclonales, tratamientos con base en la microbiota
intestinal, asi como tratamientos basados en modulaciones epigenéticas’.



Incidencia de cancer de mama en mujeres de 20 aiios y mas por entidad federativa
2019
(Por cada 100 mil mujeres de 20 afnos y mas)

Nota: Se utilizo la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud
{CIE-10), codigo C50. Excluye casos con edad no especificada.
Fuentes: SALUD, Direccion General de Epidemiclogia (DGE). (2021). Anuarios de Morbilidad 1984-2019.
CONAPO (2018). Proyecciones de la Poblacion de México y de las Entidades Federativas, 2016-2050.

Figura 2. Incidencia de cancer de mama en México por estado y edad por cada 100 mil
mujeres?.

Metastasis

La metastasis representa la mas grave complicacidn por cancer de mama, ya que se estima
gue la tasa de supervivencia a cinco afios después del diagndstico de metastasis es tan solo
del 28%°.

Es un proceso complejo que permite que las células tumorales puedan colonizar sitios
distantes del cuerpo, es una grave complicacién y signo de un muy mal prondstico, a pesar
de que la metdstasis como proceso es altamente ineficiente, ya que se estima que
Unicamente el 0.01% de las células tumorales circulantes tienen éxito al desarrollarse® en
personas diagnosticadas la tasa de mortalidad puede llegar hasta un 90%°.

La metastasis en su desarrollo depende de diversos procesos fisioldgicos tales como la
motilidad de las células tumorales hacia los tejidos adyacentes, ademds del proceso de
intravasacioén, en el cual una célula tumoral penetra la pared de un vaso sanguineo o
linfatico, asi como su supervivencia dentro de él y la posterior extravasacién, para poder
colonizar érganos que le permitan invadir mas regiones del cuerpo, ademds de estos
procesos, la célula tumoral es capaz de adquirir capacidades que le permiten evadir
respuestas inmunes?!?,



Las gran mayoria de células que conforman a nuestro organismo estdn organizadas y
adheridas en tejidos bien definidosmediante interacciones entre célula-célula y célula-
matriz extracelular, manteniendo un orden fisico ademas de una red de comunicacién entre
las propias células, estas adhesiones celulares funcionan gracias a un vasto grupo de
moléculas conocidas como moléculas de adhesién celular (MAC)*?, las cuales también
funcionan como receptores en la membrana celular, estas moléculas pueden clasificarse en
4 grandes familias, selectinas, integrinas cadherinas e inmunoglobulinas. Este grupo de
moléculas son protagonistas en procesos como la migracién celular, la cual estd involucrada
en diversos procesos fisioldgicos como el desarrollo embrionario, respuestas inmunes,
cicatrizacidon de tejidos, asi como regeneracion de dérganos, sin embargo, la migraciéon
celular también marca el inicio y progresidon del cdncer ya que las células cancerosas
cambian su fenotipo adquiriendo capacidad de motilidad, superando la matriz extracelular
para posteriormente llegar a sitios distantes a través de medios vasculares o linfaticos y asi
invadir casi cualquier sitio en el organismo 3.

La migracién celular tumoral esta constituida por diferentes procesos, a partir de cambios
y mutaciones en su genoma las células cambian su morfologia, también sufren de pérdida
de polaridad epitelial que, conjugados con alteraciones en la expresion de las MAC, hacen
que las células pierdan su capacidad de unién entre células y la matriz extracelular. Todo
esto forma parte del proceso denominado como la transicion- epitelio-mesénquima, el cual
es un proceso ordinario en la remodelacién de tejidos durante el desarrollo embrionario,
mientras que en procesos patoldgicos como el cancer provoca cambios en el fenotipo
celular, siendo un mecanismo critico para la adquisicion de un fenotipo maligno en las
células tumorales, ya que ademas de perder la adherencia entre células y matriz, también
ocurren procesos como la expresion de enzimas que degradan la matriz extracelular, asi
como reorganizacion y cambios en la expresion de proteinas del citoesqueleto permitiendo
que continue el proceso de migracidn e invasion®* .

Las células tumorales también tienen la capacidad de invadir zonas adyacentes de manera
colectiva, este proceso suele ser comun en canceres epiteliales como cdncer de mama, de
colon y de piel, suelen existir diferentes tipos de invasidon colectiva, ya que durante el
proceso pueden generar monocapas, como un tipo de invasion bidimensional, asi como
multiples proyecciones que puedan llevar a cabo una invasion mas organizada y
tridimensional e incluso puede ocurrir un tipo de invasidn en la cual un grupo relativamente
grande de células tumorales se desprendan de la masa tumoral inicial, expresando ademas
el fenotipo de invasidn. Sin embargo, a pesar de que existen diferentes tipos de invasién
colectiva, comparten en comun tres caracteristicas principales, las cuales son en primer
lugar que, las uniones célula-célula durante la invasidn se mantienen intactas, en segundo
lugar, la fuerza de motilidad, ordenamiento y polaridad dependen del citoesqueleto y en
tercer lugar, para que se dé la invasidon colectiva se tiene que modificar la matriz
extracelular'#,

A pesar de que las células poseen cambios en su fenotipo que les permiten la motilidad y
posteriormente la migracion, el movimiento respecto a la distancia recorrida puede ser
limitado. Sin embargo, existen medios que pueden aprovechar las células tumorales que les



permiten recorrer grandes distancias en el cuerpo, a pesar de que los vasos sanguineos eran
considerados la via principal de las células tumorales, al penetrarlos mediante la ruptura del
endotelio, existe cada vez mds evidencia acerca de que los vasos linfaticos también tienen
una participacion importante como medio de transporte de las células tumorales, ya que a
diferencia del tejido vascular, los vasos linfaticos carecen de una membrana basal asi como
de tejido muscular liso, por lo que la permeabilidad del tejido linfatico se ve comprometido,
ademas es posible que para las células tumorales exista una especie de quimiotaxis
mediante la secrecién de quimiocinas aunque actualmente se encuentra en debate. Con
esto las células tumorales dispondrian de una “carretera” por la cual desplazarse a sitios
mas lejanos a la ubicacidn del tumor. No obstante, las células aun tienen que sufrir cambios
durante el transporte en los tejidos vasculares ya que tanto las células del sistema inmune,
asi como las limitaciones fisicas, representan un riesgo para la supervivencia de las células
tumorales, por lo que cambios en su fenotipo y en la expresién de distintos receptores
permitiran a la célula evadir la respuesta inmune. También es posible que factores como la
disminucion de plaguetas pudieran estar relacionados con la supervivencia de células
tumorales dentro del tejido vascular®.

Uno de los pasos fundamentales para el desarrollo tumoral y metastdsico es el proceso de
angiogénesis, el cual consiste en la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de las
células del endotelio, esto permite que el tumor tenga a su disponibilidad oxigeno, asi como
nutrientes para su desarrollo tanto como para el crecimiento tumoral que puede
incrementar significativamente su tamano (Figura 3), en algunos casos llegando a desplazar
organos debido al amplio espacio que ocupan en el cuerpo. El proceso de angiogénesis
resulta determinante ya que un tumor sin esta capacidad Unicamente podria alcanzar un
tamafio de 3 mm?® ya que las células en este estado Unicamente pueden alimentarse por
difusién entre ellas?®.

Para que un tumor pueda poseer un fenotipo angiogénico deben de ocurrir diversos
procesos celulares, tales como la alza en la expresion de diversos oncogenes, algunos de los
cuales pueden ser activados por estimulos del ambiente derivados del estrés celular, como
condiciones de hipoxia, un bajo nivel de nutrientes y pH, asi como la produccidn en general
de factores angiogénicos por las propias células tumorales, los cuales son captados por las
células endoteliales que, al encontrarse en etapas de desarrollo, tienen la capacidad de
secretar proteasas con la propiedad de degradar la matriz extracelular, de esta manera
ahora los factores angiogénicos secretados por las células cancerigenas pueden interactuar
mejor y en una especie de quimiotaxis las células endoteliales crecen hacia la fuente del
estimulo, sin un orden aparente ya que los vasos sanguineos generados son bastante
irregulares en tamafo y organizacién. Mds tarde con los vasos sanguineos estableciéndose,
se renueva la matriz extracelular ademads de los complejos de unidn intracelular?®.



Figura 3. Tumor de hdmster vascularizado®®.

Regulacion epigenética

En 1939 aparecid la primera definicidon de epigenética gracias al cientifico britanico Conrad
Waddington quien la describié como “el estudio de todos los eventos que llevan al
desenvolvimiento del programa genético del desarrollo,” siendo un proceso que media
entre genotipo y fenotipo. Esta definicion por Waddington trataba de cuestionar la idea del
determinismo genético, la cual excluia a los cambios ambientales en la expresién de los
genes que determinan nuestro fenotipo. Actualmente la perspectiva de la epigenética ha
evolucionado gracias al desarrollo tecnoldgico, y al conocimiento sobre las funciones del
ambiente extracelular, extranuclear y ambiental sobre la expresidn génica, siendo procesos
dindmicos e incluso reversibles. Actualmente una definicién aceptada en la epigenética es
“el estudio de los cambios en la funcién de los genes que son heredables por mitosis y/o
meiosis, que no entrafian una modificacién en la secuencia del DNA y que pueden ser
reversibles”!’.

Los diferentes mecanismos epigenéticos son capaces de afectar la regulacién génica
durante y después de la transcripcion y la traduccion por lo que al afectar estos procesos
también influyen en diversos procesos fisioldgicos, asi como patoldgicos. Uno de los
mecanismos epigenéticos mas estudiados son las modificaciones en las histonas, y para
entender su importancia hay que entender que la conformacién de la cromatina es esencial
para procesos de transcripcion y traduccion, estructuralmente, la cromatina se organiza en
nucleosomas como la unidad basica fundamental, compuestos por una secuencia de 147
pares de bases de ADN ademas de un octdmero de histonas con dos subunidades llamadas
H2A, H2B, H3 y H4, estas proteinas pueden ser modificadas quimicamente después de la
traduccién, por la adicion de grupos metilo, acetilo y fosfato. Estas modificaciones
covalentes pueden alterar el estado de la cromatina, asi como la expresion génica, por lo
que interfieren en diversos procesos celulares, y por lo tanto pueden participar en
enfermades cardiovasculares e incluso cancer, ya que algunas, participando en diversos
procesos celulares a través de las modificaciones demodificaciones de histonas pueden
afectar la regulacion de oncogenes, asi como de genes supresores de tumores. Una
modificacion muy comun en células tumorales es la desacetilacién mediada por HDAC, que



ademads puede interactuar con otra modificacion de histonas como la metilacién en
H3K27me3, la cual ha sido muy relacionada con el desarrollo de tumores en cancer de
mama, ademas estas modificaciones tienen la capacidad de heredarse afectando a varias
generaciones?®,

Ademads de las modificaciones en histonas los cambios epigenéticos involucran
modificaciones sobre los acidos nucleicos, como la metilacién en el ADN, en donde
secuencias de aproximadamente 1000 pb muy ricas en dinucleétidos CpG o también
conocidas como “islas CpG”, son reconocidas por enzimas ADN metiltransferasas que
durante el proceso de replicacién insertan grupos metilo en el carbono 5 de las citocinas®®.
saberSe ha determinado que que la metilacidon del ADN y la metilacién de histonas trabajan
juntas para regular la transcripcién ya que algunas metiltransferasas inhiben la expresion
génica al interactuar con enzimas que regulan la modificacién en histonas, mediante su
unién con la proteina HDAC.

La metilacién del ADN afecta la expresién de distintos por lo que también participa en el
desarrollo de algunas enfermedades como trastornos nerviosos, asi como distintos tipos de
cancer alterando la expresidn de oncogenes, como es el caso de la sobreexpresién de
UHRF1, proteina importante para la metilacién del ADN ya que se une a H3 y recluta a la
enzima metiltransferasa 1 para llevar a cabo la metilaciéon durante la replicacién, se ha
observado que la sobreexpresion de esta proteina afecta la expresion de TXNIP, un gen
supresor de tumores que se sobre expresa en células de cancer de cuello uterino lo que
promueve el desarrollo tumoral®.

Modificacion m6A.

Sabemos que ademas de las modificaciones quimicas en las histonas, como la acetilacién,
fosforilaciéon y metilacion, el ADN y ARN son susceptibles a sufrir modificaciones quimicas
capaces de producir cambios en funciones y procesos dentro y fuera de las células, sin la
necesidad de modificar la secuencia de ADN, estas modificaciones quimicas se han
estudiado a lo largo de los afios y actualmente se han identificado mas de 100 distintas en
acidos nucleicos?® La metiladenosina o m6A es una de las modificaciones mas destacadas
en el ARN por ser la mas abundante en células eucariotas, ademas de que se estima ocurre
en el 25% de las transcripciones a nivel de todo el genoma humano, incluidos los ARNm,
ARNt, ARNns y ARNr entre otros, aunque se encuentra muy presente en ARNm, consiste en
la adicion de un atomo de carbono y tres atomos de hidrogeno, lo que conocemos como
metilacion y que se unen en la posicion N6 de la adenosina, suele aparecer con una
frecuencia de 1 por cada 2000 ribonucleétidos, comunmente localizada en secuencias
conservadas conocidas como RRACH (R-R es una purina adenina o guanina, A una adenina,
C una citocina y H una adenina, citocina o un uracilo?!. Pudiendo ser localizadas en las
regiones no traducibles, cerca del coddn de paro, asi como dentro de exones largos?2.

Esta modificacion es regulada por tres tipos de proteinas segun su funcidn,
metiltransferasas, desmetilasas y proteinas lectoras. Las proteinas encargadas de leer la
modificacidn son principalmente las pertenecientes a la familia YTH, como YTHDF 1,2 y 32,



Las proteinas que insertan esta modificacién forman un complejo dimerico con METTL3
como la subunidad catalitica capaz de insertar la modificacién m6A, debido a su capacidad
de interactuar con el sustrato S-adenosilmetionina, (SAM) el cual actia como el donante de
los grupos metilo en la célula y estd involucrado en distintos procesos celulares como
donador de grupos metilo, ademads es un precursor del aminoacido metionina presente en
gran variedad de alimentos que consumimos?.

Ademas de METTL3 como subunidad catalitica se encuentra METTL14, que anteriormente
se creia que poseia actividad catalitica, por evidencias en aislamiento de la proteina a partir
de insectos, mds delante se concluyd que en organismos evolutivamente superiores habria
perdido su capacidad catalitica. Otros estudios sugirieron que METTL14 actla uniéndose a
METTL3 siendo importante para poder adherirse al sustrato SAM, asi como para poder
reconocer al ARN e incluso activa a METTL13 mediante un efecto alostérico. A pesar de que
la asociacién METTL3 y METTL14 es una asociacién estable en su estructura, asi como en la
participacién mutua al insertar la modificacion m6A, también deben asociarse con WTAP la
cual funciona en conjunto para ayudar a la localizacién del ARN. Existen otras proteinas que
actuan como cofactores como es el caso de RBM15 y VIRMA, cuya funcion reguladora
interviene en la localizacién, asi como la orientacidon del complejo metiltransferasa entre
otras funciones, a pesar de que se ha hecho un gran avance en la funcién de las
metiltransferasas, las bases moleculares de su funcionamiento autin son poco claras?.

Al ser m6A una modificacién reversible, ademds de las metiltransferasas capaces de
incorporar el grupo metilo, también existen proteinas encargadas de borrar esta
modificacion, mejor conocidas como desmetilasas siendo FTO y ALKBH5 las desmetilasas
presentes en los mamiferos. Ambas estdn involucradas en diversos procesos bioldgicos
incluidos la reparacion del ADN, esta familia de proteinas contiene un dominio de unién al
hierro y a la alfa cetoglutarato, esenciales para su actividad catalitica, FTO (Fat Mass and
Obesity-Associated) ademas de ser participe en la desmetilacién de m6A también esta
altamente relacionado con un mayor riesgo de padecer obesidad, mediante su participacion
en la adipogénesis entre otras funciones descritas. FTO al igual que ALKBH5 “borra” la
modificacién mediante interferencia de iones de hierro ademas de que cataliza la hidrolisis
de m6A, una vez que se ha eliminado, las proteinas lectoras son incapaces de unirse al ARN.
Ademads de FTO y AIKBH5 se ha inferido que pueden existir mas proteinas funcionando
como cofactores en la hidrolisis de m6AZ.
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Figura 4. m6A es una modificacién reversible?!.



Respecto a las proteinas lectoras, éstas se han identificado y localizado en el citoplasma.
YTHDF1, YTHDF2, YTHDF3 son las que han sido bien identificadas todas ellas con el dominio
YTH el cual es un dominio de unién a ARN muy conservado evolutivamente, . A pesar de las
multiples proteinas lectoras con dominio YTDH hasta el momento se desconoce si tienen
una funcion en especial cada una de ellas, aunque es probable que por su similitud
estructural puedan tener funciones en comun??,

La modificacion m6A estd presente en diferentes procesos fisiolégicos, asi como
patoldgicos?*. La modificacion m6A conduce a la degradacién del ARNm, reduciendo su
estabilidad, ademds de que facilita la exportacion del ARNm del nucleo al citoplasma,
también en el caso de estar ausente las proteinas METTL3 o METTL4 hay un aumento de
expresion del factor de pluripotencia Nanog, provocando que altere el proceso de
diferenciacién de células embrionarias. En el caso de ALKBH5 cuando se subexpresa en la
célula, el nivel de ARNm citoplasmatico aumenta significativamente, debido a que es
exportado con mayor frecuencia, ademas se reduce la estabilidad del ARN provocando que
los espermatocitos entren en apoptosis?2.

La modificacién de m6A tiene una importante implicacidon en el desarrollo de varios tipos
de cancer, ya que se sabe que las metiltransferasas, y desmetilasas, asi como sus proteinas
lectoras, se sobre expresan en tejidos cancerosos, en al menos 18 tipos de cancer??,

Como ejemplo, se ha demostrado que las proteinas escritoras de m6A, METTL3 y METTL14
tienen potencial oncogénico en el glioblastoma, ya que influyen en la baja expresién de
genes supresores de tumores como ADAM19, EPHA3 y KLF4, lo que conduce al aumento del
crecimiento y el proceso de tumorigénesis de células madre de glioblastoma. En el caso de
las proteinas lectoras YTDH se sabe que YTHDF1 y YTHDF3 promueven la traduccién de los
ARNmM marcados, mientras que YTHDF1 se ha vinculado con la degradacion del ARN al
reclutar al complejo CCR4-NOT, el cual ademas de participar en ubiquitinacién, es una
desadenilasa que cataliza la eliminacion de la cola poli-A en el ARNm, ademas de tener un
importante papel en la gametogénesis??.

Células HCC1937

Es una linea celular humana de linfoblastos, que fueron aislados en 1995 de un carcinoma
ductal primario, derivado de una paciente caucdsica de 23 afos, con cancer de mama en
estadio 1IB, la linea celular tardo once meses y medio en establecerse?®.

Esta linea celular es negativa para la presencia de los receptores de estrégeno progesterona
y para el factor de crecimiento epitelial (HER 2), es una linea celular ampliamente utilizada
en estudios relacionados con el cdncer de mama.



Kalanchoe pinnata

Conocida como hoja de aire o siempreviva, es una planta perenne suculenta originaria de
la isla de Madagascar, el nombre del género Kalanchoe proviene del chino Kalan Chauhuy
o (F=7FK) que puede significar “la que cae y crece”, siendo una referencia de su
propagacion asexual a partir de sus propdagulos, mientras que el nombre de la especie
pinnata proviene del latin antiguo pinnatus, que significa emplumado, probablemente
haciendo referencia a su llamativa coloracion floral?®.

Figura 5. K. pinnata en vida silvestre.

Esta planta puede llegar a medir dos metros de altura y esta distribuida ampliamente en el
mundo, hasta los 2700 metros sobre el nivel del mar siendo una planta de facil propagacion
y alta capacidad de supervivencia, por lo cual es muy comunmente usada como planta de
ornato en muchos hogares mexicanos?’.



Taxonomia

Tabla 1. Orden taxondmico de K. pinnata®®.

Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopside
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae
Genero Kalancheoe Adans
Especie Kalanchoe pinnata
Morfologia

Posee un tallo carnoso, largo, cilindrico y poco ramificado, sus hojas suculentas son
opuestas entre si, ademas de ser hojas simples y presentar bordes aserrados de coloracién
rojiza, presenta bulbillos marginales que al caer al suelo generaran una nueva planta sus
flores tienen pedicelos de aproximadamente un centimetro. Se caracteriza por un caliz
tubular verde con llamativos tonos rojizos, una corola tubular de hasta cinco centimetros
de largo, generalmente cubierta por el caliz, presenta 8 estambres que salen de la base del
tubo de la corola. Presenta raices difusas y poco profundas?®.



Figura 6. Propagulos de K. pinnata®’.

Distribucion y origen

Originaria de la isla de Madagascar esta planta ha sido capaz de propagarse en cinco
continentes, principalmente en el hemisferio sur y en regiones templadas, en México y
otros 87 paises esta catalogada como una especie exdtica invasora ya que es capaz de
reproducirse y establecerse en diferentes habitats y ecosistemas naturales representando
una amenaza para la diversidad nativa, asi como su economia e incluso salud publica®.




Figura 7. Distribucion Global de K. pinnata, cada punto amarillo corresponde a poblaciones
de la especie registradas.

En México su distribucidn esta registrada desde Querétaro e Hidalgo hacia todo el sureste
mexicano, puede habitar el bosque meséfilo y la selva baja caducifolia. Suele ser muy
reconocida en estados como Veracruz y Puebla, en los cuales ademds de encontrarse
integrada en ecosistemas es bastante comun a orilla de caminos, sitios rocosos, entre
tierras de labor, asi como en zonas perturbadas, donde es cominmente una planta de
sucesion secundaria, adaptandose muy bien tanto a zonas himedas como semidridas3?.

Usos en medicina tradicional.

Los primeros registros escritos sobre aplicaciones médicas con plantas datan del afio 2600
A.C., siendo la civilizacidn mesopotdmica muy importante en la prdctica con plantas
medicinales pues comprendian el uso de hasta mil plantas con usos distintos, informacién
gue paso a través de los afios y que fue explorada y comprendida por otras civilizaciones
antiguas. Actualmente muchos de los usos medicinales de plantas se obtienen mediante
conocimiento empirico, que pasa de generacidén en generacién, la planta K. pinnata, no es
la excepcidn ya que al ser una planta de amplia distribucidn sus usos han sido explorados
de acuerdo con los usos tradicionales reportados. Los usos medicinales de K. pinnata
predominan en las zonas templadas entre ambos trdpicos, principalmente como analgésico
general y auxiliar contra lesiones en la piel. Principalmente el uso se le atribuye a la hoja de
la planta3?.

Dentro de los usos medicinales destacan el tratamiento de lesiones en la piel.
Particularmente en los municipios mexicanos de Cosamaloapan, Minatitlan, Tierra Blanca,
Tlacotalpan, donde el clima humedo y caluroso es bastante comun, los habitantes suelen
padecer infecciones cutdneas por la picadura de insectos. Por lo que suelen utilizar el jugo
de las hojas para tratar infecciones de la piel®3.

Uso que coincide con el que le dan en Sudamérica particularmente algunas comunidades
cercanas a la selva Amazonas en donde una comunidad cercana al rio putumayo, conocidos
como los Siona, quienes consideran a K. pinnata como la medicina de los forunculos, esto
porque es muy comun su uso, para cualquier tipo de lesién en la piel, como heridas por
insectos y ulceras34.

Similar a lo que ocurre en el sur del pais donde en los estados de Chiapas, Veracruz y Yucatan
aplican las hojas maceradas en conjunto con pétalos de la planta rosa de castilla (Rosa
Galiciaa L. var) como un auxiliar contra quemaduras dérmicas3?.

Respecto a enfermedades gastrointestinales en los estados mexicanos de Puebla y Veracruz
es comun su uso en comunidades indigenas como un antipirético natural, similar al uso que
se le da en algunas provincias de Peru donde al dejar remojar la hoja de la planta durante
toda la noche, beberan el agua para calmar acidez estomacal. Ademas de que se tiene



registrado su uso como analgésico natural, algunas tribus de Perd mezclan las hojas con
destilado de cafia de azucar para calmar el dolor de cabeza3*.

Perfil fotoquimico de K. pinnata

Entre los tipos de metabolitos secundarios que se han identificado en K. pinnata se
encuentran principalmente 3 familias, los flavonoides, esteroles y acidos organicos,
compuestos activos que individualmente han mostrado tener actividad antibacterial,
antitumoral, asi como actividad repelente contra insectos3>.

Entre los compuestos esteroles se encuentra la familia de bufadiendlidos, se encuentran
tanto en plantas como animales, estos ultimos secretan bufadiendlidos de sus glandulas,
como defensa contra depredadores por su naturaleza tdxica, como los sapos de la familia
Rhinella, asi como en una especie de artréopodo Photinus ignitus y el reptil Rhabdophis
tigrinus

Respecto a los compuestos flavonoides estan distribuidos ampliamente en el reino vegetal
principalmente en las plantas vasculares, en las cuales cumplen distintas funciones como
proteccion contra los rayos UV y contra infecciones de hongos o bacterias.

Estructuralmente se caracterizan por poseer dos anillos aromaticos de benceno, los cuales
estan unidos por un puente de tres atomos de carbono, de igual manera es posible la
adicion de un tercer anillo, nombrandose asi anillos A, B y C. generalmente pueden
encontrase en tejidos vegetales en conjunto con azucares en forma de glucdsidos>.

ANTECEDENTES

Género Kalanchoe y el cancer

El género Kalanchoe comprende al menos 150 especies, muchas de ellas se encuentran
ampliamente distribuidas en todo el mundo, razén por la cual sus usos tradicionales y
medicinales ha sido ampliamente estudiados, los cuales han llevado a su experimentacion
medica contra varias enfermedades como el cancer, en las que se destacan especies como
la Kalanchoe daigremontiana, a partir de la obtencién del extracto acuoso de la hoja.

En 2015 Yi-Jen Hsieh et. al., demostraron en estudios in vitro que el extracto acuoso a partir
de hoja de Kalanchoe tubiflora presentd actividad anticancerigena al interrumpir el ciclo
celular ademas de aumentar la expresiéon de proteinas relacionadas con la senescencia
celular en la linea de cancer de pulmdn A549, de igual manera realizé experimentos in vivo
con ratones desnudos en los cuales realizaron xenoinjertos con la linea celular A549,
mostrando una inhibicidon en el crecimiento tumoral por el extracto acuoso de K. tubiflora®>.

Respecto a la especie Kalanchoe tomentosa gracias a un estudio del 2016, se demostrd que
a partir del extracto etandlico de las hojas frescas de K. tomentosa, en el cual mediante
pruebas de cromatografia se identificaron metabolitos secundarios, principalmente
flavonoides como Kaempferol asi como glucidos Kaempferol 3-Oa-ramnosida, presentaron



actividad citotéxica en la linea celular de leucemia p-388, siendo considerados por el autor
como altamente antitumorales®’.

En el afio 2018 se estudio el efecto del extracto de acetato de etilo de Kalanchoe flammea,
primero evaluando su actividad citotéxica mediante un ensayo MTT, posteriormente su
efecto en el mecanismo de muerte celular sobre tres lineas celulares de cancer de préstata,
ademas se demostrd que el extracto de acetato de etilo de K. flammea induce apoptosis
por la via intrinseca produciendo translocacién de la fosfatidilserina en la membrana
celular, asi como una produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como
activacién de caspasa -3y -9 y liberacién de citocromo C a nivel mitocondrial®’.

Figura 8. Especies pertenecientes al género Kalanchoe, se muestra en A K. tomentosa, en B
K. tubiflora, en C K. daigremontiana y en D K. flammea®.

K. pinnata y el cancer.

Los extractos vegetales son un importante recurso en la investigacion biomédica pues
comprenden una mezcla muy compleja de metabolitos secundarios que son responsables
de un espectro de efectos farmacolégicos, asi como de propiedades bioldgicas3®.

K. pinnata al ser una planta con bastantes usos medicinales tradicionales no ha sido
ignorada por la comunidad cientifica, debido a los posibles usos farmacoldgicos de sus
extractos. Ya que se ha demostrado que K. pinnata tiene efectos antinflamatorios,
antibacterianos, analgésicos e incluso antitumorales®.

En el afio 2012 un estudio demostré que el extracto de hoja de K. pinnata tuvo efectos
anticancerigenos en la linea celular Hela proveniente de cancer cérvico uterino, al inhibir la



expresion de los oncogenes C-Fos y C-Jun, ademas de inducir la apoptosis promoviendo la
sobre expresidn de la proteina apoptdtica Bax>°.

Algunos metabolitos secundarios de K. pinnata y su actividad anticancerigena.

Acido gdlico

Los multiples metabolitos secundarios de K. pinnata también han sido reportados por su
actividad anticancerigena como es el caso del acido gdlico, el cual es un acido orgdanico
también conocido como 4acido 3,4,5-trihidroxibenzoico, presenta nula toxicidad en
humanos, asi como en ratones, siendo frecuentemente encontrado en hojas de té y corteza
de roble, incluido K. pinnata. Mirvish et al. estudiaron el efecto del 4cido galico en la dieta
de ratones con adenomas de pulmodn, el cual mostré una considerable disminucién en su
tamafio. Inoue et. al., estudiaron el efecto del acido galico en la linea celular de leucemia
HL-60RG, sus resultados mostraron la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
ademdas de la activacion de la proteina calmodulina, siendo ROS y la calmodulina
constituyente del proceso de apoptosis, asi como su participaciéon en la regulacion de la
expresion de proteinas cinasas, involucradas en los procesos de estrés oxidativo. Ademas
de la linea celular HL-60RG, el efecto anticancerigeno del acido galico también ha sido
investigado en lineas celulares de cancer de mama, préstata, estomago, higado, colon,
mama, eséfago y endometrial?°,

Acido cafeico

Es un compuesto fendlico natural, muy descrito en las plantas de café, esta presente en casi
todas las plantas, ya que el acido cafeico participa activamente en la biosintesis de la lignina,
una de las principales moléculas estructurales de la pared celular de las plantas. En el afo
2015 se estudiaron a 1090 pacientes con cancer de mama primario invasivo, se evalud la
influencia de componentes como el dcido cafeico en un consumo moderado y bajo de tazas
de café, el consumo moderado de café se relaciond con tumores primarios mas pequefios
en comparacion con el grupo de bajo consumo, ademas en modelos in vitro se evaluaron
los efectos celulares del acido cafeico en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-
231y MCF-7, mostrando un efecto de anti proliferacién en ambas lineas celulares, ademas
de una reduccion de receptores a factores de crecimiento como ER y IGFIR?,

Bufadiendlidos

Son un grupo de compuestos organicos pertenecientes a la familia de los esteroles, la
primera vez que fueron descritos fue en la especie Scilla maritima, una planta altamente
venenosa que habita cerca al mar mediterraneo, sin embargo a pesar de haber sido
descubierta en una planta el nombre proviene del prefijo “bufo” haciendo referencia al
género de anfibios anuros que comprende al menos 17 especies, esto debido a que algunos
sapos pertenecientes a este género, poseen este compuesto organico en el veneno que
secretan a través de la piel, como defensa contra depredadores, los bufadiendlidos, estan
presentes ademas en algunas especies del género Kalanchoe como K. daigremontiana, K.
tubiflora, asi como en K. pinnata. Debido a su naturaleza quimica como esteroles, estos



tienen la capacidad de atravesar la membrana celular facilmente, asi como de distribuirse
en tejidos corporales, siendo una importante caracteristica para sus efectos bioldgicos**.

Se ha descrito que los bufadienélidos poseen efectos antinflamatorios, antivirales, asi como
actividad anticancerigena, también se demostré que al menos 8 tipos de bufadiendlidos
aislados de Kalanchoe gracilis poseen actividad anticancerigena en estudios in vitro en
varias lineas celulares, como de pulmdn, ovario y préstata. Ademas, a partir del extracto
etandlico de Kalanchoe tubiflora se demostré que poseen efectos citotdxicos contra al
menos 4 lineas celulares tumorales, A549, Cal-27, A2058 y HL-60%*.

Participacion en procesos epigenéticos.

Las modificaciones epigenéticas son también el resultado de diversos factores ambientales,
modificaciones que sabemos pueden alterar procesos fisioldgicos e incluso conducir a
distintos fenotipos de enfermedades*?.

Se han realizado estudios en los que se exponen lineas celulares a metabolitos secundarios
como el acido gélico, en esos estudios se ha observado que tiene un efecto sobre procesos
epigenéticos. En el 2017 Weng et. al., estudiaron el efecto del extracto de un té tradicional
llamado “oolong” tratado con el hongo Aspergillus sojae para aumentar significativamente
la concentracién de acido galico. Los investigadores expusieron las lineas celulares H1299,
A549 de céncer de pulmén y DOK proveniente de queratinocitos orales al extracto, al
concluir el tratamiento de 240 horas, midieron la modificacion de la ADN 5-metilcitocina
(5mC) y encontraron diferencias significativas en las tres lineas celulares después del
tratamiento respecto al control, ademas de medir la presencia de 5mC también midieron la
presencia citoplasmatica de proteinas metiltransferasas como la DNMT3B que aumentd
significativamente a largo plazo, de igual manera se observé una disminucidn significativa
de DNMT1 en el nucleo y el citoplasma, los autores concluyeron que el acido galico tiene
un notable efecto en la modificacion 5mCy en la presencia de ambas metiltransferasas®3.

En el cancer de mama la modificacién sobre el ARN m6A, es protagonista, ya que en el caso
de METTL3 este gen se encuentra expresado de manera significativa en tejidos mamarios a
diferencia de otros tejidos. Sin embargo, en estudios recientes se comprobd que el
silenciamiento de METTL3, se inducia a bajos niveles de metilacion de m6A, influyendo en
reducir la proliferacidn celular, ademds de acelerar la apoptosis**.

En estudios in vitro se ha demostrado que FTO, uno de los borradores de la m6A, en la linea
celular MCF-7 se encuentra sobre- expresado, se le ha relacionado con promover la invasion
y la migracion celular. Mientras que en la linea celular MDA-MB-231, se ha reportado que
ejerce una funcién promoviendo el crecimiento tumoral, asi como la metdastasis, ya que
inhibe la expresion del gen BNIP3, gen relacionado con el proceso de apoptosis*4.



JUSTIFICACION

El cdncer de mama triple negativo es una de las enfermedades con mayor mortalidad en
mujeres en el mundo, siendo el proceso de metastasis la mayor complicacién en el
tratamiento y prondstico de las pacientes. Existen evidencias cientificas sobre la
participacion de procesos epigenéticos en el desarrollo de diversos tipos de cancer, incluido
el cancer de mama triple negativo, estos procesos epigenéticos, tales como la modificacion
m6A, presente en el ARN, puede ser un blanco con potencial terapéutico.

Los metabolitos secundarios aislados a partir de extractos vegetales han sido objeto de
estudio por sus propiedades, antiinflamatorias, antibacterianas, asi como en el tratamiento
de diversas enfermedades como el cancer, algunos de estos metabolitos, estan presentes
en K. pinnata, planta que puede tener un gran potencial como un adyuvante contra el
cancer de mama, ademas de su amplia distribucidn, facil acceso y bajo costo, por ello resulta
relevante investigar la actividad del extracto de K. pinnata in vitro en la linea celular de
cancer de mama HCC1937, evaluando su efecto en la migracion celular asi como en la
expresion de genes involucrados en procesos epigenéticos como METTL3 y FTO,
involucrados en la adicidn y eliminacion de la modificacion del ARN m6A.

PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte en mujeres paises
desarrollados, su tratamiento sigue siendo un desafio para la investigacion médica. A pesar
de las diferentes opciones disponibles como la quimioterapia y la radioterapia, estos
tratamientos a menudo tienen efectos secundarios negativos para la paciente y no siempre
son efectivos, ademads del alto costo que representa para los pacientes e instituciones
médicas, por lo tanto, es necesario explorar nuevas alternativas terapéuticas para mejorar
los prondsticos y evadir los efectos secundarios. Los extractos de vegetales han emergido
como una opcion atractiva debido a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
anticancerigenas, de igual manera la especie K. pinnata ha sido reportada con propiedades
medicinales tanto en medicina tradicional, asi como por la comunidad cientifica. Sin
embargo, aln se conoce poco sobre su efecto en el tratamiento contra el cancer de mama
en lo que se refiere a la regulacion de los procesos como la expresidén génica y migracion
celular.

HIPOTESIS

El extracto acuoso de K. pinnata inhibira la migracién celular en la linea tumoral de mama
HCC1937, ademds de que producird cambios en la expresién de los componentes del
metilosoma METTL3 y FTO.



OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del extracto acuoso de K. pinnata sobre la expresion de la desmetilasa FTO
y la metiltransferasa METTL3 asi como en la migracién de la linea tumoral de mama
HCC1937.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar el CCso del extracto acuoso de K. pinnata en la linea celular

HCC1937
e Evaluar la capacidad migratoria de las células HCC1937 bajo el tratamiento

con extracto acuoso de K. pinnata
e Determinar si el extracto acuoso de K. pinnata afecta la expresion de los
genes FTOy METTL3

MATERIALES Y METODOS

Colecta y elaboracion del extracto acuoso
Colecta de K. pinnata

Se buscd literatura acerca de poblaciones registradas de las especies K. pinnata en México,
en la pagina del herbario de la ciudad de Nueva York, en donde se identificaron registros de
poblaciones de la planta en el estado de Veracruz.
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Figura 9. Registros de K. pinnata en México.



Una vez localizada una referencia geografica de poblaciones de K. pinnata se realizd un
sondeo local para obtener informacién actualizada de la presencia de poblaciones de K.
pinnata, corroborado por productores de café de la regidn, por la presencia de la planta
entre sus cultivos, asi como en caminos rurales y a orillas de arroyos. Esto a 30 km de la
ciudad de Xalapa Veracruz. Una vez en el lugar, se anotaron las siguientes coordenadas
“19°18'56.5"N 96°57'28.3"W. y se realizé una comparacién morfoldgica respecto a las
colectas reportadas para asegurarnos que fuera el fenotipo correcto de la especie K.
pinnata.

Una vez obtenidas las plantas se procedié a obtener las hojas, las cuales se procesaron para
su secado y posterior preparacién del extracto.

Cultivo y mantenimiento de la linea celular HCC1937

Las células fueron cultivadas y mantenidas en crecimiento en medio RPMI-1640
suplementado con suero bovino fetal (SFB) al 10%, ademds se agregd penicilina y
estreptomicina al 1% como antibidtico y antimicético para prevenir una posible
contaminacién durante la manipulacidn del cultivo, el cual fue incubado a una temperatura
de 37°C en un ambiente hiumedo (95%) y 5% de CO.. Una vez adheridas, las células se
podran apreciar formando una monocapa.

Determinacion de la CCsoy ensayo MTT

CCsp es una medida cuantitativa que funciona para evaluar la toxicidad de un farmaco o
compuesto. Se obtiene al disminuir la viabilidad celular en 50% a partir de la exposicidn de
distintas concentraciones del compuesto.

Para llevar a cabo el ensayo de indice de concentracidn citotéxica del extracto acuoso de K.
Pinnata, primeramente, fue pesado y alicuotado en tubos de 1.5 ml en una solucién de PBS
1X estéril a una concentracién de 10 mg/ml. Se consideré un control y cinco
concentraciones diferentes partiendo de 15 en 15 hasta 105 pg/ml. Todas las
concentraciones, asi como el control se realizaron por triplicado

Se sembraron 10* células en una microplaca de 96 pozos (Corning™®) en 200 pl de medio
de cultivo suplementado al 5% de suero bovino fetal y 1% de penicilina/estreptomicina. Las
células se expusieron a las diferentes concentraciones durante 72 horas, el medio de cultivo
fue renovado cada 24 horas en conjunto con el extracto a sus diferentes concentraciones.

Para determinar la viabilidad, proliferacién y citotoxicidad celular se utilizé el reactivo
comercial MTT, el cual se basa en que las células metabdlicamente activas reduciran el
reactivo por la accién de enzimas deshidrogenasas generando cristales de formazan de
color purpura, el cual puede ser cuantificado a 570 nm en un lector de placas®.



Una vez obtenidos los valores de absorbancia estos fueron graficados y se obtuvo el valor
CC50 en 66 pg/ml.

Ensayo de cicatrizacién de herida y tratamiento con K. pinnata

El ensayo de cicatrizacién de herida es un método para evaluar la migracidn celular in vitro,
el procedimiento implica que, en un cultivo celular en monocapa, se realice una “herida” o
una linea en una superficie con células lo suficientemente confluentes para poder formar la
herida. Se toman registros fotograficos en el momento en que se realiza la herida y en
intervalos de tiempo para realizar una comparacion y determinar la tasa de migracién
celular®.

Las células se cuantifican antes de iniciar el experimento, en 1 ml de medio se toma una
muestra de 20 ul y se procede a realizar un conteo celular ya que el nimero de células en
una suspension puede determinarse con ayuda de un microscopio éptico, colocando una
muestra de células en una cdmara de Neubauer, en la cual se conocen el drea vy la
profundidad, asi, el nimero de células que arroje el conteo puede relacionarse con el
volumen total en el que se encuentran suspendidas*®.

Antes de cargar la cdmara de Neubauer, se mezclaron los 20ul de la suspensién de células
con 20ul de azul de tripano al .4% para poder diferenciar las células no viables ya que estas
se veran azules al microscopio. Se realizo el conteo por duplicado, contando cada cuadrante
de los 8 sin considerar células que se encontraran en los bordes izquierdos, para evitar
confusion al identificar las células entre los limites de cada cuadrante, al terminar se realizé
el siguiente cdlculo para estimar el nimero total de células.

N =cc+a X Fd x 10*
Donde:
N= células totales en suspensidn
cc = células contadas
a = cuadrantes

Fd = fator de dilucidn

Las células se sembraron en cajas de seis pozos, siguiendo las condiciones de cultivo
previamente descritas, al alcanzar la confluencia del 80% se realiza una herida en la
monocapa, marcando una linea con una punta estéril de 200 pl. Los restos celulares deben
ser removidos y se toman fotografias con un microscopio invertido con cdmara. Las células
se incuban y posteriormente se toman fotografias en la misma zona cada 24 horas hasta las
72 horas. Los ensayos se realizaron por triplicado y se incluyd un control negativo sin



tratamiento. Las fotografias se analizaron con el software Imagel, el cual analiza el
porcentaje del drea que ocupa la herida con respecto al area total.
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Figura 10. El software “ImagJ “delimita los bordes de la herida y mide su area.

Extraccion y cuantificacion de ARN

Las células fueron cosechadas, retirando el medio y realizando lavados con PBS, ademas
agregando directamente el reactivo TRIzol a cada uno de los pozos y almacenando en tubos
de 1.5ml.

A la mezcla de células con TRIzol se le agregaron 100 pl de cloroformo, después de
homogenizar fueron centrifugados a 12,000 G a 4°C durante 15 minutos, al terminar se
extrajo el sobrenadante para colocarlo en nuevo tubo y agregar 500 pl de isopropanol para
precipitar el ARN, nuevamente se centrifugd a 12,000 g a 4°C, durante diez minutos, para
obtener una pastilla. Se realizaron dos lavados con etanol al 75% y una vez mas se
centrifugo, ahora a 7500 g durante 5 minutos. Para finalizar, se extrajo todo el etanol y el
ARN fue hidratado con agua libre de ARNsas y almacenado a -45°C. Repitiendo estos pasos
para las tres réplicas.

El ARN debido a su estructura es una molécula fragil y muy susceptible a la degradacion por
enzimas como las ARNsas, por lo que es de vital importancia evaluar la calidad e integridad
de ARN extraido, antes de cualquier analisis. Para corroborar esto visualmente se hizo
electroforesis en geles de agarosa.



Los acidos nucleicos poseen la propiedad de maxima absorbancia a los 260 nm, mientras
que a los 280 nm es posible detectar proteinas, lo cual en una extraccion fendélica como la
realizada anteriormente seria un indicativo de contaminacién, para descartar
contaminacién por fenol o proteinas que podria comprometer la eficiencia de la reaccion
de RT-PCR, se verificd la pureza utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo
®), el cual mide la relacidn entre los 260 y los 280 nm. Un indicativo de pureza para ARN es
de ~2.0 en la relacién 260/280 (Thermo®)

Ademas de obtener en los datos la relacién 260/280, el espectrofotometro también nos
indica la cantidad de ARN en ng/pul.

RT-PCR y qPCR

Una vez que se comprobd la integridad y pureza del ARN extraido de los tratamientos, se
utilizo el kit (Promega® E.U.A.) para llevar a cabo una reaccidn de transcripcion inversa
siguiendo las instrucciones del fabricante.

& '
\ 77’ Reaccién RT-PCR
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RNA MgCl
70°C 5 Ag:;:::sde Sul Transcriptasa 15ul
minutos " ‘ Agua libre de
Hielo 5 RNAasas
minutos \
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70°C-15
minutos
55°C-1 H
25°C-5 o/
minutos /
1 ciclo

Figura 11. Proceso de la reaccion RT-PCR.



Expresion génica:

Para evaluar la expresién de METTL3 y FTO respecto a los tratamientos primero se
diseinaron los oligonucleétidos para realizar la amplificacién de fragmentos de los genes de
interés mediante qPCR. Gracias a la base de datos NCBI que nos permite acceder a un
amplio catdlogo de genes descritos podemos conocer la secuencia que codifica para FTO y
METTL3, posteriormente se usd la opcion “pick primers” para poder disefiar los
oligonucleétidos y posteriormente solicitar su sintesis.
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Figura 12. La base de datos NCBI nos permite acceder a genes reportados, asi como disefiar
oligonucleétidos para usar en reacciones de PCR.

RESULTADOS

Colecta de K. pinnata

Se colectaron aproximadamente 3.8 kg de hojas de la planta, las cuales fueron cortadas
desde la yema axilar y se seleccionaron las mejores hojas, descartando hojas con aparentes
dafos por hongos e insectos, para terminar con un peso de 3.200 k, el mismo dia de la
colecta se lavaron con abundante agua para retirar tierra y material extrafio y se secaron
para evitar proliferacion por hongos. Una vez descartada la humedad del lavado, las hojas
se extendieron y se secaron con ayuda de una plancha calefactora (Thermo®) sobre un vaso
de precipitado de 1000 ml, a una temperatura de 80°C.



Figura 13. A. Hojas de K. pinnata lavadas y extendidas. B. Hojas deshidratadas en vaso de
precipitado

Posteriormente las hojas secas se sometieron a trituracién hasta obtener particulas finas,
con ayuda de un mortero para facilitar la extraccién acuosa que fue realizada por infusién
de las hojas trituradas en agua a ebullicién durante una hora, para posteriormente pasar el
liquido resultante a través de un papel filtro para obtener el extracto sélido. Al terminar se
guardd el stock, para después pesar y dividir en tubos de 1.5 ml con 10 mg cada uno.

Cultivo y mantenimiento de la linea celular HCC1937

Las células fueron sembradas en un frasco de cultivo de 25cm? utilizando 5 ml de medio de
cultivo RPMI-1640 con 1% de penicilina/estreptomicina suplementada con SFB al 10%. A las
24 horas el cultivo fue monitoreado para descartar contaminacion y el medio fue cambiado
para eliminar restos de células que no lograron adherirse.



Figura 14. Células HCC1937 en alta confluencia a 40X.

CC50 y ensayo MTT

Una vez que se sembraron las células en la microplaca de 96 pozos se prepararon 7
concentraciones de 15, 30, 45, 60 y 75, 90 y 105 pg/ml de extracto acuoso en 200 pl de
medio de cultivo, cada concentracion y el control se realizaron por triplicado. El medio fue
renovado Cada 24 horas y el cultivo monitoreado en el microscopio, después de 72 horas el
medio fue retirado y se agregd a cada pozo el reactivo MTT a 0.5mg/ml en 100 ul de medio
para después ser incubado durante 4 horas a 37 °C, 5% Co2 y 95% humedad, al terminar la
incubacidn se aprecio la formacidn de cristales de formazan de color purpura en la base de
los pozos, posteriormente el medio de cultivo fue retirado y se agregaron 100ul de
isopropanol y con ayuda de una micropipeta los cristales de formazan fueron disueltos
pipeteando varias veces , durante el proceso se evitd sobre exponer a la luz la microplaca,
cubriéndola con papel aluminio, una vez disueltos por completo los cristales de formazan,
la microplaca fue introducida al lector de placas Smart Reader 96 (Accuris®) seleccionando
el filtro de 570 nm para obtener la absorbancia de cada pozo, una vez hecho esto, se calculd
la media de cada concentracidn y se calculd el porcentaje de viabilidad, dado que existe una
relacion directa entre absorbancia y viabilidad celular el calculo se realiza considerando la
absorbancia de las células control mediante la siguiente formula:



ve=2" 100
C—Acx

Donde:
VC: es el porcentaje viabilidad celular:

Am: absorbancia del grupo control

AC: absorbancia muestra

Figura 15. Presencia de cristales de formazan en una placa de 96 pozos.

y = 0.0032x2 - 0.9405x + 98.917
HCC1937 R*=0.9797
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Figura 16. Efecto de las concentraciones de K. pinnata sobre la viabilidad celular de las
células HCC1937, se definio el CC50 en 66 pg/ml.

Ensayo de cicatrizacion de herida y tratamiento con K. pinnata



Las células HCC1937 se tripsinizaron del frasco de 25cm? en la campana de flujo laminar
absorbiendo totalmente el medio de cultivo, para enseguida realizar lavados con buffer PBS
a 37 °C, para evitar dafiar a las células, una vez retirado el buffer PBS, se agregaron 600 pl
de tripsina al 0.25% a 37 °C. Las células se introdujeron en la incubadora durante cinco
minutos. Pasado el tiempo con ayuda de una pipeta se terminaron de desprender y se
observé al microscopio invertido para asegurarse de desprenderlas en su totalidad.

Posteriormente las células fueron vertidas en un tubo de 1.5 ml para centrifugarlas durante
2 minutos a 135 g, al terminar se absorbid el sobrenadante y se agregd 1 ml de medio de
cultivo RPMI-1640 con 1% de antibidtico y suplementado con suero bovino fetal al 10%.

Terminado el conteo se sembraron 10° células por pozo en una caja de 6 pozos, se
agregaron 125 ul de la suspension de células y por cada pozo se adicionaron 1375 ul de
medio RPMI-1640 con antibidtico al 1 % y suero bovino fetal al 5% para contar con un
volumen total de 1.5 ml, la caja fue rotulada e incubada a 37 °Cy a 5% de CO2. A las 24
horas se monitoreo el cultivo y se cambié el medio descartando células que no se hubieran
adherido al sustrato. A las 48 horas las células se encontraban a un 80% de confluencia por
lo que se inicié el experimento.

Se extrajo el medio en todos los pozos y de inmediato se realizaron dos heridas horizontales
y una vertical con una punta de pipeta de 200 ul la cual fue cambiada por cada trazo para
evitar arrastrar células sobre la herida, una vez realizado de inmediato se agregd el medio
de cultivo en condiciones normales a tres pozos y el medio de cultivo con una concentracion
de 75 pg/ml de extracto acuoso para los 3 pozos restantes.

Se tomaron fotografias de cada pozo a 4X y 10X con ayuda de un microscopio invertido
equipado con una camara HD considerando las 00:00 al realizar las heridas en el
experimento, para ubicar el lugar exacto de la fotografia se realizaron heridas en la caja de
cultivo en forma de cruz, dibujando la misma figura en la bitdcora por cada pozo, para tener
el punto exacto de la toma de fotografia cada 24 horas.

~ Ubicacion de la
\ fotografia

Figura 17: Ejemplo de heridas y ubicacién de la fotografia en un pozo de la caja de cultivo,
sin escala cada 24 horas se cambid el medio de cultivo para el grupo control y para el
tratamiento con el extracto de K. pinnata en las mismas concentraciones, también se



fotografio en los mismos sitios de todos los pozos hasta las 72 horas cuando se dio por
terminado el experimento.

Herida Control Herida con extracto




Figura 18. Efecto del extracto de K. pinnata sobre la migracion de HCC1937 mediante el
ensayo de cierre de herida.

Para analizar los resultados se utilizé la herramienta “Wound Assay” del software “Imagel”
el cual mide un area determinada, por lo que identifica los bordes de la herida realizada.
Todas las mediciones de las fotografias a las 0 horas fueron reconocidas como el 100% del
area de cada grupo, se calculé el porcentaje del ancho del area de la herida para todas las
réplicas. El extracto acuoso de K. pinnata inhibié la migracion in vitro de las células
HCC1937, a partir de las 48 horas.

Figura 19. Efecto del exacto acuoso de K. pinnata en la migracién, los datos se presentan
como la media de tres replicas a partir del porcentaje del drea del ancho de la herida
respecto al control, a las 48 horas tuvo un valor de P < 0.05 (*) y a las 72 un valor de P <
0.001 (***).



Efecto del extracto acuoso de K. pinnata en la migracion de las células HCC1937
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Extraccidn, purificacion y cuantificacion del ARN

A las 72 horas de tratamiento posterior al ensayo de migracién, se procedid a cosechar las
células, comenzando por retirar el medio, de todos los pozos, de inmediato se agregd por
pozo 1ml de PBS para realizar un enjuague y agregar 700 ul de TRIzol (Invitrogen®) por
grupo, despegando cualquier resto celular para posteriormente almacenar en tubos de 1.5
ml en el ultracongelador.

Para la extraccién de ARN se prepard y limpio todo el material a utilizar, se comenzd por
descongelar los tubos con las células en TRIzol, para agregar 140 ul de cloroformo, y agitar
fuertemente durante 15 segundos, después los tubos fueron centrifugados a 12,000 Gs
durante 15 minutos, los tubos se sacaron de la centrifuga y al identificar la separacién de
fases entre orgdanica y acuosa se tomd la fase acuosa en el sobrenadante para pasarla a un
nuevo tubo y agregar 500 pl de isopropanol, agitar suavemente e incubar durante diez
minutos, al pasar el tiempo nuevamente se centrifugd a 12,000 Gs durante diez minutos,
entonces se ubico la pastilla de ARN al fondo del tubo y se realizaron dos lavados con etanol
al 95% y centrifugando a 7,500 Gs durante cinco minutos, se retird todo el etanol restante
y se dejé secando el tubo con el ARN durante 6 minutos, al finalizar el ARN fue hidratado
con agua libre de ARNsas, y se realizaron alicuotas para su cuantificacién y almacenado en
el ultracongelador, esto fue realizado por grupos de tratamiento por lo que cada replica fue
extraida en un solo tubo de TRIzol.

Para comprobar la integridad del ARN total extraido se prepard un gel de agarosa al 1.5%,
los ARN fueron cargados en los pozos del gel, mezclando previamente sobre Parafilm 5 pl



de ARN y 1 pl de buffer de carga, se agregd buffer TBE de corrimiento hasta cubrir por
completo el gel en la cdmara de electroforesis, después se programd la fuente de poder
durante 40 minutos a 90 voltios.

Al terminar el tiempo de corrimiento las muestras se visualizaron en un transiluminador
(Daigger, USA®) a 365 nm para corroborar la integridad del ARN total observando la
presencia de las bandas 28s, 18s y 5s.

Figura 20. ARN en gel de agarosa las dos bandas intensas corresponden a las subunidades
28 y 18s, ademas de la tercera banda 5s son indicadores de un ARN integro.

Después de comprobar la integridad del ARN, se procedié a cuantificar las muestras de ARN
a partir del ARN disuelto en 1 pl, se realiz6 mediante espectofometria en un nanodrop 200
(Thermo USA®), ademas de la cuantificacién en nanogramos/ul el equipo también nos
brindd los datos de absorbancia entre los 260/280 nm y los 260/230 nm, para corroborar la
pureza del ARN extraido y asi descartar cualquier contaminacién por fenoles y presencia de
proteinas que hayan quedado durante la técnica de extraccién.

Tabla 2. Relacion de muestras de ARN y peso por microlitro.

Grupo 260/280 260/230 \ ng/ul
Control 1.93 2.11 3334.35
Herida 1.99 2.24 2775.87
Extracto 2.00 2.23 2280.24
Herida vy | 1.98 2.13 2602.16
Extracto




Reaccidn de retro-transcripcion.

Para realizar la reaccién de retrotranscripcidon se utilizé el kit de Promega® (USA) para
sintetizar cDNA a partir de 1 ug de ARN, se prepararon las siguientes soluciones en tubos
de 0.2 ml.

Volumen total 5 pl.

Tabla 3. Volumenes para la reaccion de retro transcripcion.

Grupo ARN Agua libre de ARNsas Oligo DT
experimental

Control 0.299 ul 3.7 ul 1l
Herida 0.360 pl 3.6 ul 1l
Extracto 0.438 ul 3.5ul 1l
Extracto y Herida 0.384 ul 3.6ul 1l

Una vez se prepararon los tubos con los reactivos, fueron llevados al termociclador, durante
5 minutos a 70° grados, al terminar fueron colocados en hielo otros cinco minutos.

Mientras transcurria el tiempo de incubacién, se preparé con segundo tubo, con las
siguientes especificaciones del fabricante, en 4 tubos diferentes para cada grupo
experimental.

Volumen total 5 pl.

Tabla 4. Concentraciones B, reaccién retrotranscripcion.

Reactivo Volumen \
Agua libre de ARNasa 7.8 ul

Buffer 5X 4 ul

MgCl; 1.2 ul

dNTPs 1l

Transcriptasa inversa 1l




Una vez que se obtuvieron ambos tubos preparados se mezclaron en un Unico tubo por
cada grupo, fueron homogeneizados y centrifugados y llevados al termociclador en un ciclo
de 25°c durante 5 minutos, 58°C por 60 minutos y 70° durante 15 minutos, al terminar el
ciclo los tubos fueron almacenados en el ultracongelador.

Expresion génica.

Para el ensayo de qPCR previamente se disefiaron los oligonucleétidos de los genes METTL3
y FTO, los cuales fueron disefiados en la base de datos NCBI, tomando la secuencia del
ARNm y seleccionando parametros de los amplicones en un tamafio cercano a 100 pares de
bases.

Tabla 5. Relacion de secuencias de oligonucledtidos.

Forward Reverse Longitud
del
producto
de PCR

METTL3 GCTCTATCCAGGCCCACAAG TGGAGACAATGCTGCCTCTG | 116 pb
FTO TGGCTCAACTGGAAGCACTG | CAGTGAGCGAGGCAAGGATG | 132 pb
HPRT1 ACACTGGCAAAACAATGCAGA | ATATCCAACACTTCGTGGGGT | 110 pb

Los oligonucleétidos fueron hidratados de acuerdo con las instrucciones del fabricante para
obtener una concentracién stock de 100 uM, posteriormente se hicieron alicuotas para
mezclar reverse y forward a una concentracién de trabajo de 10 uM, al terminar fueron
almacenados en el ultracongelador hasta su uso.

Para evaluar la expresiéon de los genes METTL3 y FTO respecto a los tratamientos con K.
pinnata asi con el tratamiento con la herida, se llevd a cabo una reaccién de qPCR en un
termociclador Step One de Applied Biosystems®, se utilizé el kit SYBR Green (Thermo®), con
las siguientes concentraciones y condiciones.

Tabla 6. Concentraciones gPCR.

Reactivo Volumen

Master Mix 12.5 ul
Oligos F/R 1.5 ul (.3 um)
cDNA 1l

Agua libre de nucleasas 15 ul
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Figura 21: Condiciones de temperatura para la reaccién de qPCR.
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Figura 22. A partir del ensayo de gPCR se muestran las graficas de cajas y bigotes, donde se aprecian
los valores de la media, asi como minimos y maximos. El extracto de K. pinnata asi como la herida
en el ensayo de migracion afectan significativamente la expresion relativa de la desmetilasa FTO en
las células HCC1937. A se muestra una comparacion entre los grupos sin extracto y con extracto con
un valor de P < 0.01, B el grupo sin extracto y Herida con un valor < 0.01, y en C se muestra el grupo

Kalanchoe

Herida

sin extracto y herida y extracto con un valor de P < 0.01.

Herida 'y
Kalanchoe
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Figura 23. A partir del ensayo de gPCR se muestran las graficas de barra donde se aprecian los
valores de la media, asi como la desviacidn estandar. El extracto de K. pinnata, asi como la herida
en el ensayo de migracién afectan significativamente la expresidn relativa de la metiltransferasa
METTL3 en las células HCC1937. A Se observa el grupo sin extracto y herida con un valor de P <0.01,
B se observa el grupo sin extracto y con extracto con un valor de P <0.01y en C. se observa el grupo
sin extracto y extracto y herida con un valor de P < 0.001.

DISCUSION:

Las plantas poseen efectos curativos sobre enfermedades en humanos y animales, esto es
gracias a que las plantas sintetizan un complejo grupo de metabolitos secundarios los cuales
no son estrictamente necesarios para el desarrollo y crecimiento de la planta, sin embargo,
los utilizan en procesos fisiolégicos, asi como de estrés, defensa y adaptacién. No obstante,
la sintesis de estos metabolitos secundarios se ve fuertemente afectada por las condiciones
ambientales como la temperatura, la altitud, la iluminacién, asi como la disponibilidad de
agua y nutrientes en el suelo, factores que pueden cambiar drasticamente dependiendo de
la region donde la planta crezca, pudiendo existir un efecto farmacolégico distinto
dependiendo de su ubicacién geografica. Se han hecho estudios en los que analizan
distintas plantas consideradas medicinales en las que, a partir de la identificacién de
compuestos en hojas, raices y tallos, en los que se muestra que los principales factores



ambientales como, la temperatura, la intensidad de luz, los cambios en |la concentraciones
de diéxido de carbono, ozono asi como la humedad y estrés por sequia influyen en las
concentraciones de fenoles, acido gdlico, carotenoides, flavonoides, saponinas acido
cafeico entre otros, se ven afectadas por estas condiciones ambientales®.

La planta K. pinnata posee una amplia distribucién mundial principalmente al sur de la linea
ecuatorial y hasta los 2800 metros de altura®'.En México principalmente en el centro sur
del pais, abarcando todo el eje Neovolcanico hasta la cordillera centroamericana en la que
existe una gran diversidad de factores fisico-ambientales, tales como al menos 20 tipos de
suelo diferentes y al menos 15 subtipos de clima (Sureste, 2018), condiciones que pueden
afectar directamente a la sintesis de diferentes metabolitos secundarios presentes en K.
pinnata, en el presente trabajé se realizé una Unica colecta en invierno, localizando una
abundante poblacion de K. pinnata, entre un monocultivo de Coffea arabica, en el estado
de Veracruz, aproximadamente a 1200 metros sobre el nivel del mar, predominando un
clima humedo.

Los compuestos organicos y metabolitos secundarios encontrados en plantas y frutas no
son un area nueva en la investigacion médica, se estima que al menos el 20% de las plantas
conocidas han sido estudiadas para conocer al menos algun uso farmacoldgico, para buscar
tratar enfermedades como el cancer®, por lo que a lo largo de los afios las técnicas para
extraer estos compuestos, ha ido cambiando y estandarizdndose para tener una mayor
eficiencia al extraer los principios activos de las plantas, en algunos experimentos cuando
se tienen bien identificados los compuestos activos se eligen a conveniencia los métodos
para extraccién de estos compuestos, incluso se determina el método de extraccion
dependiendo de la naturaleza polar del soluto, se elige el solvente adecuado ya que un
solvente de polaridad similar al soluto lo disolverd mas eficientemente, tales como hexano,
cloroformo, acetona metanol o agua*®. En el presente trabajo se utilizd Unicamente un
extracto total acuoso, que segun algunos reportes puede tener una baja eficiencia al diluir
moléculas esteroles 0 no polares, sin embargo existen moléculas como los bufadiendlidos
los cuales son en general liposolubles, que pueden ser parcialmente polares lo que les
permitiria ser disueltas en un solvente acuoso que, a pesar de que algunos reportes indican
de una baja eficiencia en algunos solventes acuosos por disolverlos, a diferencia de un
solvente acuoso podria ser eficiente al extraer compuestos como dacidos organicos,
flavonoides, asi como algunos alcaloides®.El extracto acuoso de plantas del género
Kalanchoe ha sido estudiado en lineas celulares de cancer en la linea celular HeLa, MCF-7,
A549, HepG2, entre otras donde estudian el efecto del extracto acuoso de K. pinnata,
demostrando su efecto citotéxico y su capacidad de inducir apoptosis, sugiriendo que los
extractos a partir de K. pinnata pueden tener potencial como tratamiento contra el
céncer®,

La migracién celular es un proceso involucrado en diferentes eventos fisiolégicos como el
desarrollo embrionario, respuesta inmune, reparacién de heridas , asi como en patologias
como el cancer, siendo un paso fundamental en la metastasis, proceso que representa un
prondstico adverso por la dispersidn de las células tumorales y el aumento de mortandad,
por lo que existe un gran interés en su estudio tanto clinico como in vitro®® El ensayo de



herida es un ensayo relativamente barato que permite observar la migracién celular de
células en monocapa en 2D, a diferencia de otros ensayos. Vang et al. seiialaron en el 2018
gue una desventaja del ensayo de cierre de herida son las variaciones que existen cuando
el investigador realiza manualmente el trazo de la herida, estas variaciones pueden verse
reflejadas en el ancho de la herida, e incluso en pequeiias diferencias en la profundidad del
raspado que interfieran en el proceso de migracion celular de manera irregular en cada
replica. Respecto a la desventaja con la técnica manual del raspado, estas pueden ser
controladas hasta cierto punto por el investigador, nuestro ensayo fue realizado después
de practicar y estandarizar el procedimiento para asegurar un trazo limpio, uniforme y
utilizando la misma fuerza manual, ademas de asegurar un trazo recto, el cual fue apoyado
con una regla de acrilico previamente esterilizada. Ademas, las mediciones proporcionan
los datos de las dreas y estas son consideradas en replicas independientes como el 100%
del area en la hora cero.

El indicie de concentracidn citotdxica o CCso es una medida muy utilizada en biomedicina,
se explica como la dosis respuesta a la exposicidon de farmacos o compuestos, la cual gracias
a una curva de dosis respuesta podemos obtener la cantidad o concentracidn que se
necesita de un farmaco para inhibir la viabilidad celular en un 50% y asi evaluar la toxicidad
del compuesto antes de realizar un experimento?.

Vang et. al., reportaron en su articulo lo complicado de poder determinar que el drea que
se cubre durante el cierre de la herida pueda ser considerado como migracién y no como
proliferacion. A pesar de que es un cuestionamiento muy vdlido si existen maneras en las
gue se puede considerar que la migracion estd provocando el cierre de herida, tales como
trabajar el ensayo en bajas condiciones de suero, en nuestro caso las células se trabajaron
al 5% de SBF°2. Ademas de la toma de fotografias en intervalos de tiempo para poder
observar el comportamiento del cierre de herida y ser analizadas en el software. La duracidn
del ensayo contemplé 72 horas, entre las cuales se fotografiaron, cada 24, sin embargo, en
futuros experimentos si debe considerarse aumentar el nimero de fotografias respecto al
transcurso del tiempo, para obtener un mayor nimero de datos e incluso el uso de
microscopia en tiempo real que permitiria no solo identificar la motilidad celular también
cambios morfolégicos durante la dindmica de migracién y asi obtener mayores argumentos
para discriminar la migracidn de la proliferacion celular. A pesar de que el uso de mas
técnicas, y equipos puede aumentar la fiabilidad del ensayo siempre se deben de considerar
las limitaciones y disponibilidad de recursos de cada laboratorio e investigador.

En el afio 2016 Huang et al. estudiaron los efectos de la migracién celular de la Bufalina
(B0261) un bufadiendlido obtenido de manera comercial sobre la linea celular tumoral
H460. Mediante un ensayo de cierre de herida con una punta de pipeta de 200 de ul,
exponiendo diferentes concentraciones de 2.5, 5, y 10 nM del compuesto, sus resultados
mostraron que la Bufalina (B0261) inhibe significativamente la migracion celular a partir de
las 48 horas, ademas del ensayo de migracién evaluaron los niveles de expresion de SOS-1
y MMP-2, proteinas que han sido relacionada con el aumento de migracién de células
tumorales y actividad metastdasica®3, ademas realizaron un western blot que revelé cambios
significativos en la presencia de SOS-1, asi como un aumento en la expresion de MMP-2



cuando las células fueron expuestas a una concentracién de 10nM después de 48 horas de
tratamiento.

Nuestros resultados concuerdan que se inhibe significativamente la migracion celular a
partir de las 48 h. (figura 18) , podemos inferir que el extracto acuoso de K. pinnata del cual
se ha reportado que dentro del espectro de metabolitos secundarios se encuentran los
bufadienolidos, podrian estar teniendo un efecto en la expresion de proteinas involucradas
en la migracién celular como SOS-1 y MMP-2, ocasionando una inhibicion muy significativa
de la migracion celular a partir de las 48 horas de tratamiento.

Se debe considerar que el extracto acuoso de K. pinnata utilizado en nuestros experimentos
es un extracto total, donde no estan definidos los metabolitos presentes, asi como sus
concentraciones, Unicamente por la literatura disponible por lo que ademas de los
bufadiendlidos que pudiera haber capturado el extracto acuoso, aun se encuentra un
amplio espectro de compuestos que pudieran haber mostrado efecto sobre los mecanismos
de migracion.

Sabemos que las modificaciones epigenéticas pueden estar directamente relacionadas con
la aparicidn, desarrollo y progresion del cancer?!, por lo que el estudio de modificaciones
como m6A, ademds de las proteinas que la insertan, borran y leen, se han convertido en un
blanco para la investigacion biomédica, estas investigaciones se han abordado desde los
antecedentes de la medicina tradicional como el uso de plantas medicinales para su posible
uso como agentes terapéuticos.

En el 2017 Zhang et al. reportaron mediante andlisis de espectroscopia de fluorescencia que
al menos tres tipos de flavonoides, quercetina, naringenina y apigenina, son capaces de
interaccionar y unirse con FTO, mediante interacciones hidrofdbicas®®.

Es importante mencionar que estos tres tipos de flavonoides se han reportado presentes
en K. pinnata> por lo que podemos inferir que estos metabolitos presentes en el extracto
acuoso de K. pinnata, ejerce un efecto sobre la dinamica de la proteina desmetilasa FTO,
sin embargo, las bases moleculares de la interaccidn de estos flavonoides con la proteina
FTO son aun desconocidas y se requieren mas estudios.

En el ano 2021 Xu et al. estudiaron el efecto de la quercetina en dos lineas celulares, SiHa
de cancer de cuello uterino y Hela de cancer cervical en la expresiéon de la proteina
metiltransferasa METTL3, sus resultados mostraron que se encontraba sub expresada
cuando las células fueron tratadas con quercetina®®. Entonces podemos inferir que la
guercetina podria tener un efecto sobre la expresion de FTO y METTL3, proteinas clave del
metilosoma y en consecuencia interferir en la frecuencia de la metilacién de m6A.

En nuestros experimentos la expresién relativa de METTL3 y FTO fue significativa con un
valor de P < 0.001 (figura 22), cuando los tratamientos presentaron la interaccion del
compuesto de K. pinnata y el ensayo de la herida para analizar la migracién. Se sabe que los
estimulos mecanicos pueden alterar la expresiéon génica, para inducir una respuesta
fisioldgica en el organismo, sin embargo la dindmica molecular de estos estimulos adn
carece de informacion concreta, se sabe por ejemplo que estimulos mecanicos pueden



alterar la localizacién intracelular de ciertos factores de transcripcion como MRFT y YAP
desde el citoplasma hacia el nucleo celular, pudiendo alterar la expresién de distintos
genes®’. A pesar de que actualmente no hay evidencia de que los estimulos mecénicos
pudieran estar afectando la expresion de los componentes del metilosoma METTL3 y FTO,
observamos en esta investigacidon como a partir del ensayo de migracidn y del tratamiento
con el extracto con K. pinnata la expresion de METTL3 se ve significativamente sub
expresada, ademas de la sobre expresidn significativa de la metilasa FTO en el grupo herida
y extracto respecto al control (figura 22 y 23). Estos cambios en la expresién podrian estar
afectando a la colocacién de la modificacion m6A en el ARNma.

En el afno 2020 Xu et al. estudiaron la relacion de la desmetilasa FTO y el cancer de mama
en células SKBR3 y MDA-MB453, ambas lineas celulares positivas para el factor de
crecimiento epidérmico HER2, en las cuales demostraron que FTO se encontraba
significativamente expresado respecto a la linea celular MCF10, la cual se tomé como
referencia a células no tumorales. Ademas al ser FTO un “borrador” de m6A, se encontré
también que esta modificacidn se encontraba en mayores niveles en SKBR3 y MDA-MB453
respecto a la linea celular no tumoral, los autores concluyeron que FTO puede tener una
importante participacion clinica en el desarrollo de cdncer de mama>®. Respecto a nuestro
trabajo la desmetilasa FTO se encuentra sub expresada en las células negativas para HER2
HCC1937 respecto al gen enddgeno HPRT1, sin embargo a partir de los tratamientos a los
que fueron sometidos las células HCC1937, la expresion de FTO cambio significativamente,
aumentando su expresion en el grupo de herida (figura 22 y 23), extracto y especialmente
con el grupo herida y extracto, siendo una combinacion de ambos tratamientos lo que
potencia la expresion de FTO, podemos inferir que compuestos presentes en K. pinnata,
estarian interactuando con FTO, como los autores Alharbi et al. publicaron en el afio 2015,
en su estudio de bioinformatica en el que demostraron que algunos metabolitos
secundarios como Kaempferol y principalmente quercetina pueden tener alta afinidad por
FTO, por lo que podrian estar interactuando para afectar la expresion de la desmetilasa
FTO. Es posible que esa afinidad por FTO y en conjunto con estimulos mecénicos, afecten
la localizacion de factores de transcripcién para regular a FTO, en el grupo de estudio
extracto y herida en el cual FTO se sobre expresé significativamente. En nuestro grupo
experimental de la herida observamos una clara sobreexpresion de FTO en comparacion al
grupo control (figura 22), lo que sugiere que FTO puede ser afectado por el estimulo
mecanico en las células HCC1937.

En el afio 2020 Xu et al, llevaron a cabo ensayos de migracién en células SKBR3 y MDA-
MB453, y ambas con “knockdown” de FTO, sus resultados mostraron que en los grupos con
FTO inhibido, las células reducen significativamente la migracién e invasién celular®®. Lo que
podria explicar la relacién que existe entre los estimulos mecanicos de las heridas y los
cambios en la expresion de la desmetilasa FTO.%8.



Conclusiones.

En el presente estudio mostramos evidencia in vitro acerca del efecto del extracto acuoso
de K. pinnata sobre la migracion celular, el cual mostré inhibirla significativamente a partir
de las 48 horas de tratamiento. Ademads, observamos que el extracto de K. pinnata provoca
cambios en la expresion de la metiltransferasa METTL3 y la desmetilasa FTO, proteinas clave
en la modificacién epigenética mds abundante en eucariotas m6A, la cual al estar
involucrada en diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos es considerada un blanco en la
investigacion contra el cancer.

Nuestro trabajo destaca la importancia de explorar alternativas en tratamientos que
funcionen como adyuvantes a través de regular procesos epigenéticos en el cancer de
mama triple negativo, ademas de brindar una perspectiva a futuro en la investigacién con
extractos vegetales.

Es necesario considerar que factores como las condiciones geograficas y ambientales
pueden generar variaciones respecto a las demas poblaciones registradas de K. pinnata
localizadas en otras entidades, por lo que es muy probable de acuerdo a la literatura que la
mezcla de metabolitos secundarios pueda poseer diferentes niveles de concentracién aun
siendo la misma especie, siendo probable que el efecto sobre la migracién y la expresién de
METTL3 y FTO pueda mostrar un efecto distinto al reportado en el presente trabajo, por lo
que podria considerarse en futuros trabajos diversificar la colecta de K. pinnata para llevar
a cabo ensayos de migracion y de expresion de componentes del metilosoma.

En futuros trabajos el uso de extractos con diferentes solventes podria brindar una visién
mas amplia del efecto de los componentes de K. pinnata en la migracién celular y la
expresion de los componentes del metilosoma.

Es necesario profundizar respecto a los mecanismos moleculares que provocan cambios en
la expresion de METTL3 y FTO a partir de estimulos mecanicos y los componentes presentes
en el extracto acuoso de K. pinnata.
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