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I. RESUMEN

Introduccion: El cancer es un término utilizado para un grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo. La caracteristica que lo define es la division rapida
de células anormales que pueden sobrepasar sus limites e invadir a otros tejidos e incluso a
otros organos en un proceso denominado metéstasis. Esta division celular se debe a la
desregulacion del ciclo celular, que puede ser afectado por diferentes factores, entre ellos la
modulacion del potencial de membrana (Vm), el cual se ve afectado por la conductancia del
ion potasio (K*) que es el principal regulador del Vi en reposo, ya sea en células excitables
0 no excitables, por lo tanto, los canales de K* dependientes de voltaje (Kv) juegan un papel
importante en la fluctuacion del Vi a lo largo del ciclo celular. Algunos Kv se encuentran
implicados en diversos procesos oncogénicos, como Kv10.1 que se sobreexpresa en tumores
mas agresivos. Se ha descrito que este canal es regulado por algunos metabolitos secundarios
de plantas tales como los flavonoides y en ese sentido, Passiflora es un género de plantas en
el que se han descrito este tipo de compuestos, por lo que podrian tener algin efecto

farmacoldgico sobre estos canales.

Objetivo: En el presente trabajo se buscod purificar mediante un ensayo biodirigido los
metabolitos secundarios de una fraccion de acetonitrilo (CH3CN) obtenida a partir del
extracto metandlico de tallos de P. subpeltata, para caracterizarlos quimicamente mediante
técnicas espectroscopicas, asi como farmacologicamente en las lineas celulares MDA-MB-

231 y MCF-7.

Materiales y métodos: El material vegetal se recolectd de la zona de Ciudad Universitaria
en la alcaldia Coyoacan de la Ciudad de México. El extracto metandlico crudo de los tallos
de P. subpeltata se obtuvo a partir de una extraccion solido-liquido de flujo continuo. A partir
de este extracto, se realizd una extraccion liquido-liquido de flujo continuo con
hexano/metanol donde se recuperd la fraccion de hexano. Con esta fraccion se realizd una
segunda extraccion con hexano/CH3CN, para obtener la fraccion de CH3CN. A esta fraccion

se le realizaron mediciones de actividad antioxidante mediante el ensayo del DPPH y



contenido fendlico mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu. A esta fraccion también se le
realizd un ensayo biodirigido a partir utilizando cromatografias en columna y en placa
preparativa para purificar los compuestos con actividad de disminucion de viabilidad de las
c¢lulas MDA-MB-231 y MCF-7. Se determinaron las concentraciones inhibitorias 50 (ICso)
de las fracciones con mayor actividad mediante el ensayo MTT. Se realizd un ensayo de
MTT utilizando el bloqueador de canales Kv, cloruro de tetractilamonio (TEA-CI) para
determinar un posible efecto sinérgico con las fracciones obtenidas de P. subpeltata. La
caracterizacion quimica de la fraccion terciaria con mayor actividad se realizé utilizando
diferentes reveladores. La caracterizacion espectroscopica se realizd mediante

espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) y resonancia magnética nuclear (RMN) de proton (‘H).

Resultados: Se optimizo la metodologia de extraccion de la fraccion de CH3CN. Esta
fraccion presentd una actividad antioxidante de 5.15 microgramos (ng) de equivalentes de
acido ascorbico (AAE)/100 g de masa seca y una concentracion de fenoles totales de 15.16
ug de equivalentes de acido galico (GAE)/100 g de masa seca. En el ensayo biodirigido se
obtuvo la fraccion terciaria V.A.2, que presentd mayor actividad con un porcentaje de
inhibicion de viabilidad en células MDA-MB-231 del 64.00% y de 77.88% en células MCF-
7. La ICso de la subfraccion V.A.2 en MDA-MB-231 fue de 100.43+7.5 pg/mL y en MCF-7
fue de 66.1+4.5 pg/mL. El tratamiento en conjunto del TEA-Cl y las fracciones activas (17,
V.Ay V.A.2) en ambas lineas celulares, disminuy6 la viabilidad celular en comparacion con
el control y con el tratamiento solamente de las fracciones. La caracterizacion quimica mostré
que la fraccion terciaria V.A.2 contiene acidos grasos insaturados, compuestos con
carbonilos, fenoles, grupos sensibles a oxidacion, aldehidos y alcoholes. En la espectroscopia
FT-IR se observaron senales correspondientes a los grupos funcionales de alcoholes,
carbonos con hibridacion sp® y grupos carbonilo. En la RMN 'H se observaron sefiales de
aldehidos, carbonos aromaticos sp? y carbonos saturados sp’. Finalmente, se observé que la

fraccion es una mezcla de compuestos.



Conclusiones: La fraccion de CH3CN presentd poca actividad antioxidante y bajo contenido
fenolico. Se purificd la fraccion terciaria V.A.2 y se observd que es una mezcla de
compuestos. En el ensayo MTT utilizando TEA-CI, se observo un posible efecto sinérgico
con las fracciones activas (17, V. A 'y V.A.2). Con la caracterizacion quimica y
espectroscopica se determind que la fraccion terciaria V.A.2 probablemente contenga acidos
grasos insaturados, aldehidos, compuestos aromaticos y alcoholes. Este es uno de los
primeros trabajos en relacionar metabolitos del género Passiflora y su efecto

anticancerigeno, mediante un posible mecanismo dirigido hacia canales idnicos de potasio.



II. ABREVIATURAS

AAE: equivalentes de acido ascorbico

ADN: acido desoxirribonucleico

AF: acido fosfomolibdico

ATR: reflectancia total atenuada

ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

C-terminal: extremo carboxilo terminal

Ca**: ion calcio

CDCls: cloroformo deuterado

CDK: cinasa dependiente de ciclina

CH2Cl: cloruro de metileno

CH3CN: acetonitrilo

CI': ion cloruro

cm: centimetros

CNBHD: dominio de homologia de unién a nucledétidos ciclicos
COz: dioxido de carbono

CONABIO: Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
D2R: receptor de dopamina D2

DMEM/F12: Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F12
DMSO: dimetilsulféxido

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo

D: dragendorff



EAG: Canales éter a-go-go

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
ELK: canales similares a éter a-go-go

ERG: canales relacionados con éter a-go-go
FBS: suero fetal bovino

FC: Folin-Ciocalteu

FeCls: cloruro férrico

FT-IR: espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

ICso: concentracion inhibitoria 50

Hji: receptor 1 de histamina

H>S0y4: 4cido sulfurico

HIF-1: factor inducible por hipoxia 1

HPLC: cromatografia liquida de alta presion
K": ion potasio

KBr: bromuro de potasio

KCa: canales de potasio activados por calcio
KCNH: subfamilia H de canales de K* dependientes de voltaje
Kir: canales de potasio rectificadores internos
Kv: canales de K™ dependientes de voltaje

L: litros

mg: miligramos

mL: mililitros

mm: milimetros
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mM: milimolar

uL: microlitros

MMP-2: metaloproteinasa de la matriz extracelular 2
MMP-9: metaloproteinasa de la matriz extracelular 9
MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difenil tetrazolio
mV: milivoltios

N-terminal: extremo amino terminal

Na': ion sodio

NH: ninhidrina

nm: nandmetros

PAS: dominio Per-Arnt-Sim

ppm: partes por milléon

Rf: coeficiente de reparto

RMN: resonancia magnética nuclear

TEA-CI: cloruro de tetraetilamonio

UV: ultravioleta

UV-Vis: ultravioleta-visible

V: vainillina

VB: verde de bromocresol

VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular
Vm: potencial de membrana

Y: yodo
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1. INTRODUCCION
1.1. Marco Teorico
1.1.1. Cancer

El cancer es un término utilizado para un grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo. La caracteristica que lo define es la division rapida de células
anormales que pueden sobrepasar sus limites e invadir a otros tejidos e incluso a otros
organos en un proceso denominado metastasis (1). La carcinogénesis es un proceso de
multiples etapas donde las células adquieren mutaciones que activan oncogenes y/o
desactivan genes supresores de tumores, provocando una activacion continua y descontrolada
del ciclo celular (1, 2). Los principales mecanismos de los cambios genéticos que ocurren en
las células son mutaciones, cambios en los cromosomas, alteraciones en vias de sefializacion
y cambios epigenéticos (2) que se generan por predisposicion genética y causas ambientales.
De esta forma, la carcinogénesis puede ocurrir en casi cualquier 6rgano, dando lugar a la

elevada cantidad de tipos de cadncer que son diagnosticados actualmente.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es una de las principales
causas de muerte en el mundo, con aproximadamente 19.3 millones de casos nuevos y 10
millones de muertes en el mundo en el 2020, donde 1 de cada 6 muertes fue debido a cancer
(1, 3). Otro problema actual de esta enfermedad es que es dificil de curar, pues es complicado
retirar cada una de las células malignas y las terapias también son toxicas para las células
normales (1). El cancer es una enfermedad de gran impacto en el mundo lo que aumenta la

investigacion para la busqueda de nuevos tratamientos.

1.1.2. Cancer de mama y principales tratamientos

Existen muchos tipos de cancer dependiendo el tejido donde se origine, pero uno que
actualmente tiene mucha importancia, es el cancer de mama. A nivel mundial en el 2020, fue
el tipo de cancer con mayor incidencia (24.5%) y mortalidad (15.5%) en mujeres,

convirtiéndose en la principal causa de muerte por cancer en mujeres (4). Con un estimado
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de 2.3 millones de casos nuevos en el 2020 (11.7%), el cancer de mama supero al cancer de
pulmoén (11.4%) como el mas diagnosticado en mujeres en el mundo (4). En este mismo afio
en México, el cancer de mama ocupd el primer lugar en incidencia (15.3%), mortalidad
(8.8%) y prevalencia durante el 2020 (5). Estos datos muestran que este tipo de cancer es un
problema de salud publica, de ahi surge la necesidad de generar nuevas estrategias de

tratamiento para las personas que se ven afectadas por esta enfermedad.

Los tratamientos utilizados para el cancer de mama incluyen cirugia, quimioterapia,
radioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida (6, 7). La eleccion del tratamiento dependera
de la etapa en la que se encuentre el cancer, el subtipo que afecte al paciente, el tamaio del

tumor y la viabilidad de poder llevar a cabo cualquiera de los tratamientos (7, 8).

Existen dos tipos principales de procedimientos quirirgicos: cirugia de conservacion de
mama y mastectomia (Figura 1). La cirugia de conservacion es un enfoque de tratamiento
localizado que permite la eliminacion del tejido tumoral a la vez que se preserva el tejido
mamario (8). Este tipo de cirugia suele estar acompanada por terapia adyuvante que permite
reducir el tamafo del tumor antes del procedimiento o después de este para disminuir el
riesgo de metastasis y asegurar la recuperacion del paciente (6). La cirugia conservadora no
puede llevarse a cabo si no se puede retirar la mayor parte del tumor con un resultado
cosmético satisfactorio (9). Por su parte, la mastectomia es la extirpacion de la mamay puede
ser total, subcutdnea o conservadora de la areola del pezén; ya sea un uno o ambos senos
(10). El principal problema es la carga psicoldgica que enfrentan las pacientes, sobre todo
cuando no se realiza una reconstruccion inmediata. La cirugia también puede provocar
cambios en la morfologia mamaria como encogimiento de las mamas, dilatacion de los vasos
sanguineos, pigmentacion e hinchazon de las mamas (11). Hay que resaltar que, si el cancer
ha invadido otras partes del cuerpo, no es posible realizar la extirpacion mediante cirugia.
Ademas, no es posible extirpar todas las células cancerigenas, por lo que es necesario realizar
terapia adyuvante o neoadyuvante (como quimioterapia o radioterapia), las cuales traen

consigo diversos efectos secundarios (7).
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La quimioterapia es un tratamiento sistémico donde se emplean farmacos que inhiben la
proliferacion celular al interferir con la sintesis de 4acido desoxirribonucleico (ADN), acido
ribonucleico (ARN) o proteinas; lo que eventualmente lleva a las células a apoptosis (7, 12).
Suele utilizarse en tumores negativos a receptor de estrogenos (ER-negativo), como los
subtipos de peor prondstico (triple negativo y HER2 positivo); asi como en pacientes de alto
riesgo (8, 10). Actualmente, el tratamiento incluye la aplicacion de farmacos como
carboplatino, ciclofosfamida, taxanos (como el paclitaxel) y antraciclinas (como la
doxorrubicina) (Figura 1); donde terapias basadas en taxanos y antraciclinas han demostrado
reducir la mortalidad a un tercio (7, 8, 10). Debido a la naturaleza de estos farmacos, suelen
presentar multiples efectos adversos como pérdida de cabello, nausea, vomito, fatiga,
susceptibilidad a infecciones, anemia, problemas gastrointestinales, mucositis, problemas en

el ciclo menstrual, infertilidad y en algunos casos, cardiomiopatia y neuropatia (8, 12).

La radioterapia consiste en utilizar radiacion ionizante para eliminar las células cancerosas
mediante la generacion de radicales libres que provocan el rompimiento de la doble hélice
del ADN, provocando apoptosis (7, 13). La radiacion puede ser externa o interna
(braquiterapia) dependiendo de la localizacion del tumor (7). Suele utilizarse después de una
cirugia para destruir las células cancerosas remanentes y asi evitar la posibilidad de que
ocurra metastasis. En el cancer de mama, las técnicas que se emplean son la radioterapia
interna de mama y la de pared toracica (después de la mastectomia) (Figura 1) (8). Al igual
que la quimioterapia, el mecanismo de accion de la radioterapia también destruye células
normales y provoca diversos efectos adversos como irritacion y oscurecimiento de la piel,
linfedema, fatiga, pruritos, hipersensibilidad, mucositis, plexopatia braquial, riesgo de un
segundo cancer radiogénico, complicaciones cardiovasculares y del sistema nervioso central

y problemas de fertilidad (8, 11, 13—15).
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Figura 1. Principales tratamientos para el cancer de mama.

La terapia hormonal es aquella donde se modifica la cantidad de hormonas o se bloquean los
receptores a estas (6, 7). Se utiliza en pacientes con cancer de mama del subtipo luminal
bloqueando los receptores de estrogenos, evitando que esta hormona estimule las células
cancerosas (8). A pesar de ser un tratamiento mas especifico, también puede provocar
diversos efectos adversos como sofocos, sequedad vaginal, artralgia, mialgia, algunos
farmacos como el tamoxifeno pueden aumentar el riesgo de trombos y cancer de utero,
mientras que los inhibidores de la aromatasa pueden ocasionar problemas
musculoesqueléticos como la osteoporosis (9). Ademas, aproximadamente el 50% de los

tumores positivos a receptores de hormonas se vuelven resistentes al tratamiento (8).

Finalmente, la terapia dirigida es aquella que utiliza moléculas especificas para inhibir vias

de sefalizacion alteradas en las células tumorales (7). En el caso del cancer de mama puede
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ser adyuvante o neoadyuvante y se utiliza terapia dirigida al receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2) (trastuzumab, lapatinib, pertuzumab), a la via del
fosfatidilinositol 3-quinasa/objetivo de rapamicina en mamiferos (everdlimus) y a cinasas
dependientes de ciclinas (palbociclib) (Figura 1). Dentro de los efectos adversos, la terapia
dirigida puede provocar erupciones en la piel, estomatitis, xerostomia, alopecia, onicolisis,
entre otros (16). Estas terapias tienen un costo elevado y los pacientes de bajos recursos no

tienen acceso a ellos.

Los tratamientos que se emplean actualmente suelen tener diversos efectos adversos que
disminuyen la calidad de vida de los pacientes. Todo esto hace énfasis en la necesidad de
desarrollar nuevos tratamientos que presenten una menor cantidad de efectos secundarios y

mayor especificidad.

1.1.3. Potencial de membrana como regulador del ciclo celular

Enel 2011, Hanahan y Weingberg describieron las principales caracteristicas que las células
adquieren para formar tumores y que permiten entender la biologia del cancer. Los autores
describen que las caracteristicas fundamentales de las células cancerosas son: su habilidad
de mantener una proliferacion continua, evadir supresores del crecimiento, invasion,
metastasis, supervivencia a muerte celular, angiogénesis, inmortalidad replicativa, evasion
del sistema inmune, inflamacion, alteraciones metabdlicas, inestabilidad genomica y
mutaciones (17). En particular, la proliferacion continua es resultado de la progresion del
ciclo celular. El ciclo celular es un proceso organizado y altamente regulado donde los
componentes internos de una célula progenitora se duplican y se segregan en dos células hijas
idénticas (18). Consiste en cuatro fases: gap 1 (G1), sintesis de ADN (S), gap 2 (G2) y mitosis
(M); también existe la fase GO, en la cual se encuentran las células quiescentes (18). Unos de
los componentes mas importantes del sistema de control del ciclo celular son las ciclinas y

las cinasas dependientes de ciclina (CDK), que actuan en conjunto formando complejos
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ciclina/CDK. Estos complejos adquieren actividad de cinasa para fosforilar distintos blancos,

lo que les permite progresar en las fases del ciclo celular (7, 18).

Dado que la inestabilidad gendmica puede potenciar la oncogénesis, es necesaria la actividad
de mecanismos reguladores del ciclo celular. Existen sistemas de control (checkpoints) para
los eventos clave del ciclo, regulando la entrada y salida de una fase a otra y asegurando que
la replicacion y segregacion de los cromosomas sea adecuada (Figura 2) (18, 19).
Tradicionalmente, se habla de tres puntos de control principales: G1/S o de inicio, donde las
células se comprometen a dividirse; la transicion de G2/M, que permite la entrada a la mitosis
solo de las células que hayan replicado su genoma de manera adecuada; y la transicion
metafase/anafase o punto de control del huso mitdtico, que permite la separacion de las

cromatides hermanas, completando la mitosis (18).

Punto de control

Metafase/Anafase
5 ( —
S (, ; — ;—‘(‘“
P »
G
Ciclo
a1
celular }
Punto de
trol G,/S
& s control G,/

Punto de control 3
Gz/M - @)

Figura 2. Puntos de control del ciclo celular.

Se ha observado que la despolarizacion del Vi, podria servir como una sefial de inicio de
mitosis y sintesis de ADN; controlando la actividad del ciclo celular (29). El Vi, se define
como la diferencia de voltaje entre el citoplasma y el medio extracelular debido a la presencia

de diversos canales i0nicos y transportadores que mueven iones (Na*, K*, Ca?" y CI') a través
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de la membrana plasmatica (20). En células excitables (como neuronas y fibras musculares)
cambios en el Vi, permiten llevar a cabo el potencial de accion; sin embargo, también juega
un papel importante en células no excitables. En la década de los 60, Clarence D. Cone Jr
realizd estudios en células de sarcoma, donde demostraron que el Vm se vuelve
hiperpolarizado al entrar en la fase M del ciclo celular (20). Asi, en 1971 desarroll¢ la teoria
unificada sobre el mecanismo basico del control mitotico normal y la oncogénesis, donde
plantea que cambios en el Vy, durante la transicién G1/S permiten el inicio o inhibicion de la
sintesis de ADN mediante la regulacion de vias metabolicas (21). Observaciones posteriores
mostraron que existe una correlacion con el grado de diferenciacion de las células: células
altamente diferenciadas poseen un Vi hiperpolarizado, mientras que células en constante
proliferacion suelen tener un Vi, despolarizado (21). Actualmente, se sabe que existen
eventos bioeléctricos que controlan el Vi, regulando funciones celulares como proliferacion,

migracion y diferenciacion (20).

Como punto de control del ciclo celular, la modulacion del Vi, permite la transicion entre
G1/S y G2/M. Estudios previos demostraron que la despolarizacion de la membrana inhibe
la progresion de G1/S en células gliales (22), sugiriendo que la hiperpolarizacion es necesaria
para iniciar la sintesis del ADN. Por otro lado, la despolarizacion de la membrana permite la
transicion entre G2/M, marcando el inicio de la mitosis (22, 23). El Vi, fluctia a lo largo del
ciclo celular: la hiperpolarizacion permite la transicion entre G1/S principalmente por el flujo
de iones de potasio, mientras que la despolarizacion es necesaria para la transicion de G2/M,

debido a un flujo de iones cloro (20, 22).

La actividad de canales y transportadores que permiten una distribucion diferencial de iones
sodio (Na"), K*, calcio (Ca*") y cloruro (C17) entre el citoplasma y el medio extracelular,
genera el Vi (20). Debido a la accion de la bomba Na/K*, hay una menor concentracion de
Na" en el interior de la célula. Se necesitan otros cationes para equilibrar la carga dentro de
la célula; este equilibrio se logra por los iones K™ (18). El K* entra a la célula mediante la

accion de la bomba Na'/K" y también puede entrar o salir a través de canales de K™ (18). Los
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canales de K" mantienen un equilibrio en donde los aniones del citoplasma atraen iones K*
al interior celular y el K sale de la célula debido a su gradiente de concentracion (18). Esta
entrada y salida de K" mantiene el potencial de membrana en reposo hiperpolarizado. En
células excitables, los canales de Na* dependientes de voltaje permiten la entrada de iones
Na*, despolarizando el potencial de membrana e iniciando un potencial de accion (18). En
general, el potencial de membrana en reposo se encuentra entre -40 y -70 milivoltios (mV),

con una carga neta negativa en el lado intracelular de la membrana (24).

El Vi también estd relacionado con la proliferacion celular en el cancer. Las células
tumorales mantienen su Vi, despolarizado (de -5 a -50 mV) en comparacion con células
normales que se encuentra en estado de reposo (de -40 a -90 mV) (20, 25-27). Esta
despolarizacion se debe principalmente a la sobreexpresion de canales idnicos como Kv10.1,
Kvl1l1.1, TREK-1, Kir 4.1 (22, 25). La despolarizacion del Vi induce un fenotipo metastasico
en melanocitos normales, concluyendo que el Vi es un factor que puede regular el equilibrio
entre la carcinogénesis y el crecimiento normal (28). Un Vm despolarizado puede
considerarse como un marcador en células tumorales que mantiene a las células progresando

rapidamente en el ciclo celular.

1.1.4. Canales de potasio dependientes de voltaje

Los canales de K* son la familia mas extensa de canales i6nicos representados por mas de 70
genes en el genoma de los mamiferos (29). Se encuentran en células excitables y no
excitables donde son responsables de la difusion pasiva de los iones K* a través de la
membrana plasmatica (29). Su actividad es importante para llevar a cabo diferentes procesos
biologicos como la liberacion de insulina, la contracciéon muscular y la transmision sinaptica;
sin embargo, también han demostrado estar implicados en proliferacion celular, apoptosis,
invasion y angiogénesis (29, 30). Estas ultimas funciones hacen que cada vez haya mas
interés en estudiar canales de K' relacionados con cancer para el desarrollo de nuevas

estrategias de tratamiento.
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La conductancia del ion K" es el principal regulador del potencial de membrana en reposo,
ya sea en células excitables o no excitables (31), por lo tanto, son los canales Kv los que
juegan un papel importante en la fluctuacion del Vi, a lo largo del ciclo celular. Ademas, los
iones K" también son importantes para mantener la entrada de iones Ca®" y regular el
volumen celular (29). Estos canales son moléculas cruciales para que las células puedan

llevar a cabo sus funciones de manera correcta.

De acuerdo con Huang y Jan (32), existen 4 mecanismos principales mediante los cuales los
canales de K* promueven proliferacion celular. El primero es mediante cambios en el Vi,
existe una alta permeabilidad a iones K entre las fases G1/S y una baja permeabilidad entre
G2/M (Figura 3) (31). El segundo es mediante la regulacion del volumen celular, donde la
expresion de algunos canales en la membrana plasmatica se enriquece en ciertas fases del
ciclo, modificando la morfologia celular (32, 33). El tercero es promoviendo la entrada de
Ca”", y el cuarto es mediante funciones no canénicas que promuevan transcripcion de genes
relacionados con proliferacion (32). Los canales de K™ juegan un papel clave en la

proliferacion celular, por lo que su regulacion podria utilizarse como estrategia terapéutica.

Figura 3. Representacion esquematica de la actividad de canales de potasio durante el ciclo celular. Valores
hiperpolarizantes cercanos al potencial de equilibrio del K* se observan entre las fases G1 y S, mientras que

entre G2/M el Vy, se encuentra despolarizado.
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Los canales de potasio se dividen en 4 grupos: canales Kv, canales de K" activados por calcio
(KCa), canales de K rectificadores internos (Ki;) y los canales de K de dos poros. Estos
canales juegan un rol importante en procesos celulares como proliferacion, control del
volumen celular, migracion, apoptosis y excitabilidad (34). Se ha observado que, durante el
primer ciclo celular de ovocitos de raton, los Kv se encuentran activos en la transicion de las
fases M/G1 e inactivos durante S/G2 (31). Briiggemann y colaboradores observaron en
ovocitos de Xenopus que la actividad de canales éfer a-go-go (EAG) se inhibe al inicio de la
mitosis. Ellos denominaron a este canal como una “entidad molecular sensible al ciclo
celular” debido a que su inhibicidn es una sefial electrofisiologica que le indica a la célula el
inicio de la mitosis (23). Dado que son un grupo muy extenso e importantes en el ciclo

celular, el presente trabajo se enfocara en los canales dependientes de voltaje.

Con 40 genes codificantes, los Kv son el subgrupo mas grande de canales de K™ (32). Los
Kv son un grupo compuesto por 12 familias (Kv1-Kv12). A pesar de solo ser 12 familias,
estos canales forman un grupo diverso debido a heteromultimerizacion, splicing alternativo,
modificaciones postraduccionales, proteinas accesorias y subunidades modificadoras (35).
Dada su importancia en el control del Vi, algunos Kv se encuentran implicados en diversos
procesos oncogénicos. Aquellos que han sido principalmente vinculados con céncer son
Kvl.1, Kv1.3, Kv1.5, Kv10.1 y Kv11.1 (20, 36). La desregulacion de los Kv est4 asociada
con aspectos clave del cancer, lo que ha hecho que se consideren como oncogenes potenciales
y, por lo tanto, como blancos terapéuticos potenciales. Los diferentes tipos de cancer
expresan diferentes combinaciones de Kv, de manera que estos pueden utilizarse en la
busqueda de terapias personalizadas y especificas, esperando menores efectos secundarios

en los pacientes.

1.1.5. Kv10.1 y su rol en cincer

La familia KCNH de los Kv esta formada por los canales ERG (éter a-go-go related,
KCNH2), los canales EAG (KCNHI1) y los canales ELK (éfer a-go-go like, KCNH3) (37,

38). Estos canales estan formados por cuatro subunidades que a su vez estdn compuestas por
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seis dominios transmembranales: S1-S4 forman el sensor de voltaje, mientras que el poro
esta formado por los dominios S5-asa-S6 (Figura 4) (37). En su regién amino terminal (N-
terminal) contienen un dominio Per-Arnt-Sim (PAS), un PAS-CAP y un dominio enlazador;
al conjunto de estos dominios se les conoce como el “dominio EAG”, compartido entre todos
los miembros de KCNH (37). En su region carboxilo terminal (C-terminal) contienen un
dominio enlazador y un dominio de homologia de unioén a nucleétidos ciclicos (CNBDH.)
Cerca del CNBHD, hay un motivo de tres aminoacidos conocido como el ligando intrinseco

(37).

Sensor de voltaje Poro

Enlazador N Enlazador C

CNBDH

Extremo

Dominio PAS N-terminal

Extremo
C-terminal

Figura 4. Esquema representativo de la estructura de las subunidades de los canales de la familia KCNH (37).

Kv10.1 (también llamado EAG1) es un Kv perteneciente a la familia EAG. Este canal se
caracteriza por tener una corriente rectificadora de K* retardada y una activacion lenta con
un potencial de retencion hiperpolarizado; esto significa que hay un cambio en la sensibilidad
del voltaje en la apertura del canal (37). En cuanto a su localizacion, se encuentra distribuido
en el sistema nervioso central, donde la distribuciéon del ARN mensajero (ARNm) se
encuentra en: la corteza cerebral (particularmente en el nucleo del tracto olfatorio lateral y el

neocortex), el bulbo olfatorio, el hipocampo, la amigdala, el hipotdlamo, los ganglios basales
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y en la capa de células granulares del cerebelo (39). También se expresa en mioblastos
durante un periodo de tiempo muy corto durante su fusion (40) y una vez que las células
musculares se vuelven multinucleadas, la expresion del canal se inhibe (41). A pesar de que
es una proteina conservada en diferentes especies de mamiferos (incluido el humano), su rol

fisioldgico atn permanece practicamente desconocido (42).

Su estructura es similar a la de los demas canales KCNH, pero contiene ciertas caracteristicas
que lo diferencian de los demés miembros de la familia. Kv10.1 estd glicosilado en el asa
que conecta los dominios S5 y S6, afectando la unioén de toxinas peptidicas en el poro. El
diametro del poro es mas pequefio que el del ion K hidratado, por lo que carece de la cavidad
central ubicada debajo del filtro de selectividad de los canales de K* candnicos. Esta cavidad
es blanco de compuestos antiarritmicos que bloquean el poro, sin embargo, al carecer de ella,
Kv10.1 no se ve afectado por estos compuestos. Este canal es capaz de ser activado por
voltaje aun sin el asa entre el sensor de voltaje y el poro; haciendo que la comunicacion entre
estos sea diferente a la de otros Kv (43). El CNBHD de estos canales es homologo al de los
canales activados por nucleotidos ciclicos (CNG) y los canales modulados por nucleétidos
ciclicos activados por hiperpolarizacion (HCN); sin embargo, el CNBHD de Kv10.1 no une
nucledtidos ciclicos, sino que se encuentra asociado con el ligando intrinseco (residuos
tirosina, asparagina, leucina) (37, 42). Dadas sus particularidades estructurales, ain se

desconoce la existencia de ligandos especificos que regulen la actividad de estos canales.

Como ya se menciond, la expresion de estos canales esta restringida a mioblastos y a ciertas
partes del sistema nervioso central. De la misma forma, el ARNm del canal se encuentra
solamente en el cerebro y no en otros tejidos. Sin embargo, tanto la proteina como el ARNm
del canal se encuentran expresados en células tumorales de diversos tejidos (44). En 1999,
Pardo y colaboradores demostraron el potencial oncologico de Kv10.1 al observar que la
sobreexpresion de estos canales induce una transformacion maligna en células CHO y
NIH/3T3. También observaron que tumores que expresan este canal presentan un

crecimiento mas rapido en comparacion con tumores que no lo expresan (45).

23



A pesar de que ain se desconoce la funcion exacta del canal, hoy se sabe que esta
estrechamente relacionado con la proliferacion celular. Uno de los mecanismos por los que
se promueve la proliferacion es el desensamble del cilio primario que permite la progresion
del ciclo celular entre G2/M (46). La sefializacion para llevar a cabo este proceso se debe a
la entrada de Ca®* en la célula como resultado de la hiperpolarizacion inducida por Kv10.1.
El Ca" a su vez, actia como segundo mensajero en una cascada de sefializacion que implica
la activacion de cinasa Aurora A, la cual se sobreexpresa en diferentes tipos de cancer y esta
implicada en proliferacion, transicion epitelio-mesénquima, metastasis y la renovacion de
células troncales cancerosas (47, 48). Esta seria una forma indirecta mediante la cual el canal
podria estar promoviendo proliferacion. Kv10.1 también permite la supervivencia celular. En
células MCF-7, Kv10.1 promueve proliferacion y migracion al permitir la entrada de Ca?*
mediante la interaccion con el canal de calcio Orail (47, 49). También se ha reportado la
capacidad oncogénica del canal mediante mecanismos no canonicos. Canales Kv10.1 con
una mutacion que elimina su actividad de canal i6nico, son capaces de inducir tumores.
Existe un aumento de la actividad de factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1) en células que
expresan Kv10.1 (50). HIF-1 es una proteina esencial para la reprogramacion metabolica de
las células tumorales, permitiendo la supervivencia en el ambiente hipdxico de los tumores
(51). Los canales Kv10.1 pueden promover oncogénesis mediante mecanismos canénicos y

no canonicos, convirtiéndolos en moléculas clave en el desarrollo del cancer.

Este canal se expresa en aproximadamente el 70% de los tumores humanos (41). Su expresion
no solo se limita a tumores sélidos, sino también a leucemia mieloide aguda y leucemia
mieloide cronica, donde la expresion del canal aumenta con la edad del paciente y aumenta
la tasa de recaida de la enfermedad (52). La expresion del canal también esté relacionada con
una tasa de supervivencia menor y resistencia a etopdsido, doxorrubicina y citarabina (52,
53). La expresion de estos canales en cancer y su rol promotor de proliferacion y malignidad
los convierte en un potencial marcador molecular de esta enfermedad. Este canal también se
expresa en las lineas celulares empleadas en el presente trabajo. De acuerdo con Hammadi y

colaboradores, en ambas lineas (MDA-MB-231 y MCF-7) se expresa una proporcion similar
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de la proteina, sin embargo, las MCF-7 tienen una mayor cantidad del ARNm en

comparacion con las MDA-MB-231 (52).

Tomando en cuenta el rol en el desarrollo del cancer, su expresion limitada en tejidos sanos
y su sobreexpresion en tejidos periféricos en cancer; estos canales son un potencial blanco
molecular para la busqueda de nuevas estrategias farmacologicas con menores efectos
secundarios en los pacientes, de manera que exista una ventaja sobre las terapias actuales.
Un bloqueador especifico de estos canales podria ser una nueva estrategia antitumoral, pero,
no existen bloqueadores especificos de estos canales y la mayoria de los existentes, bloquean
otros tipos de canales i6nicos afectando a células sanas. Un bloqueador especifico, incapaz
de cruzar la barrera hematoencefalica, seria ideal, ya que las células que expresan Kv10.1 ya
estan completamente diferenciadas y solo se tendria como blanco a las células tumorales en
division constante (45). Por estos motivos, los canales Kv10.1 han adquirido relevancia en la
investigacion para encontrar ligandos especificos tanto de origen natural o sintéticos que

regulen su actividad.

En este sentido, estos canales pueden ser regulados por diferentes moléculas como la
calmodulina (37, 53), la epsina (54), entre otros. También es regulado por metabolitos
secundarios del metabolismo de plantas, como los flavonoides (55). Carlson y su equipo
demostraron que algunos flavonoides (fisetina, luteolina, quercetina y kaempferol) (Figura
5) son capaces de cambiar la dependencia de voltaje de activacion del canal a potenciales
mas hiperpolarizados, alentando la desactivacion del canal (55). Esto lo realizan al
interactuar con el dominio CNBHD del canal. Los flavonoides tienen similitud estructural
con la tirosina presente en el ligando intrinseco del canal. La regulacion del canal
posiblemente se deba a que los flavonoides desplazan el ligando intrinseco uniéndose al
dominio CNBHD (55). Estos ejemplos sugieren que existen moléculas naturales capaces de
modificar la actividad de los Kv10.1. En este sentido, Passiflora es un género de plantas en

el que se ha reportado la presencia de estos flavonoides y otros metabolitos, convirtiéndolo
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en un objeto de estudio interesante para la busqueda de un producto natural que regule canales

Kv10.1.

Quercetina Kaempferol

Figura 5. Estructura de los flavonoides que modifican la dependencia del voltaje de Kv10.1.

1.1.6. Género Passiflora

Passiflora es el género mas extenso de la familia Passifloraceae, con aproximadamente 500
especies descritas hasta hoy (56, 57). Las especies pertenecientes a este género se encuentran
distribuidas en las zonas tropicales y subtropicales del planeta; principalmente en Centro y
Sudamérica, y en menor proporcién en Asia, Australia y Africa tropical (56-58). Passiflora
es un género de plantas herbaceas o lianas dificiles de clasificar, ya que la morfologia de
estas especies suele variar (56, 58). Estas plantas se cultivan con un fin ornamental debido a
sus flores exdticas y por sus frutos comestibles, principalmente el maracuya (P. edulis) y la
granadilla (P. ligularis). Ademas, estas plantas contienen metabolitos activos con actividad
farmacoldgica para el tratamiento de diferentes patologias (58). Todas estas caracteristicas

resaltan la importancia del género Passiflora como objeto de estudio.
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Los usos tradicionales del género estan ampliamente reportados en diferentes paises (57). En
México, los aztecas llamaban “Coanenepilli” (Coa, culebra y nenepilli, lengua. Lengua de
culebra) a P. suberosa, la cual utilizaban para expulsar semen retenido, piedras, coagulos de
sangre, orina, aumentar el apetito y para evacuar humores flematicos (58). P. edulis es una
de las especies con mdas usos: sedante, diurético, antihelmintico, antidiarreico,
antihipertensivo, para tratar colicos, estimular el sistema digestivo y para el tratamiento de la
disenteria (57). Otra especie utilizada tradicionalmente es P. foetida debido a su efecto para
tratar el insomnio, histeria, mareos, dolor de cabeza, asma y la falta de periodo menstrual
(57). Sin embargo, el uso mas conocido de estas plantas es como ansiolitico (60, 61) y suele
mezclarse con otras plantas (principalmente Valeriana officinalis) en medicamentos
herbolarios como auxiliares en el tratamiento de ansiedad, angustia e irritabilidad. Otros usos
de este género en medicina tradicional incluyen el tratamiento de dismenorrea, diabetes,
fiebre, neurosis, neuralgia, epilepsias, neurastenia, quemaduras, hemorroides, para el
tratamiento de la adiccion a morfina y para mordeduras de serpientes (57, 61). Estas plantas
tienen potencial en la investigacion para encontrar nuevos tratamientos para enfermedades

que tienen un alto impacto en la poblacion, como el cancer.

1.1.7. Metabolitos con actividad anticancerigena presentes en Passiflora

Passiflora es un género de plantas con propiedades medicinales atribuidas desde hace siglos.
Dichas propiedades se deben a los metabolitos secundarios caracteristicos del género, como
flavonoides, alcaloides, glucdsidos y compuestos fenolicos (57). Algunos de los flavonoides
reportados en este género son apigenina, luteolina, crisina, kaempferol, miricetina, quercetina
y ermanina; asi como los glucoésidos de flavona vitexina, isovitexina, swertisina, orientina,
isoorientina, entre otros (57). Los alcaloides presentes en el género principalmente son
derivados de la B-carbolina; como la harmina, harmalina, harmalol, entre otros (57). También
se ha reportado la presencia de terpenos como los acidos ciclopasifloicos A-G, que son

triterpenos de tipo cicloartano y sus saponinas, las ciclopasiflosidas (57); acidos organicos
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como el acido vanilico, el acido p-hidroxibenzoico, el 4cido ascorbico y el acido siringico

(62); y esteroles como el estigmasterol, B-sitoesterol (63) y la B-sitoestenona (62), entre otros.

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de origen vegetal que, al ser consumidos,
generan efectos beneficiosos para la salud (64, 65). Los flavonoides poseen diferentes efectos
anticancerigenos: modulan los efectos de las especies reactivas de oxigeno, provocan el
arresto del ciclo celular, inducen apoptosis y autofagia, suprimen proliferacion e invasividad
disminuyendo metastasis entre otros efectos (66). El flavonoide més representativo del
género es la flavona crisina (Figura 6). La actividad ansiolitica caracteristica del género
Passiflora es debido a este flavonoide. También posee actividad inhibitoria en células de
cancer de mama. El tratamiento de células MCF-7 con crisina aument6 la expresion de p53,
disminuyendo la viabilidad de estas células (67). También presenta efectos apoptoticos en
lineas celulares de cancer cervicouterino, leucemia, glioma, cancer de eséfago, cancer de

prostata y cancer de colon (68).

Otro flavonoide presente en Passiflora que ha demostrado actividad anticancerigena es el
flavonol miricetina (Figura 6), que suprime proliferacion, invasion y metastasis e induce el
arresto del ciclo celular y apoptosis en células cancerigenas mediante la interaccion con
diferentes blancos moleculares (69). La miricetina posee efectos inhibitorios en cancer de
mama, gastrico, de esofago, de ovario, glioma, glioblastoma multiforme, colon,
osteosarcoma canino, carcinoma hepatocelular, cancer de tiroides, leucemia mieloide
cronica, cancer sinovial, meduloblastoma, cancer cervicouterino, cancer de vejiga, cancer de
pancreas, cancer de prostata, colangiocarcinoma, entre otros (69). Por su parte, la luteolina
(Figura 6) disminuye la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-
A) en células MDA-MB-231 inhibiendo angiogénesis (70, 71), disminuye la expresion de
metaloproteinasa 2 (MMP-2) y metaloproteinasa 9 (MMP-9) en MDA-MB-231 y MCF-7
reduciendo el potencial invasivo de estas células y otros efectos que inhiben la transicion

endotelial-mesenquimal (70). En general, la luteolina presenta efectos anticancerigenos en
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mama, colon, pancreas, prostata, glioblastoma, pulmén, boca, rifidon, ovario, piel, higado,

estomago, eso6fago, vejiga, cancer cervicouterino y coriocarcinoma (72).

El kaempferol (Figura 6) es otro flavonoide capaz de inhibir el crecimiento de células de
cancer de mama (MCF-7, MDA-MB-231 y VM7Luc4E2) (73). Provoca el arresto del ciclo
celular en G2/M disminuyendo la expresion de CDK1, ciclina A y ciclina B; asi como inducir
apoptosis aumentando la expresion de p53 en células MDA-MB-231 (74). Esta molécula
presenta efectos en cancer de vejiga, leucemia, cerebro, osteosarcoma, cervicouterino, colon,
rifidon, higado, pulmodn, boca, ovario, pancreas, prostata y estomago (73). Finalmente, la
quercetina es otro flavonoide cuya actividad anticancerigena es sumamente conocida. Este
flavonoide tiene efectos antitumorales en linfoma, carcinoma de ovario, osteosarcoma,
cancer gastrico, leucemia linfoide cronica, cancer de prostata, melanoma, glioma, cancer de

pulmon, cancer de colon y cancer de pancreas (75).

Miricetina

Quercetina B-amirina B-sitoesterol Estigmasterol

Figura 6. Estructuras quimicas de algunos flavonoides y terpenos encontrados en el género Passiflora que

presentan actividad anticancerigena.

Los isoprenoides también son abundantes en el género Passiflora, principalmente terpenos,

esteroides, saponinas y carotenoides (76). Algunos triterpenos como f-amirina, 3-sitoesterol
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y estigmasterol (Figura 6) aislados de Passiflora mucronata, presentan actividad citotoxica
en lineas de cancer de prostata (PC3) y de melanoma de raton (B16F10) (63). El B-sitoesterol
aumenta la actividad de caspasa-8, iniciando la via extrinseca de apoptosis (77). A pesar de
la presencia de algunos triterpenos con actividad anticancerigena, aiin existen muchos otros

en Passiflora cuyo potencial no ha sido estudiado.

Los flavonoides y terpenoides son los grupos de metabolitos secundarios mas abundantes en
Passiflora, por lo que abordar los efectos de cada uno de ellos es imposible. Sin embargo,
los ejemplos aqui presentados demuestran el potencial anticancerigeno de estos metabolitos

y su importancia en la busqueda de estrategias de tratamiento de origen natural.

1.1.8. Passiflora subpeltata

Passiflora subpeltata Ortega, también conocida como flor de la pasion blanca o granada
cimarrona, es una planta trepadora que crece en lugares de gran altitud (78). Es una planta
que se desarrolla en lugares abiertos y pedregales: un ecosistema de matorral xer6filo (79).
Se encuentra distribuida en México, Centroamérica, Venezuela, Colombia y la India. En
Meéxico crece a lo largo del eje Neovolcanico y es considerada por la CONABIO como una
especie invasiva (79). En cuanto a su descripcion, es una especie con hojas trilobuladas que
en la base tienen un par de hojas pequefias llamadas estipulas; sus flores son de color blanco

y pueden crecer hasta 5 cm de didmetro y sus frutos son entre amarillos y verdes (79).

Tradicionalmente en la India, sus hojas son utilizadas para el tratamiento del dolor y como
antiinflamatorio (78). También se ha reportado en sus hojas la presencia de un derivado de
la cumarina llamada barterina: compuesto con actividad sedante y antiespasmodica (78). Un
estudio realizado en ratones albinos suizos mostrd que el extracto acetonico de hojas tiene
actividad antiinflamatoria, antipirética y analgésica (78). Aunque se han realizado algunos
estudios, es evidente la falta de informacion sobre su perfil fitoquimico, resalta el interés de

estudiar esta especie.
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1.2 Antecedentes inmediatos

Previamente, nuestro grupo de investigacion realizo ensayos biodirigidos a partir de extractos
de P. subpeltata con diferentes polaridades donde se observo que el extracto metanolico de
tallos presentd la mayor disminucion de viabilidad en células MDA-MB-231 (Tabla 1).
Posteriormente, a partir del extracto metanolico, se obtuvo una fraccion de CH3CN mediante
particiones con disolventes inmiscibles que mostro actividad de inhibicion de viabilidad en
la misma linea celular. En ensayos de MTT previos se observo que la fraccion de CH3CN
presenta una disminucion de viabilidad de la linea celular MDA-MB-231 a una concentracion
de 3 mg/mL del 99.294+0.54% y una ICso de 470 pg/mL (Datos no publicados) (Figura 7).
La fraccion disminuye casi al 100% la viabilidad de células MDA-MB-231, indicando un

posible efecto terapéutico.

Tabla 1. Porcentaje maximo de inhibicion e ICso de los diferentes extractos de P. subpeltata.

Porcentaje maximo de inhibicion

Extracto de P. subpeltata ICso (mg/mL)
(o)
Hojas metanol 55.3748.37 0.73+0.07
Tallos metanol 94.30+1.78 0.53+0.14
Hojas acetona 76+1.53 0.90+0.06
Tallos acetona 78.31+£5.98 0.84+7.66
Hojas cloroformo 100£2.50 1.75+0.58
Tallos cloroformo 08.42+2.12 2.07+0.4
Hojas hexano 90.69+2.18 0.75+1.66
Tallos hexano 52.90+4.80 1.37+0.21
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Figura 7. Viabilidad celular de la linea MDA-MB-231 expuesta a la fraccién de CH3CN. A) Curva dosis
respuesta. B) Porcentaje de inhibicion maximo en comparacion con el vehiculo PEM (Polietilenglicol y
etanol). Los valores son medias + desviacion estandar de ocho réplicas. Las diferencias estadisticas se

determinaron utilizando una prueba de t pareada; p<0.05.

Los ensayos de Patch-Clamp permitieron determinar que la fraccion inhibe la corriente del
canal Kv10.1 en un 87.82+7.63% en células HEK-293 sobreexpresadas con el canal. Después
de un lavado, hubo una recuperacion parcial de la corriente, llegando a una inhibicion del
47.4+£17.93% (Figura 8). Esto demuestra que dentro de la fraccion de CH3CN existen
metabolitos secundarios capaces de inhibir la corriente de canales Kv10.1 (Datos no

publicados).
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Figura 8. Ensayos de Patch Clamp en configuracion de célula completa. A) Efecto de la fraccion de CH3CN
de tallos de P. subpeltata en canales Kv10.1. Se observan los trazos representativos de la corriente de K*. B)

Resumen experimental en graficas; p<0.05; n=6.
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2. JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Las caracteristicas del
cancer estan intimamente relacionadas y, por lo tanto, su regulacion puede emplearse como
estrategia de tratamiento. Dentro de estas caracteristicas se encuentra una sefalizacion
proliferativa continua relacionada con el ciclo celular. A su vez, el ciclo celular tiene puntos
de control dentro de los cuales se encuentra el potencial de membrana, resultado de la
actividad de canales i6nicos. Los canales Kv estdn asociados con carcinogénesis y su
actividad puede ser regulada con productos naturales. La regulacion de Kv10.1 mediante
productos naturales como estrategia terapéutica es novedosa, debido a que el canal solo se
expresa en el sistema nervioso central de manera normal, mientras que se sobreexpresa en
tejidos tumorales. Una molécula que no atraviese la barrera hematoencefalica seria un
tratamiento selectivo con menos efectos secundarios, porque no afectaria los canales
normales del sistema nervioso, y solo afectaria las células tumorales que aumentan la
expresion de Kv10.1. Este seria el primer trabajo experimental en donde se relacionen
metabolitos secundarios de una especie de Passiflora con una posible regulacion de canales
ionicos para el tratamiento del cancer. Al no ser una especie ampliamente estudiada, P.
subpeltata podria contener metabolitos secundarios con potencial actividad anticancerigena
no conocidos. Otras especies del género que ya han sido estudiadas si tienen metabolitos
secundarios con actividad anticancerigena, por lo que el estudio de P. subpeltata es relevante

para la busqueda de posibles tratamientos coadyuvantes para el cancer de mama.

3. HIPOTESIS

En estudios previos, se observo que la fraccion de CH3CN obtenida a partir del extracto
metanoélico de tallos de P. subpeltata disminuye la viabilidad de las lineas celulares MDA -
MB-231 y MCF-7, asi como la corriente del canal Kv10.1. Algun o algunos de los
compuestos presentes en la fraccion podrian estar interactuando con el canal Kv10.1. Esta

interaccion podria tener algin efecto inhibitorio en la proliferacion de células cancerigenas.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Obtener la fraccion de CH3CN del extracto metanolico de tallos de P. subpeltata para aislar
y caracterizar los metabolitos secundarios responsables de la actividad inhibitoria de la

viabilidad celular en las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7.

4.2 Objetivos particulares

= Aislar ¢l o los metabolitos responsables de la inhibicion de viabilidad de células

MDA-MB-231 y MCF-7.

= (Caracterizar estructuralmente ¢l o los metabolitos responsables de la inhibicion de

viabilidad de células MDA-MB-231 y MCF-7.

» Optimizar la metodologia de extraccion y purificacion de €l o los metabolitos

responsables de la inhibicion de viabilidad de células MDA-MB-231 y MCF-7.

= Evaluar la viabilidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 en presencia de los
metabolitos aislados de la fraccion de CH3CN mediante el ensayo colorimétrico

MTT.

= Evaluar el efecto de los metabolitos en combinacion con TEA-CI sobre la viabilidad

en células MDA-MB-231 y MCF-7 mediante el ensayo colorimétrico MTT.
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5. METODOLOGIA
5.1. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal se recolect6 de la zona de Ciudad Universitaria en la alcaldia Coyoacan
de la Ciudad de México (coordenadas 19°19°21.5”N 99°10°30.8”W). El espécimen fue
identificado por la Dra. Marta Juana Martinez Gordillo del herbario de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Las caracteristicas que
se tomaron en cuenta para su identificacion fueron sus hojas trilobuladas con estipulas en la
base, la presencia de zarcillos en los tallos, flores blancas de aproximadamente 5 cm de

diametro y frutos de color verde (Figura 9).

Los tallos se separaron del resto de la planta y se cortaron en fragmentos de aproximadamente

1 cm; posteriormente se dejaron secar en una estufa a 45 °C durante 48 horas (80).

Figura 9. Passiflora subpeltata. A) Se aprecian las hojas trilobuladas, las estipulas y los zarcillos. B) Flor
blanca con la morfologia caracteristica del género: 5 pétalos, 5 sépalos, la paracorola, el androginoforo, los 5
estambres con las anteras y los 3 estilos. C) Fruto globoso con una cascara de color verde, en su interior
contienen semillas envueltas en una membrana translicida. Las imagenes B y C fueron recuperadas de la

pagina de CONABIO.
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5.2. Optimizacion de la extraccion

Se obtuvo el extracto metandlico de los tallos de P. subpeltata a partir de una extraccion
solido-liquido de flujo continuo. Se realizaron dos extracciones, una con 770 gramos (g) y
otra con 752 g de tallos. El material vegetal seco fue colocado en un sistema de extraccion
liquido-liquido de flujo continuo de vidrio con 5 litros (L) de metanol y se dejo durante un
periodo de 10 a 15 dias. El extracto metanolico obtenido fue llevando a sequedad mediante

un rotavapor (IKA RV10) a 45 °C y presion reducida.

Para disminuir la complejidad del extracto, se obtuvieron fracciones mediante 3 métodos
diferentes. En el primer método se realizaron particiones mecéanicas con disolventes
inmiscibles en un embudo de separacion de un litro. A partir del extracto metandlico de tallos,
se realizd una particion con hexano/metanol, donde se recuper6 la fraccion de hexano.
Después se realizd una segunda particion con hexano/CH3CN para obtener la fraccion de

CH3CN (Figura 10, método 1).

En el segundo método (Figura 10, método 2) el extracto metandlico fue sometido a una
extraccion liquido-liquido de flujo continuo con hexano. Se colocaron 102.84 g del extracto
metanodlico en un extractor continuo de vidrio y se le adicionaron 700 mililitros (mL) de
hexano dejando el proceso de extraccion durante 8 dias. La fraccion de hexano resultante fue
llevada a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y vacio. Posteriormente, la fraccion de
hexano fue sometida a una extraccion liquido-liquido de flujo continuo con CH3CN. Se
colocaron 6.145 g de la fraccion de hexano con 400 mL de CH3CN en el extractor de vidrio
durante 2 dias. La fraccion CH3CN resultante fue llevada a sequedad mediante un rotavapor

a 40 °C y almacenada a -16 °C.

El tercer método (Figura 10, método 3) se realiz6 a partir del extracto metandlico crudo con

250 mL de acetato de etilo en reflujo durante 2 horas. Este proceso se realizo 3 veces. La
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fraccion de acetato de etilo resultante fue filtrada y llevada a sequedad mediante un rotavapor

a 40 °C y almacenado a -4 °C.
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Figura 10. Diagrama esquematico de los diferentes métodos empleados para obtener la fraccion de CH3CN y

de acetato de etilo de P. subpeltata.

5.3. Cromatografia en columna de la fraccion de CH3CN

Se pesaron 4.7473 g de la fraccion de CH3CN para realizar una separacion mediante
cromatografia en columna (2.5 cm x 40 cm) con flujo en gradiente empleando silica gel. La
columna fue eluida con un sistema de disolventes conformado por hexano/acetato de etilo.
La polaridad de la fase movil se fue modificando a lo largo del experimento: al principio se
utilizé una mezcla hexano/acetato de etilo en una proporcion 95:5 y se fue aumentando la
polaridad de la fase movil hasta eluir solamente con acetato de etilo (Figura 11A). Las
fracciones se monitorearon mediante cromatografia en capa fina y se recuperaron en tubos
falcon de 50 mL. Se agruparon las fracciones que fueron iguales en cromatografia en capa

fina y se llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y se almacenaron a -16 °C.
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5.4. Caracterizacion fitoquimica cualitativa

Los experimentos de cromatografia en capa fina se realizaron empleando placas de silica gel
con base de aluminio (Si 60 de 10x20 cm Merck) utilizando como fase mévil una mezcla de
los disolventes hexano/acetato de etilo en relacion 6:4. Las muestras se colocaron a 3
milimetros (mm) desde el borde inferior de las placas. Las placas fueron visualizadas en una
camara UV a 254 nanémetros (nm) y 365 nm. Se utilizaron los reveladores quimicos: yodo
(Y), acido fosfomolibdico (AF), cloruro férrico (FeCls), verde de bromocresol (VB),
ninhidrina (NH), Folin-Ciocalteu (FC), acido sulfirico (H2SO4) al 20% y reactivo de
Dragendorft (D) para determinar el perfil fitoquimico cualitativo de los compuestos presentes

en las muestras.

5.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determindé mediante el ensayo de eliminacioén de radicales de
DPPH descrito previamente por Nithya y Madhavi (81) con algunas modificaciones. Se
preparo una solucion 0.5 mmol de DPPH en metanol. A cada fraccion evaluada de 15 pg/mL
se le agregaron 0.375 mL de la solucion de DPPH y se afor6 a 5 mL con metanol,
posteriormente se determino su absorbancia mediante un espectrofotometro a 517 y 550 nm.
Para determinar la capacidad de neutralizacion de radicales libres se elabord una curva
estandar empleando como patron el acido ascorbico. Se prepararon 6 concentraciones
diferentes de acido ascorbico 30, 25, 20, 15, 10 y 5 pg/mL; cada punto se realizdé por
quintuplicado. La fraccion de CH3CN se probd a una concentracion de 15 pg/mL. Como
blanco se utiliz6 una mezcla de 15 pg/mL de la muestra (0.5 mL) y 3.5 mL de metanol. Se
prepar6 una solucion control de acido ascorbico con 0.375 mL de la solucion de DPPH, Ila

cual se afor6 a 5 mL con metanol.

Se dejo incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. La absorbancia se
midi6é a 517 y 550 nm en el espectrofotometro ultravioleta-visible (UV-Vis) (Genesys 10S
UV-Vis). Los datos de actividad antioxidante de la fraccion se expresaron como pg de peso

AAE/100 g de masa seca. El porcentaje de disminucion del radical se calculd con la formula:
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100 (Abs muestra)
Abs control

Porcentaje de disminuciéon = 100 — [

5.6. Determinacion del contenido fenoélico total

El contenido total de fenoles fue determinado mediante el método de Folin-Ciocalteu descrito
previamente por Kamtekar et al. (82) con algunas modificaciones. Se realizdé una curva
patron de acido galico. Se prepar6 una solucion stock a una concentracion de 1000 pg/mL.
Se disolvieron 10 mg de acido galico en 10 mL de agua destilada. La curva se realizé con
concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug/mL. En un tubo se colocé el volumen
necesario de stock para cada concentracion y se agregaron 5 mL de agua destilada y 0.5 mL
del reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de 5 minutos se agregaron a cada tubo 1.5 mL de
una solucion 20% de carbonato de potasio y se afor6 a 10 mL con agua destilada. Cada punto
se realizo por triplicado. La fraccion de CH3CN se probo a 60 y 80 ug/mL. Se dejé incubar
durante 2 horas a temperatura ambiente en la oscuridad hasta que se generara un color azul
intenso. La absorbancia se midié a 750 nm en el espectrofotometro UV-Vis. Como blanco se
utiliz6 agua destilada. Los valores de equivalentes de acido galico se obtuvieron interpolando
directamente en la curva patron. Los datos de contenido fendlico total de la fraccion se

expresaron como pg del peso GAE/100 g de masa seca.

5.7. Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares de carcinoma de mama humano triple negativo, MDA-MB-
231, y de cancer de mama humano luminal A, MCF-7. Ambas lineas fueron cultivadas en
medio DMEM/F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% ampicilina-
estreptomicina en una incubadora con didxido de carbono (CO:) al 5% en una atmodsfera

htimeda, a una temperatura de 37 °C.
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5.8. Ensayos de MTT

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos a una densidad de 5x10° células por pozo
en 100 pL de medio. Se permitié que las células se adhirieran durante un periodo de 24 horas
a37°Cy5 % de CO; en una incubadora. Las células fueron tratadas durante 24 horas con
una concentracion de 200 pg/mL (83, 84) de cada fraccion disuelta en dimetilsulfoxido
(DMSO). El MTT (Merck Millipore CAS 298-93-1) se agregd a una concentracion de 5
mg/mL en cada pozo y se dejo incubar durante 2 horas. Se retir6 el medio de cultivo y los
cristales se disolvieron con 50 uL de DMSO. La lectura se hizo a 570 nm en un lector de
placas de 96 pozos TECAN Infinite M1000. Como control negativo se utilizd solamente
medio, como control de vehiculo se us6 DMSO al 2% y ademas se utilizd un control de

células sin tratamiento.

Para el célculo de las ICso lo unico que se modificé fueron las concentraciones empleadas de
cada fraccion. Las células fueron tratadas durante 24 horas con una concentracioén de 200,
100, 50, 25 y 12.5 pg/mL de las fracciones. La perfenazina se prob6 en concentraciones de
50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 pg/mL. El ensayo MTT se realiz6 de la misma manera antes
descrita. La lectura se hizo a 570 nm en un lector de placas de 96 pozos TECAN Infinite
M1000. Como control negativo se utilizé solamente medio, como control de vehiculo se uso
DMSO al 2% y ademas se utilizé un control negativo. El valor de la ICso se obtuvo a partir
de la interpolacion directa de las curvas dosis respuesta, graficando el porcentaje de
inhibicion de viabilidad y el logaritmo de la concentracion de las fracciones a partir de 3

experimentos independientes.

El ensayo utilizando el bloqueador de canales Kv se realiz6 bajo las mismas condiciones
previamente descritas. Se utilizd una concentracion 30 mM de cloruro de tetractilamonio
(TEA-CI). Las células fueron tratadas durante 24 horas con las ICso de la fraccion 17, fraccion
secundaria V.A y fraccion terciaria V.A.2 solas y adicionando TEA. El ensayo MTT y la

lectura de la placa se realizd de la misma manera antes descrita. Como control negativo se
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utilizé solamente medio, como control de vehiculo se us6 DMSO al 2% y ademas se utilizo

un control de células sin tratamiento.

5.9. Cromatografia en columna de las fracciones con mayor actividad obtenidas de la

fraccion de CH3CN de P. subpeltata.

A partir de la fraccion 17 que presentd mayor inhibicion de la viabilidad en ambas lineas
celulares, se realizd otra cromatografia en columna (Figura 11B). Se separaron 4.7 g
mediante cromatografia en columna (4 cm x 80 cm) empleando silica gel (Silica gel 60,
0.063-0.200 mm). La columna fue eluida con un sistema de disolventes conformado por
hexano/acetato de etilo en una relacion 8:2 en flujo isocratico. Las fracciones primarias se

llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y se almacenaron a -16 °C.

Para todas fracciones primarias obtenidas, se probo la inhibicion de viabilidad de las lineas
celulares. Se recuperd la fraccidon primaria que presentd mayor porcentaje de inhibicion para
volver a purificarla y disminuir su complejidad (Figura 11C). Para esto, se separaron 476.7
mg de la fraccion primaria V mediante cromatografia en columna (2 cm x 27 cm) con silica
gel (Silica gel 60, 0.063-0.200 mm). La columna fue eluida con un sistema de disolventes
conformado por hexano/acetato de etilo en una relacion 7:3 en flujo isocratico. Las fracciones
secundarias se llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C y se almacenaron a -16

°C.

Se volvidé a probar la inhibicion de viabilidad de las lineas celulares en presencia de las
fracciones terciarias. Se recuper6 la que presentd mayor actividad y se volvid a purificar
(Figura 11D). Se separaron 37.2 mg mediante cromatografia en placa preparativa. Se
utilizaron placas UNIPLATE ™ Silica gel GF UV245 20x20 cm 1500 micras. La placa fue
eluida 8 veces con una fase movil compuesta de hexano/acetato de etilo 8:2. Las fracciones
terciarias se rasparon de la silica con una espatula, se colocaron en agitacion con acetato de

etilo, metanol y acetona, se centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5
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minutos, se filtraron y se decantaron. Se llevaron a sequedad mediante un rotavapor a 40 °C

y se almacenaron a -16 °C.

Cromatografia en columna de las fracciones con mayor actividad
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Figura 11. Diagrama de la metodologia utilizada en el ensayo biodirigido para la purificacion de las fracciones
con mayor actividad. A) Primera cromatografia por columna, B) Segunda cromatografia por columna, C)

Tercer cromatografia por columna y D) Cromatografia por placa preparativa.

5.10. Optimizacion de la purificacion

En la primera purificacion se realizaron tres cromatografias en columna y una en placa
preparativa para purificar la fraccion terciaria activa (Figura 12, fraccién de acetonitrilo).
Esto se realizo, ya que la fraccion activa eran desconocida y se necesitaba hacer una
purificacion de todos los componentes hasta encontrar dicha fraccion (ensayo biodirigido).
Una vez que se identifico la fraccion terciaria activa, se optimizé la purificacion para
disminuir el gasto de disolventes y de tiempo. A partir de la fraccion de acetato de etilo, se

realizaron tres cromatografias en columna con las condiciones que se observan en el
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diagrama de purificacion (Figura 12, fraccion de acetato de etilo). Esto permitio obtener la

fraccion terciaria activa en aproximadamente 10 a 15 dias.

Fraccién de
acetonitrilo

Proceso de
purificacién

Cromatografia por
columna con flujo en
gradiente

Cromatografia por
columna con flujo
isocratico

Cromatografia por
columna con flujo
isocratico

Cromatografia en
placa preparativa

b—pp-| hexano/acetato de

—b

Fraccién de
acetato de
etilo

columna con flujo
isocratico

hexano[acetato de

etilo en relacion 7:3

columna flash con flujo
isocratico
hexano/acetato de etilo
en relacion 9:1

Cromatografia por
placa preparativa
hexano/acetato de etilo
en relacién 8:2

hexanofacetato de hexano/acetato de hexano/acetato de etilo en relacién 8:2
etilo etilo en relacion 8:2 etilo en relacién 7:3 eluida 8 veces
Cromatografia por Cromatografia por

Fraccién
terciaria
activa

-

Fraccion
terciaria

Figura 12. Diagrama esquematico de los diferentes métodos cromatograficos empleados para obtener los

compuestos activos de P. subpeltata.

5.11. Caracterizacion de las fracciones activas

activa

Espectroscopia de FT-IR: Se utilizd un espectrometro FTIR Bruker Tensor-27 con el

software OPUS. Los espectros se obtuvieron por reflectancia total atenuada (ATR) y en

pastilla de bromuro de potasio (KBr).

RMN: Se obtuvo el espectro de H!. Se utilizé un espectrometro JEOL ECA-500. La muestra

se disolvio en cloroformo deuterado (CDCI3) y los desplazamientos quimicos se reportaron

en partes por millon (ppm).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Optimizacion de la extraccion

La extraccion de la fraccion activa se realizdo mediante tres métodos diferentes, buscando
optimizar el gasto de recursos. El primer método implico el uso de un embudo de separacion
para realizar particiones con disolventes inmiscibles (Figura 13A). Debido a que las
particiones se realizaron hasta que el disolvente extractor dejara de tener coloracion, el
proceso implicd un gasto de disolventes (tomando en cuenta que para cada particion se
utilizaron aproximadamente 300 mL de cada disolvente). Ademas, la particion
hexano/CH3CN tendia a emulsificar lo que complico la separacion y la volvio mas tardada;
esta metodologia dur6 aproximadamente 3 meses. La cantidad obtenida de cada fraccion fue

menor a 1 g, por lo que fue necesario optimizar el método de extraccion.

En el segundo método se busco que la extraccion se realizara de manera eficiente, por lo que
se hicieron extracciones liquido-liquido de flujo continuo (Figura 13B). A partir de la
extraccion solido-liquido de 770 g de tallos, se obtuvieron 103 g del extracto metandlico
crudo, con un rendimiento del 13.37%. La mayor parte del peso seco se quedo en los tallos,
de los cuales se recuperaron 658 g al terminar la extraccion. Del extracto metanolico (103 g),
se obtuvieron 6.1 g de la fraccion de hexano, con un rendimiento del 5.9%. Finalmente, de
la fraccion de hexano se obtuvieron 4.7 g de la fraccion de CH3CN, con un rendimiento del
77%. Este método mejoro la cantidad obtenida de la fraccion final, sin embargo, implico un
gasto de disolventes, recursos y de tiempo (aproximadamente 20 dias), a pesar de haber
logrado una mejoria en comparacion con el primer método. Esto hizo explorar una nueva

metodologia de extraccion que permitiera optimizar recursos y tiempo.

En el ultimo método se buscod disminuir principalmente la duracion de las extracciones. Al
llevar a sequedad el extracto metandlico crudo, éste adquiere una consistencia muy viscosa
que se vuelve fluida con el calor y al disminuir la temperatura se convierte en un solido
(Figura 13C). Estas caracteristicas permitieron realizar una extraccion solido-liquido en

reflujo con acetato de etilo (Figura 13D). A partir de la extraccion solido-liquido de 752 g
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de tallos, se obtuvieron 85.2 g del extracto metanolico crudo, con un rendimiento del 11.33%.
El extracto metanolico se sometid a una siguiente extraccion con acetato de etilo, donde se
obtuvieron 13.3 g con un rendimiento del 15.6%. Asi, con este Gltimo método se optimiz6 la
metodologia de extraccion utilizando menos disolventes y tiempo; solamente se tardo 3 dias
en obtener el extracto con la misma fraccion activa de acuerdo con la cromatografia en capa
fina. Utilizando el método 2 y el método 3 se obtiene una proporcion similar de compuestos,
sin embargo, en cromatografia de capa fina se aprecia que utilizando el método 2 hay un
enriquecimiento de los compuestos menos polares. En contraste con la fraccion de acetato de
etilo contiene menos compuestos no polares, disminuyendo la complejidad y facilitando la
purificacion por cromatografia en columna, en comparacion con la fraccion de CH3CN

(Figura 13E).

)
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Figura 13. Métodos empleados para la extraccion de los compuestos activos. A) Método 1, particiones
liquido-liquido en un embudo de separacion. B) Método 2, extraccion tipo liquido-liquido de flujo continuo.
C) Extracto metanolico de tallos. D) Método 3, extraccion liquido-liquido directa. E) Cromatografia en capa
fina hexano/acetato de etilo (7:3), Act es la fraccion activa, Ac es la fraccion de acetato de etilo (método 3) y

A es la fraccion de CH3CN (método 2).
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6.2. Actividad antioxidante de la fraccion de CH3CN de tallos de P. subpeltata

El ensayo del DPPH se basa en medir la capacidad que tienen los compuestos antioxidantes
para neutralizar el radical del DPPH. Este radical libre se caracteriza por ser estable debido
a la deslocalizacion de un radical libre sobre toda la molécula (85, 86). Esta deslocalizacion
genera un color morado que puede medirse a 517 nm, sin embargo, al mezclarse con una
sustancia antioxidante que pueda donar un hidrégeno el DPPH se reduce y adquiere una
coloracion amarilla (86, 87). La medicion también puede realizarse a 550 nm para evitar la
interferencia de otros pigmentos (87). Estos cambios en la estructura y la coloracion pueden
ser medidos mediante espectroscopia UV-Vis para determinar la capacidad que tiene una

sustancia para neutralizar radicales libres, una propiedad importante de un antioxidante.

Las mediciones mostraron que 15 pg/mL de la fraccion de CH3CN presentan una actividad
antioxidante de 5.15 pg de AAE/100 g de masa seca a 517 nm (Figura 14A) y de 4.34 ng de
AAE/100 g de masa seca a 550 nm (Figura 14B). La fraccion de CH3CN presentd un
porcentaje de inhibiciéon a 517 nm de 18.75% y de 16.92% a 550 nm con una concentracion
de 15 pg/mL. De acuerdo con estos resultados, la fraccion de CH3CN contiene moléculas
con actividad antioxidante. Sin embargo, la actividad es menor en comparacion con el acido
ascorbico. La baja actividad que se observa puede deberse a que las moléculas antioxidantes
se encuentren en una baja concentracion, tomando en cuenta que esta fraccion no esta pura'y
contiene una gran cantidad de compuestos que podrian interferir con la actividad. Hassan y
colaboradores midieron la actividad antioxidante de fracciones de diferentes disolventes
provenientes del extracto etandlico de los tallos de la planta Ficus platyphylla. Haciendo una
comparacion con sus resultados, la fraccion de CH3CN a una concentracion de 15 pg/mL
tiene una actividad similar a la actividad de 20 mg/mL de su fraccion de acetato de etilo (88).
Esta fue la menor concentracion que ellos probaron, por lo que la fraccion de CH3CN tiene
una actividad similar y, probablemente, si se aumentara la concentracion, se observaria un
mayor efecto antioxidante. En plantas, los flavonoides e isoprenoides son parte de las
moléculas que presentan actividad antioxidante. Tomando en cuenta la polaridad de los
disolventes utilizados para la obtencion de la fraccion, no parece que haya un alto contenido

de flavonoides en la fraccion y la actividad podria deberse a algun isoprenoide.
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Figura 14. Disminucion de la concentracion del radical DPPH en presencia de acido ascorbico, determinado a

A) 517 nm y B) 550 nm. El punto rojo representa la actividad antioxidante de 0.5 mL de la fraccion de

CH3CN. Los valores son medias + el error de cinco experimentos independientes.

6.3. Determinacion del contenido fenolico total de 1a fraccion de CH3CN de tallos de P.

subpeltata

Mediante este ensayo se determind que en una concentracion de 60 pg/mL de la fraccion de

CH3CN hay una concentracion de 15.16 pg de GAE/100 g de masa seca; mientras que en 80

ug/mL de la fraccion hay 44.12 ug de GAE/100 g de masa seca (Figura 15). En comparacion

con el 4cido galico, la fraccion activa de CH3CN tiene menor contenido de fenoles.
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Figura 15. Aumento de la absorbancia resultado de la reaccion del reactivo de Folin-Ciocalteu con el acido
galico. Los puntos rojos representan la concentracion de fenoles en 60 ug/mL y 80 ug/mL de la fraccion de

CH;CN. Los valores son medias =+ el error de cuatro experimentos independientes.

6.4. Ensayo biodirigido: Purificacion y viabilidad celular.

La fraccion de CH3CN con un tratamiento de 200 pg/mL durante 24 horas presentd un
porcentaje de inhibicion de viabilidad de 3.41% en células MDA-MB-231 y de 25.77% en
las MCF-7. Estos resultados concuerdan con los antecedentes donde presentd mayor
actividad de inhibicion de viabilidad en comparacion con la fraccion de hexano (obtenidos
de la extraccion CH3CN/hexano) (Figura 17). Previamente, se determin6 que la ICso de la
fraccion de CH3CN es de 470 pg/mL (Datos no publicados), por lo que tiene sentido que, al

utilizar una concentracion menor, tenga menor efecto sobre la viabilidad.

De la primera cromatografia por columna se obtuvieron 20 fracciones de diferente polaridad
conformadas por diferentes compuestos. Las fracciones 1 y 18 se descartaron debido a que
no solubilizaron en el vehiculo. Cuando las fracciones con mayor actividad se sometieron a
cromatografia en capa fina, se observaron compuestos de color verde y amarillo (Figura
16A), asi como compuestos con fluorescencia de color rosa al observarse bajo luz UV (365

nm) (Figura 16C), coloracion similar a la reportada por Sun y colaboradores para
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compuestos fenolicos (89). La presencia de este tipo de compuestos se corroboro al ser

revelados con Folin-Ciocalteu, sin embargo, estas bandas no fueron visibles al utilizar FeCl3

(Tabla 3).

Figura 16. Cromatografia en capa fina de las fracciones 14 a 19 (de izquierda a derecha) con una fase mévil

6:4 hexano/acetato de etilo A) bajo luz visible, B) 245 nm, C) 365 nm.

En las células MDA-MB-231, el tratamiento con las fracciones 15, 16, 17 y 19 presentaron
los mayores porcentajes de inhibicion de viabilidad con 63.61%, 49.46%, 73.07% y 59.82%
respectivamente (Figura 17A). Por otro lado, las células MCF-7 fueron mads sensibles al
tratamiento con las fracciones medianamente polares. Las fracciones 12, 14, 15, 16, 17 y 19
presentaron los mayores porcentajes de inhibicion de viabilidad con 52.4%, 50.18%, 68.48%,
71.65%, 82.5% y 51.86%, respectivamente (Figura 17B). Estos resultados tienen sentido
debido a que las lineas celulares empleadas presentan sobreexpresion del canal Kv10.1.
Ambeas lineas tienen una proporcion similar de la proteina, pero las MCF-7 tienen una mayor
expresion del ARNm (52). Por lo tanto, los compuestos dentro de la fraccion podrian estar
regulando el canal. Las demaés fracciones presentaron una actividad menor a la del vehiculo,
por lo que fueron descartadas. Aquellos que presentaron una viabilidad mayor al 60%,
también fueron descartados debido a la poca actividad que presentaron. Se decidi6 continuar
purificando la fraccion 17 debido a que fue la que presentdé mayor actividad en ambas lineas
celulares. Se obtuvieron 476.7 mg de esta fraccion, con un rendimiento del 10.1%. La ICso
de la fraccion 17 en MDA-MB-231 fue de 87.27£2.6 ng/mL (Figura 18A) y en MCF-7 fue
de 104.76+6.9 pg/mL (Figura 18B).
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Figura 17. Exploracion de las fracciones a 200 pg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7. Los
valores son medias + el error de dos experimentos independientes. Cada medicion se realizé por

cuadruplicado. Las diferencias estadisticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola via

comparando contra el vehiculo seguida de una prueba de Dunnett; (***) p<0.001; (**) p<0.005.
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Figura 18. Curva dosis-respuesta de la fraccion 17 de la fraccion de CH3CN. Los valores son medias + el
error de tres experimentos independientes. Cada medicion se realizé por cuadruplicado. El célculo se realizo

mediante una regresion no lineal. A) Células MDA-MB-231. B) Células MCF-7.

La fraccion 17 se separ6 mediante cromatografia por columna obteniendo 8 fracciones
primarias (I — VIII). En la cromatografia en capa fina se observo que seguian teniendo varios
compuestos. Los compuestos presentes en las fracciones primarias I a IV solamente se
observaron bajo la luz UV, mientras que las fracciones V a VII tenian compuestos que se
observaron bajo la luz visible y otros que se observaron bajo la luz UV (Figura 19). La
fraccion primaria VIII era un compuesto polar que precipitd con hexano y se separd por
filtracion antes de realizar la cromatografia por columna. Estas subfracciones también
presentaron fluorescencia rosa a 365 nm (Figura 19C). En funcion de la fraccion 17, de la
fraccion primaria V se obtuvieron 71.3 mg con un rendimiento del 15% y de la fraccion

primaria VII se obtuvieron 88 mg con un rendimiento del 18.5%.
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Figura 19. Cromatografia en capa fina de las fracciones primarias I a VIII (de izquierda a derecha; C es la

fraccion 17) con una fase mdvil 7:3 hexano/acetato de etilo A) bajo luz visible, B) 245 nm, C) 365 nm.

Las fracciones primarias V y VII presentaron mayor actividad en ambas lineas celulares. En
las MDA-MB-231 tuvieron un porcentaje de inhibicion de viabilidad de 66.5% y 65.8%,
mientras que en las MCF-7 los porcentajes fueron del 78.36% y 84.42%, respectivamente
(Figura 20). Las células MCF-7 fueron mas sensibles al tratamiento en comparacion con las
MDA-MB-231. Las demas subfracciones presentaron una actividad menor, por lo que fueron
descartadas. Se continu6 purificando V y VII debido a que presentaron mayor actividad en

ambas lineas celulares.
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Figura 20. Exploracion de las fracciones primarias a 200 pg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.
Los valores son medias =+ el error de dos experimentos independientes. Cada medicion se realizd por
cuadruplicado. Las diferencias estadisticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola via

comparando contra el vehiculo seguida de una prueba de Dunnett; (***) p<0.001; (**) p<0.005.
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En la cromatografia en columna de la fraccién primaria V se recuperaron 3 fracciones
secundarias (V.A, V.By V.C) (Figura 21A). Se obtuvieron 37.2 mg de la fraccién secundaria
V.A para un rendimiento de 52.2% respecto a la fraccion primaria V, de V.B se obtuvieron
12.4 mg para un rendimiento del 17.4% respecto a la fraccion primaria V y de V.C se
obtuvieron 21.7 mg con un rendimiento del 20.4% respecto a la fraccion primaria V. La
fraccion primaria VII se separ6 mediante filtracion debido a que uno de los compuestos
precipitd al agregar hexano (Figura 21B), de manera que se recuperaron dos fracciones
secundarias (VIL.A; precipitado y VIL.B). De VIL A se obtuvieron 55 mg con un rendimiento
del 62.5% respecto a la fraccion primaria VII y de VII.B se obtuvieron 33 mg con un

rendimiento del 37.5% respecto a la fraccion primaria VII.

Figura 21. Fracciones secundarias. A) Fracciones V.A y V.B llevadas a sequedad, B) fraccion VII disuelta en

hexano, se observa el precipitado de VIL.A.

Se realizaron las pruebas de viabilidad en células MDA-MB-231 y MCF-7 donde la fraccion
secundaria V.A presentd mayor actividad, con porcentajes de inhibicion de viabilidad de
85.1% y 80.97%, respectivamente (Figura 22). La fraccion secundaria VIL.B tuvo un
porcentaje de inhibicion de viabilidad de 23.72% en MDA-MB-231 y 70.93% en MCF-7.
Estos resultados implican que ambas fracciones secundarias, VIL.A y VIL.B, tienen mayor
actividad al estar juntas, probablemente debido a que algunos de los metabolitos tengan un
efecto sinérgico. Teniendo en cuenta estos resultados, se continud purificando la fraccion

secundaria V.A, debido a que presentd mayor actividad en ambas lineas celulares.
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Figura 22. Exploracion de las fracciones secundarias a 200 pg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.
Los valores son medias =+ el error de dos experimentos independientes. Cada medicion se realizé por
cuadruplicado. Las diferencias estadisticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola via

comparando contra el vehiculo seguida de una prueba de Dunnett; (***) p<0.001; (**) p<0.005.

Las fracciones que presentaron menor actividad fueron descartadas. La ICso de la fraccion
secundaria V.A en MDA-MB-231 fue de 86.84+11.7 pg/mL (Figura 23A) y en MCF-7 fue
de 69.42+1 pg/mL (Figura 23B).
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Figura 23. Curva dosis-respuesta de la fraccion secundaria V.A. Los valores son medias + el error de tres
experimentos independientes. Cada medicion se realizé por cuadruplicado. El calculo se realizé mediante una

regresion no lineal. A) Células MDA-MB-231. B) Células MCF-7.
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Al realizar cromatografia en capa fina de la fraccion secundaria V.A usando CH>Cl> como
fase movil, se observo la presencia de aproximadamente 4 compuestos (Figura 24A). Esta
fraccion fue disuelta en hexano y se observo que uno de los compuestos presentes comenzo
a precipitar y cristalizar; esa fraccion se separ6é mediante filtracion (fraccion terciaria V.A.C).
El resto de las fracciones se separaron mediante cromatografia en placa preparativa, donde
se obtuvieron 3 fracciones terciarias: V.A.0, V.A.1 y V.A.2; estas tltimas dos presentaron
coloracion azul y verde, respectivamente (Figura 24B). Mediante capa fina se observo que
las fracciones V.A.0 y V.A.l solo mostraron una banda, mientras que V.A.2 tenia rastros de
V.A.0 (Figura 24C). También presentaron fluorescencia a 365 nm. De la fraccion V.A.0 se
obtuvieron 17.6 mg con un rendimiento del 47.3%; de V.A.l se obtuvieron 5.5 mg con un
rendimiento del 14.8% y de V.A.2 se obtuvieron 11.5 mg con un rendimiento del 31%. Los

rendimientos se calcularon con respecto a la fraccion secundaria V.A.

Figura 24. Fracciones terciarias. A) Cromatografia en capa fina de la fraccion secundaria V.A usando como
fase movil diclorometano (CH>Clz). B) Fracciones V.A.2 y V.A.1 (de izquierda a derecha). C) Cromatografia
en capa fina de las fracciones (izquierda a derecha) V.A.0, V.A.1 y V.A.2. Ves V.A.

La fraccion terciaria V.A.C no tuvo actividad en ninguna de las lineas celulares. La fraccion
V.A.0 tuvo un porcentaje de inhibicion de viabilidad del 48% en células MDA-MB-231 y
56.47% en MCF-7. La fraccion V.A.1 presentd porcentajes de 34.65% y 70.03%,

respectivamente. Finalmente, V.A.2 fue la que presentd mayor actividad con un porcentaje
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de inhibicion de viabilidad en células MDA-MB-231 del 72.18% y de 84.93% en células
MCEF-7. Al igual que en los pasos de purificacion anteriores, las células MCF-7 fueron mas
sensibles al tratamiento en comparacion con las células MDA-MB-231 (Figura 25). Debido
a la actividad y pureza relativa observada de la fraccion terciaria V.A.2, se decidio calcular

su ICso y caracterizarla.
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Figura 25. Exploracion de las fracciones terciarias a 200 pg/mL en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.
Los valores son medias =+ el error de dos experimentos independientes. Cada medicion se realizé por
cuadruplicado. Las diferencias estadisticas se determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola via

comparando contra el vehiculo seguida de una prueba de Dunnett; (***) p<0.001; (**) p<0.005.

La ICso de la fraccion terciaria V.A.2 en MDA-MB-231 fue de 100.43+7.5 pg/mL (Figura
26A) y en MCF-7 fue de 66.1+4.5 pg/mL (Figura 26B). En ambas lineas celulares, presentd

la misma eficacia, sin embargo, fue mas potente en las MCF-7.
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Figura 26. Curva dosis-respuesta de la fraccion terciaria V.A.2 en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7.
Los valores son medias =+ el error de cuatro experimentos independientes. Cada medicion se realizé por

cuadruplicado. El célculo se realiz6 mediante una regresion no lineal.

6.5. Comparacion de las ICso de las fracciones activas

En la Tabla 2 se muestra un resumen de los valores de ICso de las fracciones activas. La
fraccion 17 es mas potente en las células MDA-MB-231, ya que presenta un valor mas bajo
de ICso en comparacion con las células MCF-7. Sin embargo, la fraccion 17 fue mas efectiva
en las células MCF-7. Lo contrario pas6 en la fraccion secundaria V.A, que fue mas potente
en las células MCF-7 y mas eficaz en células MDA-MB-231. Este efecto se mantuvo en la
fraccion terciaria V.A.2 que también fue mas potente y efectiva en las células MCF-7. Se
determiné que las células MCF-7 son mas susceptibles a las fracciones activas, sin embargo,

en ambas lineas la efectividad es similar.
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Tabla 2. ICsg e inhibicion maxima calculadas experimentalmente de las fracciones activas en las lineas

celulares MDA-MB-231 y MCF-7.

MDA-MB-231 MCF-7
Fraccion/Compuesto Inhibicion Inhibicion
ICs0 (ug/mL) . ICso (ng/mL)

maxima (%) maxima (%)

Fraccion 17 87.27+£2.6 73.07+£2.16 104.76+6.9 82.5+2.97
Fraccion V.A 86.84+11.7 85.1+0.67 69.42+1 80.97+3.74
Fraccion V.A.2 100.43+7.5 72.18+10.44 66.1+4.5 84.96+2.17

Perfenazina 13.7843.2 88.05+2.57 12.5+3.4 86.7+3.49

En ambas lineas, la perfenazina tuvo un efecto mas potente que las fracciones; la efectividad
en ambas lineas celulares fue similar a la de las fracciones de P. subpeltata. La perfenazina
es un farmaco antipsicotico derivado de la fenotiazina, antagonista de receptores de dopamina
y del receptor Hi (90, 91). Se utilizé este farmaco como control debido a que es capaz de
bloquear canales Kv11.1 (hERG) e inhibir su corriente (92). Estos canales pertenecen a la
misma familia que los canales Kv10.1, de manera que tienen estructuras similares haciendo
que ambos tengan afinidad por los mismos compuestos. Ademas, Wang y colaboradores
observaron que otro fArmaco perteneciente a las fenotiazinas, la clorpromazina, es capaz de
unirse al dominio PAS de los canales Kv10.1 e inhibir la corriente de estos (93). Asi, la

perfenazina también podria regular la parte intracelular del canal Kv10.1.

Sin embargo, también se ha demostrado que los receptores H; juegan un rol importante en el
cancer de mama. En carcinomas mamarios experimentales, la histamina funciona como
factor de crecimiento autocrino que al unirse al receptor Hi promueve proliferacion (95). La
histamina también promueve invasion, migracion y angiogénesis (95). Los antagonistas del
receptor Hi tienen efectos inhibitorios en lineas celulares de cancer de mama. Ejemplos son
la clorfenamina y la difenhidramina que reducen proliferacion e inducen apoptosis en células
MDA-MB-231 y MCF-7 (95). Por otro lado, los receptores de dopamina también estan
implicados en procesos de invasion y proliferacion. Las fenotiazinas como antagonistas de

receptores D2R, son capaces de inhibir viabilidad celular, inducir apoptosis y provocar el
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arresto del ciclo celular (96). Otros antagonistas de D2R, el haloperidol y la pimozida reducen
viabilidad celular y clonogenicidad (capacidad de células tumorales para proliferar y formar
colonias) en adenocarcinoma mamario (97). Estos efectos sobre otros receptores explicarian
por qué la perfenazina es mas potente que las fracciones. No solamente estaria modulando la
actividad del canal Kv10.1, sino también la actividad de receptores H; y receptores de
dopamina, provocando un posible efecto sinérgico de potenciacion que disminuya
rapidamente la viabilidad de las células a bajas concentraciones. Sin embargo, se debe tomar
en cuenta que las fracciones activas podrian no necesariamente tener efecto solamente en los
canales y también podrian contener moléculas que tengan efectos en otros receptores. La
ICso de la perfenazina en MDA-MB-231 fue de 13.78+3.2 pg/mL (Figura 27A) y en MCF-
7 fue de 12.5+3.4 pg/mL (Figura 27B). En ambas lineas celulares, la perfenazina tuvo un

efecto mas potente que todas las fracciones.
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Figura 27. Curva dosis-respuesta de la perfenazina en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7. Los valores
son medias =+ el error de tres experimentos independientes. Cada medicion se realizé por cuadruplicado. El

calculo se realiz6 mediante una regresion no lineal

6.6. Viabilidad celular en presencia de TEA-CI

Para intentar observar un efecto mas cercano al esperado en canales i6nicos, se utilizd6 como

control TEA-CI. El TEA-CI es una sal cuaternaria de amonio que se utiliza para bloquear
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canales de K*. Dada su naturaleza i6nica, es impermeable a membranas biologicas y actia
en la parte externa de las células (98). Bloquea los canales de K* al actuar como anéalogo de
K" durante la deshidratacion del ion, uniéndose cerca del filtro de selectividad (99). De
acuerdo con Choi y colaboradores, el TEA-CI a una concentraciéon 30 mM (3.29 mg/mL)
bloquea la corriente de cola de los canales Kv11.1 un 36+4% (100). Dado que los canales

Kv11.1 son homologos a los Kv10.1, se utilizod esa concentracion.

Los resultados muestran que el TEA-CI 30 mM inhibe un 28% la viabilidad en células MDA -
MB-231 (Figura 28A) y 23% las células MCF-7 (Figura 28B). En las cé¢lulas MDA-MB-
231, la perfenazina tuvo un porcentaje de inhibicion de viabilidad de 50.26% y al probarlo
en combinacion con el TEA-CI, aument6 hasta 79%. En las células MCF-7 hubo un efecto
similar donde la perfenazina tuvo un porcentaje de 58% y en combinacioén con el TEA-CI del
80.2%. Esto muestra un posible efecto sinérgico entre ambos. Como se menciond
previamente, la perfenazina podria regular los dominios intracelulares del canal Kv10.1; sin
embargo, el efecto no es selectivo por lo que se necesitan los estudios de electrofisiologia

para concluir que la inhibicion de la viabilidad es debido a la regulacion intra y extracelular.

En la linea MDA-MB-231, la fraccion 17 tuvo un porcentaje de inhibicion de viabilidad del
47.3 y al agregar TEA-CI el porcentaje fue de 78.97; la fraccion V.A tuvo un porcentaje de
42.78 y 61.58 junto con el TEA-CI. La fraccion terciaria V.A.2 tuvo un porcentaje de 49.06,
el cual aument6 hasta 68.38 al estar en combinacion con el TEA-CI (Figura 28A). En las
células MCF-7, las fracciones 17 y V.A tuvieron un porcentaje de inhibicion de viabilidad
de 38.18 y 49.15, respectivamente; al agregar el TEA-CI, los porcentajes fueron de 75.46 y
65.26. La fraccion terciaria V.A.2 presentd un porcentaje de 54.06 y de 62.72 al agregar el
compuesto junto con el TEA-CI (Figura 28B). En ambas lineas celulares se observa que el
tratamiento con las fracciones mas el TEA-CI reduce la viabilidad en comparacion con el
tratamiento solamente con las fracciones, mostrando un efecto similar al de la perfenazina.
Las fracciones podrian estar regulando la actividad de los canales, sin embargo, el TEA-CI

es un bloqueador general de Kv, por lo que podria haber regulacion en otros canales y no
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especificamente en Kv10.1. De igual forma, las fracciones activas podrian tener algiin efecto
en otras vias de sefalizacion, provocando un efecto sinérgico con el TEA-CI. Seria necesario
elucidar los compuestos presentes en las fracciones y su mecanismo de accion para poder

concluir de qué forma estan provocando el efecto citotoxico.
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Figura 28. Viabilidad celular de la fraccion 17, la fraccion secundaria V.A y la fraccion terciaria V.A.2 con y
sin presencia de TEA-CI en células A) MDA-MB-231 y B) MCF-7. Los valores son medias * el error de tres
experimentos independientes. Cada medicion se realiz por cuadruplicado. Las diferencias estadisticas se
determinaron utilizando una prueba de ANOVA de una sola via comparando contra el vehiculo seguida de

una prueba de Dunnett; (***) p<0.001. C: control.

6.7. Analisis fitoquimico cualitativo de las fracciones activas de la fraccion CH3CN de

tallos de P. subpeltata

Mediante el uso de diferentes reveladores quimicos se realizo un analisis cualitativo de los
posibles compuestos presentes en cada fraccion o los grupos funcionales presentes en los
compuestos (Tabla 3). Solamente las fracciones terciarias no revelaron con yodo (Y), el cual
indica la presencia de compuestos insaturados o compuestos aromaticos (101). Practicamente
todos revelaron con acido fosfomolibdico (AF), revelador que indica la presencia de acidos
grasos insaturados y compuestos con carbonilos (102). El extracto de metanol, las fracciones

de la primera extraccion liquido-liquido de flujo continuo, la fraccion de CH3CN, la fraccion

62



17 y la fraccion terciaria V.A.2 revelaron con FeCls, compuesto que reacciona con fenoles
(103). Ninguno reveld6 con verde de bromocresol, indicando la ausencia de &cidos
carboxilicos (104). Solamente el extracto de metanol y las fracciones obtenidas durante el
proceso de extraccion revelaron con ninhidrina (NH), que indica la presencia de aminoacidos
o aminas en los extractos (102). El extracto y las fracciones 14 a 19 dieron un resultado
positivo para el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC), el cual también indica la presencia de
fenoles (104). Todos revelaron con H2SO4 al 20% (104). Todos excepto la fraccion de
metanol revelaron con vainillina (V), indicando la presencia de alcoholes o fenoles (104).
Finalmente, ninguno reveld con el reactivo de Dragendorff (D), de manera que no hay
alcaloides (102). Con estos resultados se puede determinar que la fraccion terciaria V.A.2
contiene moléculas como 4acidos grasos y compuestos con grupos funcionales como

alcoholes, fenoles, aminas, grupos sensibles a oxidacion y carbonilos.

Tabla 3. Analisis cualitativo mediante cromatografia de capa fina de las fracciones activas, utilizando

diferentes reveladores quimicos.

_'
v v v X v v v v

Extracto metanol

L X
g %éf Fraccion metanol® v v X v X v X X
é E Fraccion hexano® v v N X v v N4 v X
é § Fraccién hexanoP A o/ X X v X v v X
& = Fraccion CH,CND v v X v v v v X

Fraccion 14 v v X X X v v v X
3.8 Fraccion 15 v X X X X v v v X
g % Fraccion 16 S X X X 3 i v v X
T Y Y VA

Fraccion 19 v X X X X v v v X
5 ) X i X X X X v 7 X
§ = VAL X X X X X v v X
S VA2 N R T A

a: extraccion liquido-liquido de flujo continuo hexano/metanol; b: extraccion liquido-liquido de flujo continuo hexano/CH3;CN.
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Transmittance [%)]

6.8. Espectroscopia de FT-IR

La espectroscopia de infrarrojo permitio identificar los grupos funcionales presentes en las
moléculas activas analizando las vibraciones caracteristicas de los enlaces covalentes
presentes en ella. En el espectro de la fraccion terciaria V.A.2 se observa una sefal ancha y
fuerte de un alcohol en 3388.87 cm™!; dos sefiales de carbonos con hibridacion sp? entre 2800

y 3000 cm™!; y una sefial intensa de un carbonilo de cetona en 1711.95 cm™ (Figura 29). No

se observaron sobretonos caracteristicos de anillos aromaticos.
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Figura 29. Espectro de infrarrojo de la fraccion terciaria V.A.2, obtenido mediante ATR

Analizando la fraccion terciaria V.A.2, se observo que contenia una impureza proveniente de

los disolventes utilizados en la extraccion. Después de que se purifico la muestra utilizando

disolventes destilados, se obtuvo otro espectro de infrarrojo con KBr. En el espectro se

observa una sefial ancha y fuerte de alcohol en 3447.03 cm™'; dos sefiales de carbonos con
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hibridacion sp® en 2921 y 2858 cm™!. Cerca de la sefial de 2858 cm™ se observa una banda de
mediana intensidad que podria corresponder a la absorcion C-H del grupo aldehido (105). La
sefial del carbonilo intensa se perdi6 y se ve una sefial débil en 1731.67 cm™, la cual podria
ser de una cetona o un aldehido. Al igual que en los otros espectros, no hay sefales de
sobretonos de anillos aromaticos; esto es interesante porque en los resultados de RMN 'H, se
observan posibles sefiales de carbonos aromaticos alrededor de 7 ppm. Comparando con los
resultados de RMN 'H, la banda en 1731 cm™ podria pertenecer a un carbonilo de aldehido
ya que se observa una sefal aproximadamente en 9.5 ppm, a pesar de que en el IR la sefial es
débil podria corresponder. La sefial pequefia aproximadamente en 1626 cm™ podria indicar

la presencia de carbonos sp? (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de FT-IR de la fraccion terciaria V.A.2, obtenido con KBr.

6.9. Resonancia magnética nuclear de "H

Este tipo de técnica indica el tipo y nimero de hidrégenos presentes en una molécula. Los
valores de desplazamiento quimico brindan informacion del entorno quimico de los nucleos,

de manera que se puede correlacionar con los grupos funcionales. En el espectro de RMN de
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'H se observo que la fraccion terciaria V.A.2 es una mezcla de diferentes compuestos, a pesar
de verse solo uno en la cromatografia de capa fina (Figura 31). En 9.39 y 9.52 ppm se
observan dos sefiales que podrian ser atribuidas a aldehidos. Se observan sefiales de un
posible proton correspondiente a un anillo aromatico disustituido en para entre 7.53 y 7.69
ppm. Las sefiales entre 6.17 y 6.27 ppm podrian deberse a un sistema alilico o vinilico. Las
sefales entre 5.1 y 5.3 ppm podrian indicar la presencia de un -CH> con hidrogenos
diastereotopicos. Entre 3 y 4.5 ppm hay varias sefiales de las cuales alguna podria indicar la
presencia de grupos metilenos unidos a grupos hidroxilo o aminas. Finalmente, entre 0.8 y
2.5 ppm hay una gran cantidad de sefales pertenecientes a carbonos saturados. Dentro de
estas sefiales podria haber algunas que correspondan a algtn residuo que haya quedado de la
impureza de los disolventes. Las sefiales de algunos grupos funcionales concuerdan con las

observadas en el espectro de infrarrojo.
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7. CONCLUSIONES

Se optimizo6 el tiempo y recursos en la obtencion de la fraccion activa de CH3CN a partir del
extracto metanolico de P. subpeltata. El método de extraccion se redujo de 3 meses a una

sémana.

La fraccion de CH3CN contiene moléculas con actividad antioxidante, sin embargo, no es
alta en comparacion con el 4cido ascorbico. Esta actividad posiblemente sea atribuida a la

presencia de isoprenoides.

Se determino que la fraccion de CH3CN contiene compuestos fenolicos mediante la reaccion

con el reactivo de Folin-Ciocalteu, los cuales son responsables de la actividad antioxidante.

Con el ensayo biodirigido se logro identificar una fraccion terciaria (V.A.2) con una actividad
citotoxica alta. El método de purificacion de esa fraccion se estandarizd, disminuyendo

tiempo y recursos.

En ambas lineas celulares, la fraccion terciaria V.A.2 presentd la mayor disminucion de
viabilidad celular. Esta fraccion fue mas efectiva y potente en las células MCF-7 en
comparacion con las MDA-MB-231. La perfenazina presentd mayor potencia en
comparacion con las fracciones activas. Esto puede ser debido a que la molécula esta pura y
ejerce efectos citotoxicos en otros receptores celulares. Tomando esto en cuenta y que la
fraccion V.A.2 es una mezcla de diferentes compuestos, necesariamente podria tener un

efecto solamente en canales, sino que podria activar otras vias de sefalizacion.

Utilizando el bloqueador de Kv, TEA-CI en un ensayo de viabilidad se observo que el
tratamiento combinado con las fracciones activas, comprometen mas la viabilidad de las
células en comparacion con el tratamiento solo con las fracciones. Esto probablemente se
deba a que algun compuesto en las fracciones posiblemente interactiie con algun canal Kv
(no necesariamente Kv10.1). Sin embargo, se necesitarian estudios de Patch Clamp para

corroborarlo.
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El analisis fitoquimico y la caracterizacion espectroscopica permitid identificar que dentro
de la fraccion terciaria hay presencia de 4acidos grasos, compuestos con carbonilos, fenoles,
alcoholes, grupos susceptibles a oxidacion y posiblemente aminas; asi como la ausencia de
acidos carboxilicos, aminoacidos y alcaloides. Tomando en cuenta la polaridad de los
disolventes utilizados para la purificacion de la fraccion V.A.2, probablemente contenga

isoprenoides como carotenoides.

Se cumplieron los objetivos establecidos, sin embargo, no se logrd la caracterizacion
estructural de los componentes que conformaron la fraccién activa, pero se identifico y
optimizo la extraccidon y purificacion de los componentes activos. Cabe mencionar que este
es uno de los primeros trabajos que relaciona los metabolitos pertenecientes al género
Passiflora con actividad anticancerigena y a los canales i6nicos como posibles blancos

farmacologicos para el tratamiento de esta afeccion.

8. PERSPECTIVAS

Es necesario hacer otros estudios para cotejar los resultados obtenidos en este trabajo. En
cuanto a la actividad antioxidante, serd necesario probar la fraccion de CH3;CN a
concentraciones mas altas (entre 10 y 120 mg/mL) para poder observar mejor el efecto de
reduccion del DPPH. Este experimento junto con la determinacion del contenido fendlico

total también se podria realizar con las fracciones y subfracciones activas.

Las fracciones poseen actividad de inhibicion de viabilidad en células de cancer de mama de
dos tipos diferentes (triple negativo y luminal A); sin embargo, es necesario realizar estudios
de viabilidad en una linea celular de mama que no sea tumoral, como MCF10A y determinar

el efecto citotoxico en células no tumorales.
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Tomando en cuenta que los canales Kv relacionados con cancer se expresan en otros tipos
como higado, retinoblastoma, leucemia mieloide aguda (106), cervical, colon, pulmon,
prostata y glioblastoma; también se podrian probar las fracciones en otras lineas celulares de

otros tipos de cancer (47).

El ensayo con el TEA-CI se podria realizar en otras lineas celulares de mama que no tengan
una sobreexpresion de Kv10.1, como MCF10A (107), HMEC o hTERT (52). Si el
mecanismo fuera mediante la regulacion de estos canales, el tratamiento con TEA-Cl y la
fraccion terciaria activa no tendria efecto o tendria un efecto menor en estas células en

comparacion con las MCF-7 y MDA-MB-231 que tienen mayor expresion del canal.

En cuanto a los canales, es necesario hacer experimentos de Patch Clamp para comprobar
que el efecto citotdxico esté relacionado con la modulacion de la corriente de canales Kv y
en particular Kv10.1. Con estos ensayos se podria ver si las subfracciones tienen algiin efecto

regulatorio en la cinética de apertura o de cierre del canal.

Mediante citometria de flujo o fluorescencia utilizando anexina V y yoduro de propidio, se
podria determinar si las células entran en apoptosis, necrosis o si se mantienen en un estado
senescente. Este Gltimo se podria medir con una tincion para -galactosidasa a pH 6 (108).
Otras opciones para medir apoptosis podrian ser utilizar un kit de ELISA para cuantificar
bromodesoxiuridina o un ensayo para observar la fragmentacion del ADN en un gel de

agarosa (109).

En la parte de caracterizacion, seria ideal realizar un anélisis mediante HPLC para determinar
cuantos compuestos conforman la fraccion terciaria V.A.2. También se podria analizar la
fraccion activa mediante cromatografia acoplada a un espectroémetro de masas, para poder

identificar los metabolitos que conforman mezcla de compuestos.
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