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vi. Resumen

Actualmente el cancer es considerado una pandemia por el alto numero de
muertes reportadas con aproximadamente 7.6 millones al afio, asociado a
alteraciones celulares genéticas y epigenéticas |o que ocasiona la pérdida del
control de las funciones normales de la célula. En México a partir del 2006 la
incidencia del cancer de mama se ha convertido en la primer causa de mortalidad
en las mujeres. Con una amplia variedad de tratamientos sin embargo la poca
especificidad que presentan requiere el desarrollo de terapias con mayor
especificidad al reconocimiento de células cancerigenas. Dentro las estas terapias
se encuentra el uso de lectinas vegetales que presentan una alta capacidad en el
reconocimiento y apoptosis de células tumorales; dandole a la ruda sus
caracteristicas antitumorales. Las lectinas extraidas de la R. graveolens presentan
un rendimiento neto del 1%, con una concentracion del 6-12% de proteinas tipo
lectina, presentan una hemaglutinacion mayor en el tipo A+ dada por su afinidad a
N-acetilgalactosamina y en menor grado a la galactosa. Estas proteinas presentan
un peso entre 24-48 kDa, ademas de presentar variaciones en el reconocimiento
de linfocitos dependiendo de la especie, para el caso de humanos las lectinas de
raiz presentan un mayor efecto citotoxico mientras para ratén el mayor efecto
citotoxico esta dado por las lectinas de tallo. La actividad citotdxica de las lectinas
de ruda se encuentra relacionada con la concentracion ya que a concentraciones
nanomolares presentan un efecto mitogénico; siendo que las lectinas que
presentan un mayor efecto citotéxico en células MCF-7 de cancer de mama son

las de tallo.



.  INTRODUCCION:

El Cancer

Es desde el afio 1600 a.c. que se reportan casos de cancer, designado asi por
Hipdcrates a partir de la palabra griega Karkinos que significa cangrejo (INEGI,
2009). El cancer se define como un grupo de enfermedades que pueden afectar
cualquier parte del cuerpo, caracterizada por la multiplicacién rapida de células
anormales que pueden invadir partes adyacentes o invadir otros érganos (OMS,
2011).

El desarrollo de esta enfermedad comienza con la modificacion de una sola célula,
siendo resultado de la acumulacién y seleccion de alteraciones genéticas y
epigenéticas que abarca varias fases y suele consistir en la progresion de una
lesion precancerosa a un tumor (INCE.S.E., 2004); permitiendo la sobrevivencia,
replicacion, proliferacion y evasion de mecanismos reguladores de la apoptosis
(Meza et al. 2003).

Las células transformadas muestran variabilidad en el tamafio y en la forma de sus
ndcleos, asi como en el nimero y estructura de sus cromosomas, evidenciando
las pérdidas, ampliaciones y reordenamientos sufridos (Massague, 2009)
generando algun error heredable en el control de la replicacidon y reparacion del
ADN dando como resultado la acumulacién de mutaciones en genes que controlan

directa o indirectamente procesos celulares (Moreno, 2009 y Meza et al. 2003).

De estos genes mutados surgen dos tipos 1) aquellos genes responsables de
inducir o mantener el fenotipo maligno, denominados oncogenes y 2) genes que
en su forma normal o no alterada son conocidos como proto-oncogenes; que
pueden generar la oncogenicidad a distintos niveles de la célula (Meza et al,
2003).

(1]



A nivel de membrana el cambio en los oncogenes genera modificaciones en los
dominios proteicos para la union de ligandos y dominios cataliticos
transmembrana, lo que conlleva a una activacion constitutiva del receptor en
ausencia del ligando. Mientras que a nivel citoplasmatico los oncogenes
transductores de sefiales (protein-cinasas citoplasmaticas y proteinas unidas a
Guanosin Trifosfato (GTP)) generan una alteracion en la funcion de los dominios
de regulacién negativa, dando como resultado la estimulacion prolongada de
enzimas efectoras (Meza et al, 2003).

Sumado a los oncogenes y los proto-oncogenes se encuentran los genes
supresores de tumores (GST), que son genes capaces de suprimir el potencial
tumorigénico, actuando como reguladores negativos en presencia de

sefalizaciones anormales (Tabla 1) (Rambaruth, 2011).

Tumor Cromosoma GTS

involucrado

Cancer de mama 13p14, 17p13 Rb, p53
Cancer pulmonar de células pequeiias 13p14y 17p13, 3p Rb, p53
Cancer colorrectal 5921, 17p13, 18921 APC, MCC, p53, DCC
Leucemia mieloide 1,6q, 7, 10, 19 No conocido
Carcinoma de células renales 3p, 3qg No conocido

Tabla 1. Localizacidén y tumor asociado a GST. Tomado y modificado de Meza et al. 2003.

Dentro de las modificaciones estructurales sufridas por las células durante la
transformaciéon maligna se encuentran cambios asociados a los estados de
glicosilacién de las proteinas de superficie, afectando las interacciones celulares
con otras células y la matriz extracelular, la expresion desregulada o el cambio en
la localizacion de glicosiltransferasas y proteinas asociadas (Saeland et al 2011 y
Fry 2011). Por tanto la glicosilacion es un aspecto fundamental en procesos clave
como la comunicacion, la transduccion de sefiales, el plegamiento y estabilidad de
proteinas; ademas de estar implicada en la potenciacion de la diseminacién
metastasica y en la modificacion de la intensidad de las sefiales ya que es

dependiente de la cantidad de un glicano detectado (Rambaruth 2011 y Fry 2011).

(2)



Esta diseminacion se puede dar en diferentes estadios del tumor, lo que indica
que las facultades necesarias para diseminarse e infiltrar ciertos Organos se
encuentran presentes, pero sin reunir todas las condiciones necesarias para la
colonizacion agresiva del organo infiltrado, quedandose en un estado de latencia
hasta que las células tumorales evolucionan agresivamente hasta llegar a formar
metéstasis clinicamente detectables. Ademas es posible que las células en
circulacién puedan reinfiltrase en los mismos tumores de los que parten, esta
hipotesis establece que los tumores pueden autoenriquecerse con su progenie
mas agresiva, ofreciendo un mecanismo que asocia la habilidad metastasica con
el crecimiento del tumor. Esta diseminacién se establece en la hipétesis de Semilla
y terreno propuesta por Paget (citado por Massagué), exponiendo que existe una
compatibilidad entre las células cancerosas diseminadas (la <<semilla>>) y ciertos
organos distantes (el <<terreno>>) que presentan un microambiente tumoral,
dentro de los que se encuentran pulmén, higado, cerebro y hueso (Massagué,

2009 y Ueno et al, 2011).
A nivel mundial los principales tipos de cancer encontramos:

Pulmonar con 1.4 millones de defunciones
Gastrico con 740 mil defunciones
Hepatico con 700 mil defunciones

Colorrectal con 610 mil defunciones

a k~ w0 D P

Mamario 460 mil defunciones

(3)
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La distribucion del cancer no es homogénea en el mundo, es decir, que algunos
canceres se juzgan propios de paises desarrollados como el cancer de mama,
colon y recto; otros son propios de paises subdesarrollados como el de cuello
uterino y gastrico (Fig. 1). Los primeros se denominan asi porque
comparativamente, su incidencia es mucho mas alta en los paises desarrollados
por el inicio de su proceso de industrializacion mas temprana; los canceres
denominados “del subdesarrollo” se denominan asi porque las tasas de mortalidad
gue producen son mucho mas altas principalmente por fallas en el diagndstico y
falta de tratamiento oportuno (INCESE, 2004).

Para 2008 en México se registraron 66 600 defunciones por tumores malignos,
representando el 13.7% del total de defunciones registradas en el pais, ocupando
el tercer lugar en la lista de principales causas de defuncion. En varones, los
tumores malignos representan la segunda causa de muerte con 29 797 siendo el
11.4% de los fallecimientos de hombres; mientras en las mujeres se tienen
registrados 31 443 decesos, es decir, el 14.9% para este grupo demogréfico (Fig.
2 y Tabla 2).
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Traquea, bronquiosyw—
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Fig.2 —Tipos de cancer que se presentan por sexo, 2009. Modificado de INEGI 2009.
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Tumores Malignos Total Hombres Mujeres
Total 100.00 100.00 100.00
Hueso y de los cartilagos 2.1 2.5 1.8
Organos respiratorios e 5.0 7.8 2.9
intratoracicos

Labio, cavidad bucal y faringe 1.6 2.2 1.2
Células germinales (ovario y 6.6 5.6 7.3
testiculos)

Encéfalo y otras partes del 2.7 3.3 2.1
sistema nervioso central

Organos digestivos 14.8 17.5 12.6
Glandulatiroides y otras glandulas 2.6 1.6 3.5
endocrinas

Ojo y anexos 0.5 0.6 .05
Melanoma y otros tumores de la 3.3 3.6 3.0
piel

Tumores malignos (primarios) de 0.1 0,1 0.1
sitios multiples independientes

Vias urinarias 3.9 5.4 2.6
Organos hematopoyéticos 17.9 22.8 14.1
Tejido linfatico y afines 7.6 9.8 5.9
Mama 12.5 0.4 22.0
Organos genitales femeninos 7.5 NA 13.5
Organos masculinos 3.9 8.9 NA
Otros tumores 7.4 7.9 6.9

Tabla 2 — Distribucion Porcentual de las defunciones por tumores malignos segun sexo, 2009.

Modificado de INEGI 2009.



Lo anterior indica que en México se ha incrementado la incidencia del cancer,
ademas de que el mayor niumero de casos registrados es en mujeres, de los

cuales principalmente son por cancer de mama y cervicouterino.

El tratamiento del cancer esta determinado por su localizacion y el grado en el que
se ha diagnosticado, dentro de los tratamientos mas utilizados encontramos:

cirugia, radioterapia, quimioterapia y otros tratamientos que incluyen:

a) Terapia fotodinamica
b) Terapia hormonal
c) Inmunoterapia

d) Transplante de medula 6sea

Sin embargo estos métodos resultan invasivos y poco efectivos contra la
enfermedad; razén por la que se han generado tratamientos alternativos a base de
compuestos vegetales, tales como alcaloides, flavonoides, taninos, fenoles, entre
otros. Sin embargo solo el 10% de las mas de 250 mil especies de plantas han
sido investigadas por sus propiedades farmacoldgicas. En México se estima que
existen 30 mil especies vegetales de las cuales 5 mil tienen uso medicinal, de
estas se han extraido sustancias antineoplasicas que actualmente forman parte
del arsenal terapéutico para la medicina alopatica (Cortés, 2005).

(7)



II. ANTECEDENTES:

2.1. Anatomia de la Glandula Mamaria

Embriolégicamente, la mama tiene sus primeras manifestaciones como un
engrosamiento a manera de banda en la epidermis, donde da forma a una linea o
pliegue mamario que se extiende de la parte superior de la axila hasta la parte
inferior de la ingle por ambos lados; en forma general esta linea desaparece poco
después de su formacion, quedando un pequefio segmento en la region toracica,
que produce una pequefia introduccibn en el mesénquima subyacente;
posteriormente se producen pequefas invaginaciones macizas que constituiran
los alvéolos de la glandula, inicialmente estos conductos galactéforos desembocan
en un hundimiento epitelial, que al nacimiento se convierte en el pezon (Fig. 3)
(Secretaria de Salud, 2002).

Ectodermo

esodermo Semana7al5:
=— Yema primitiva efecto de
la testosterona.

14 a 24 cordones se
diferencian en el
ectodermo

Los cordones incursionan

hacia el mesodermo vy Semana 15 a
comienzan a desarrollar 24
estructuratubular.

El mesodermo

recubre e infiltra el Semanas 32 a 40

tejido tubular, Aparecen los

formando el EOHduFtGS

estroma, la piel v la galactoforos.

fascia superficial. Presentan fondo
ciego.

Fig. 3- Desarrollo Embrioldgico de la glandula mamaria.
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La mama se extiende desde el borde del esternon a la linea anterior de la axila y

de la primera a la sexta costilla, el resto descansa en la aponeurosis profunda que

cubre el pectoral mayor, siendo que toda la mama esta incluida en una

aponeurosis superficial y su contorno depende de un soporte aponeurotico:

algunas digitaciones de los musculos serrato mayor y oblicuo mayor en la zona

superior de la vaina de los rectos mayores del abdomen (Fig. 4) (Secretaria de

Salud, 2002).

Musculo Pectoral Mayor

Musculo Pectoral Menor

/Tejido Graso

Lobulos de Leche,

Glandulas

Conductos de
Leche

PezdonyAreola

v

NCostillas

Fig. 4- Anatomia de la mama y su conexiéon con musculos pectorales. Tomado y Modificado de Sanchez

et al, 2008.

El riego sanguineo esta constituido por las ramas perforantes de la arteria

mamaria interna, entrando y saliendo de la mama por su cara interna, de la misma

forma se sitlla la vena mamaria externa. La circulacion venosa de este sitio se

lleva a cabo por la vena mamaria externa o toracica externa, que desemboca en la

vena axilar, muy cercana de la vena escapular inferior (Fig. 5) (Secretaria de

Salud, 2002).

(5)



Musculo Pectoral mayor

Musculo Pectoral Menor

Tejido Conectivo
Vena Intercostal

Conductos
Mamarios

ArteriaIntercostal

Nervio Intercostal

Fig. 5- Relaciones musculares y del sistema circulatorio para la localizacién de la glandula mamaria. Tomado y
Modificado de Sanchez et al, 2008.
Se compone de 12 a 20 I6bulos, los cuales se dividen entre 10 a 20 lobulillos y

éstos a su vez en alvéolos secretorios. Estos conductos convergen hasta un sitio
debajo del pezén en forma de conductos lactiferos; presenta ligamentos que
penetran desde la piel a la aponeurosis pectoral, proporcionando un armazoén de
bandas de tejido fibroso que sostienen a los lobulillos y I6bulos, llamados
ligamentos de Cooper 0 suspensorios (SSa, 2002). Esta constituida por tejido
conectivo denso y fibras musculares lisas, en cuyo espesor se ubican los

conductos galactoforos (Fig. 6) (Sanchez et al, 2008).

Células musculares

Células secretorasde leche

Fig. 6- Anatomia de la glandula
mamaria humana. Modificado de
Moreno. 2009.

Alveolos

Tejido de soporte y grasa



El vértice de la mama esta constituido por una region redondeada y pigmentada
de 15 a 20mm de diametro denominada zona areolar, que incluye al pezon y a los
tubérculos de Morganni, que son de 15 a 20 pequefias elevaciones en la superficie
de la areola que corresponden a glandulas sebaceas. El pezén se encuentra en el
centro de la areola, es cilindrico de 10 a 12mm de didmetro y sobresale de la zona
areolar, éste contiene numerosas fibras musculares circulares, perpendiculares y
horizontales que comprimen la desembocadura de los mismos (Fig. 7) (Moreno,
2009).

Conducto lactifero

ot \ Tendones
e —— P Elasticos hacia
. la piel

Fig. 7- Anatomia del Pezdén. Modificado de Moreno, 2009.



2.2. Fisiologia de la Mama

La funcion principal de la mama durante la gestacion es prepararse para la
produccion de leche; la proporcion adecuada de progesterona con los estrogenos
y sus concentraciones absolutas son los factores que causan el desarrollo y
aumento de volumen de la mama. La adenohipofisis contribuye a la preparacion
de la mama para la produccion de leche, por medio de la liberacion de sustancias
que junto con los estrégenos estimulan el crecimiento de los conductos lactiferos y

alveolos (Secretaria de Salud, 2002).

Principalmente se acepta que el factor mas importante en el desarrollo de la mama
estd determinado por la funcidén ovarica, debido a la secrecion de hormonas
ovaricas. Aunado a la accion de las hormonas ovaricas esta la adenohipdfisis; en
donde las hormonas ovaricas ejercen el efecto de mayor importancia en el
desarrollo de la mama, esta funcion la hacen por medio de la integridad de la
adenohipofisis. El desarrollo normal de la mama depende igualmente de la
somatotropina y la prolactina, al igual de los cambios ciclicos que depende del

mismo mecanismo que controla el ciclo menstrual (Secretaria de Salud, 2002).



2.3. Cancer de Mama

Existe evidencia que el caso mas antiguo registrado de cancer de mama data del
afio 1500 a.c; ademds del tratamiento paliativo que se proporcionaba (INEGI,
2009). Actualmente a nivel mundial el cancer de mama ocupa el primer lugar de
muerte entre las mujeres con el 22.7% del total de los tumores femeninos. Su
incidencia es del 34.9% mujeres mayores de 15 afios y de 60.4% mayores de 35
afios. Su tasa de mortalidad es de 12-13 mujeres, lo cual aumenta
significativamente después de los 40 afios, ademés de los cambios relacionados

con la raza (Fig. 8) (Sanchez et al, 2008).

40 -
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EEE——
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10 A Indoamericanos/ Nativosde Alaska Asiaticas
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Fig.8 —Mortalidad por cancer de mama de acuerdo a la raza y etnia. Modificado de Porter, 2009.

La incidencia del cancer de mama es mayor en las regiones mas desarrolladas del
mundo, en las poblaciones urbanas, y en las mujeres caucasicas; siendo que en
las regiones mas desarrolladas se presenta una incidencia de 67.8% en
comparacion con 23.8% en las regiones menos desarrolladas, posiblemente por
las diferencias sociales y étnicas, recursos de salud y los patrones de estilo de
vida (Fig. 9) (Porter, 2009 y Brandan et al, 2006).
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Fig.9 —Incidencia del cdncer de mama de acuerdo a la raza y etnia. Modificado de Porter, 2009.

En México a partir del 2006 este tipo de cancer desplazé al cancer cervico uterino,
ya que representa la muerte de 27 de cada 100 mil mujeres (Moreno, 2009). Como
se observa en la tabla 3, las ciudades mas importantes del pais son las que

presentan mayores tasas de mortalidad.



Entidad Federativa Tasa

Baja California 15.41

Campeche 5.4

Colima 16.47

Chihuahua 19.67

Durango 15.42

Guerrero 4.33

Jalisco 55.4

Michoacan 9.28

Nayarit 17.74

Oaxaca 8.34

Querétaro 13.25

San Luis Potosi 10.46

Sonora 17.88

Tamaulipas 26.75

Veracruz 16.34

Zacatecas 8.62

Tabla 3. Tasa de Morbilidad Hospitalaria por cancer de mama segun entidad 15
federativa, 2009. Tomado de INGEGI, 2009 [ ]



2.3.1. Definicion del Cancer de Mama

El cancer de mama se define como la proliferacion maligna de las células
epiteliales que revisten los conductos o lobulillos de la mama, debido a fallas en el
balance hormonal y en la capacidad de respuesta del tejido mamario, originando
una division celular descontrolada produciendo un tumor o nédulo que puede tener

la capacidad de generar una metastasis (Fig. 10) (Moreno, 2009).

Cancerenunasola
célula

B .-, D) ~
4 1 S 4 e ¥
Conductosde ;\\3 3
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Rupturade uniones Metéstasis

intracelulares
‘{hesidn ¥
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Transporte e intaraccion
con componentes
sanguinezos

Extravasacion Local

Capilares
sanguineos Eliminacion
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cancerigenas por ! P
sistema inmune

Fig. 10- Evolucion del Cancer de Mama. Transformacion de las células normales a la formacién
de tumores. Modificado de Moreno, 2009.

Los tumores de la mama pueden manifestarse desde un desorden mamario
benigno, hasta los que pasan por condiciones premalignas a microinvasion,
extensién local y dispersion nodal, o bien presentar diseminaciéon de las células
cancerosas a otras partes del cuerpo como pulmén, rifion, aparato digestivo,

hueso y cerebro.



2.3.2. Signosy Sintomas

El cancer de mama se considera una enfermedad multifactorial que se inicia de
forma localizada, y se manifiesta generalmente por una tumoracion o dolor que
puede cambiar de acuerdo a la localizacion y los posibles sitios de invasion. Los
signos y sintomas frecuentemente reportados, ademas de la presencia de la
tumoracion y dolor, son la umbilicacion del pezén, o bien esta retraido o desviado,
también se ha mencionado la piel naranja o retraccion de la misma,
enrojecimiento, ulceracion o edema, salida espontdnea o provocada de secrecion
por el pezon de sangre y aumento de la red venosa superficial, también pueden
presentarse protuberancias o masas en las axilas que suelen ser indoloras, de
firmes a duras y por lo general con bordes irregulares. Los sintomas de
enfermedad avanzada son: dolor 6seo, pérdida de peso, inflamacion de un brazo y

ulceracién cutanea (Moreno, 2009).

Para que una masa palpable en la mama sea considerada como maligha debe de
estar en relacién con la edad, postmenopausia y con las siguientes caracteristicas:
consistencia firme, aspecto soélido, bordes irregulares, escaso desplazamiento
sobre la piel, unilateral, no dolorosa y la presencia de adenopatias axilares. Sin
embargo, aun en ausencia de estos factores un 10% pueden ser malignas,
algunas veces una zona de engrosamiento que no llega a masa puede ser cancer.
Para el caso de la secrecién por el pezén existe mayor riesgo de lesiébn maligna en

caso de que la secrecion contenga restos hematicos y esté asociado a una masa.



2.3.3. Clasificacion

Todos los tejidos de la glandula mamaria son capaces de desarrollar un tumor ya
sea benigno o maligno, estos ultimos pasan por las fases de induccién, promocion
y progresion. Habitualmente a los tumores derivados del epitelio se les denomina
carcinomas y a los del mesénquima sarcomas. Los carcinomas son tumores
malignos de la mama y se dividen en carcinoma canicular, cuando se origina en
los conductos mamarios y el carcinoma lobulillar que tiene su punto de partida en
los lobulillos. Los sarcomas se presentan en el 1% de todos los tumores malignos
de la mama, histologicamente se dividen en fibrohistiocitoma, liposarcoma, y
fiborosarcoma que es el mas frecuente (Moreno, 2009). Existen varias
clasificaciones y estadios del cancer de mama basados en las manifestaciones

clinicas de la paciente incluyendo el tamafio del tumor y su diseminacion.

De acuerdo a la fase de desarrollo del cancer de mama se clasifica en:

Grado SIINES

Primario -Confinado a los conductos, o a los
I6bulos.

-No puede ser detectado como un bulto o
masa mediante la exploraciéon manual.
-Segln el tamafio del tumor ductal puede
ser detectado por mastografia.

Invasivo -Las células malignas se dispersan de los
conductos o I6bulos a otras éareas del
tejido mamario.

-puede ser detectado por autoexploracion
clinica 0 mastografia.

Metastasico -El céancer ya se ha dispersado a otras
partes del cuerpo.

-Detectado por autoexploracion,

exploracién clinica o mastografia e incluso ey

por sintomatologia. L _l
e

Tabla 4- Clasificacién del cdncer de mama por sus fases de desarrollo. Modificado de Moreno 2009



Existe otra clasificacion de acuerdo al tamafio, estado ganglionar y presencia de
metéstasis:

Etapa O El carcinoma ductal o lobular in situ, es el cancer
de mama en fase temprana que no se ha
diseminado fuera del conducto o lobulillo

Etapa | El tumor mide 2 cm o0 menos y no se ha
diseminado fuera de la mama

EtapallA No se encuentra en la mama pero si en los 1
ganglios linfaticos axilares, o bien el tumor mide 2 2
cm o0 menos y se ha diseminado a los ganglios
linfaticos axilares, o bien el tumor mide 2 cm a 5
cm pero no se ha diseminado a los a los ganglios
linfaticos axilares. '

Etapa lllA No se encuentra tumor en la mama pero se ha
diseminado a los ganglios linfaticos axilares que
estan adheridos entre si 0 a otras estructuras, o |
bien el tumor mide mas de 5 cm y se ha 1
diseminado a los ganglios linfaticos axilares que |

||
1

estan adheridos entre si, 0 a otras estructuras.
Etapa lliIB El tumor se ha diseminado a los tejidos cercanos
a la mama (la piel o la pared toracica, incluidas !
las costillas y musculos del térax) y puede
haberse diseminado a los ganglios linfaticos
dentro de la zona de la mama o debajo del brazo.
Etapa llIC El tumor se ha diseminado a los ganglios
linfaticos debajo de la clavicula y cerca del cuello, ¥
y puede haberse diseminado a los ganglios |
linfaticos de la zona de la mama o debajo del b T
brazo y a los tejidos cercanos a la mama. =
Etapa IV El tumor se ha diseminado a otros 6rganos del
cuerpo, con mas frecuencia a los huesos,
pulmones, higado o cerebro.

Tabla 5-Clasificacion del cdncer de mama de acuerdo al tamafio del tumor, estado
ganglionar y presencia de metastasis. Modificado de Moreno, 2009.



También se han clasificado por su histopatologia:

Tipo de Tumoracién

No infiltrante (in situ)

®

% Lobulillar infiltrante
«» Ductal infiltrante
o NOS 80% de los carcinomas.

7

= Mucosecretante
= Adenoquistico
= Papilar
=  Tubular
= Liposecretante
e Secretorio

% Metapléasico

o Formas especiales medular tipico:

Incidencia en relacién a la raza

Insitu

50

0
1975 1978

Invasivo

1981

1984

1987

1990

1993

(il IR =L == —————

Todaslas edades

1996 1999 2002 2006

Edad +50

Todas las edades

Edades 0-49

0
1975 1978

1981

1984

1987

1990

1993

1996 1999 2002 2006

Tabla 6. Clasificacion del cdncer de mama de acuerdo a su histopatologia. Modificado de Elias et al, 2008.



Clasificacion TMN: Clinica y Anatomopatolégica:

TUMOR \ ADENOPATIAS METASTASIS
« TO tumor primario no encontrado. % NO sin adenopatias < MO sin metastasis
% Tis in situ. < N1 axilares méviles. El cancer se ha < M1 con metastasis.
% Tl=<2cm diseminado a 1-3 ganglios linfaticos axilares.

o T1mic=<0.1cm (microlesién) % N2 axilares fijas. El cancer se ha diseminado
= Tla>0.1a0.5cm a 4-9 ganglios linfaticos axilares o a ganglios
= T1b >0.5a 1cm linfaticos mamarios internos sin afectar a los
= Tilc>1la2cm ganglios axilares.

% T2>2a5cm o N2a: el cancer se ha diseminado de
< T3 >5cm 4-9 ganglios linfaticos axilares,
% T4 <5cm existiendo al menos una infiltracion

o T4a Pared toracica de mas de 2mm.

o T4b edema de piel/ulceracion. o N2b: el cancer se ha diseminado

Nédulos cutaneos. s6lo a los ganglios linfaticos
o T4c ambos T4ay T4b mamarios internos.
O T4d carcinoma inflamatorio o + N3: el cancer se ha diseminado a 10 o mas
enfermedad de Paget. ganglios linfaticos axilares o a ganglios
supraclaviculares o a ganglios mamarios
internos con afectacion de ganglios axilares.
o N3a: el cancer se ha diseminado a
10 o mas ganglios linféaticos axilares.
o N3b: el cancer se ha diseminado a
los ganglios mamarios y a los
ganglios axilares.
o N3c: el cancer se ha diseminado a
los ganglios linfaticos
supraclaviculares.

% T=tamano
N= nivel de localizacion anatomica
% M= metastasis

X/
L X4

Tabla 7. Clasificacion del cancer de mama por su clinica y anatomopatologia. Modificado de Elias et al, 2008.
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Otra de las clasificaciones presentes para el cancer de mama propuesta por
Zepeda et al (2008) se basa en el desarrollo de la expresion genética por
microarreglos, dando origen a la clasificacion molecular que puede considerarse
mas eficiente que la histopatolégica como un factor predictivo de los diferentes
tratamientos. Dando como resultado el uso menos frecuente y mas selectivo de la
quimioterapia, llevando a la ventaja de reducir la toxicidad y los costos. Con la
utilizacion de microarreglos de cADN se puede estudiar la variacion en el patron
de la expresion genética del cancer, empleando un agrupamiento jerarquico es

posible diferenciar firmas gendémicas en el cancer de mama.

A partir de esta clasificacion se ha podido establecer que: los canceres de bajo
grado tienen receptores de estrégeno (RE) y receptor de progesterona (RP)
positivos del cromosoma 16q; mientras que los de alto grado son negativos para
RE y RP, ademas de presentar una sobreexpresion o amplificacion de HER2 con

cariotipos complejos.

En base a esta clasificacion el cancer de mama se divide en dos grupos basados
en la presencia de expresion genética del RE, el cual se ha observado como el
mayor factor discriminador del subtipo molecular.

e TUMORES RECEPTOR ESTROGENICO POSITIVO:

o SUBTIPO LUMINAL: expresan receptores hormonales y tienen un
patron que concuerda con el componente epitelial luminal de la glandula
mamaria. Expresan citoqueratinas luminales 8/18. RE y genes
asociados con su activacion como LIV1 y CCND1. Menos del 20% de
los tumores luminales tienen mutaciones en p53 y frecuentemente son
de grado 1. Se ha reportado que este tipo de tumores responden poco a
la quimioterapia convencional, presentando el 6% de respuesta
patolégica completa a quimioterapia preoperatoria.

= Subtipo Luminal A: tiene alta expresion de genes relacionados
con REa y baja expresion de genes relacionados con la
proliferacion. Es el mas frecuente y corresponde al 67% de los

tumores, pueden ser tratados s6lo con hormonoterapia.



» Subtipo Luminal B: alta expresion de genes relacionados con la
proliferacion celular, tienden a ser de mas alto grado. Estos
pueden ser tratados con quimioterapia junto con hormonoterapia.

e TUMORES RECEPTOR ESTROGENICO NEGATIVO:

o SUBTIPO HERZ2: se refiere a un grupo de tumores RE- (baja expresion
de RE y genes relacionados), se caracterizan por la sobreexpresion de
otros genes dentro de ERBB2. Presentan una alta proporciéon de
mutaciones en p53 (40 a 80%) y generalmente son de grado 3.
Presentan una alta sensibilidad a la quimioterapia neoadyuvante.

o SUBTIPO BASAL: denominado basal por su patron de expresion
semejante al de las células epiteliales basales y a las células
mioepiteliales normales del tejido mamario. Esto como producto de la
expresion de RE y genes relacionados, baja expresion de HER2, alta
expresion de citoqueratinas 5, 6 y 17, y la expresibn de genes
relacionados con la proliferacion celular. Por inmunohistoquimica se
denomina “triple negativo” por no expresar RE, RP ni HER2. Se ha
asociado a mutaciones de BRCA1. Presentan una tendencia a ser muy
agresivos, con mutaciones en p53 y de alto grado. Presentan una menor
afeccién de ganglios linfaticos segun el tamafio tumoral en comparacion
con otros subtipos. Histol6gicamente presentan necrosis central, bordes
empujantes, escaso componente de carcinoma ductal in situ, infiltrado
linfocitario y proliferacion microvascular de tipo glomeruloide (Dogan,
2010).



2.3.4. Factores de Riesgo

No se conocen con exactitud todos los factores que pueden causar el cancer de

mama, sin embargo se han determinado algunos que se reportan con mayor

frecuencia (Moreno, 2009)
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Edad: a mayor edad mayor riesgo, la edad promedio de aparicion es de 54
afos, mientras que el 45% aparece después de los 65 afios (Elias et al,
2008). Estadisticamente en nuestro pais se ha presentado un incremento
importante de los cuarenta a los cuarenta y nueve afos (SSa, 2002).
Céancer de mama previo: aumenta el riesgo de la aparicion de cancer de
mama contralateral en 0.5 a 1% al afio de seguimiento.

Menarquia temprana: antes de los 12 afios o tardia después de los 14
afnos.

Nuliparidad: aumenta el riesgo después de los 50 afios, 0 un menor
namero de embarazos.

Primera gestacién tardia: después de los 30-35 afios aumenta 5 veces el
riesgo (Elias et al, 2008). Esto debido al tiempo prolongado de exposicion a
los cambios hormonales; al embarazo se le atribuye un efecto protector
cuando la primera gestacion ocurre en una época temprana haciendo
referencia respecto a que la mujer pierde el efecto protector del embarazo
cuando esté se presenta después de los 30 afios, adquiriendo el riesgo de
la nuligesta. El primer embarazo entre los 20 y 25 afios disminuye en
proporcion de dos a tres veces el riesgo de padecer cancer mamario, con
respecto a la mujer nuligesta y primigesta tardia, provocan un cambio
permanente en los factores que causan la transformacion maligna del tejido
mamario (SSa, 2002).

Cambios fibroquisticos: aumentan ligeramente el riesgo.

Aborto inducido

Lesiones benignas: fioroadenoma complejo, hiperplasia moderada florida

(con atipia o sin atipia, adenosis esclerosante y papiloma).
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Hiperplasia ductal o lobulillar atipica: aumenta el riesgo a 4-5 veces y 10
veces si hay antecedente familiar de cancer (de primer grado).
Antecedente familiar de cancer de mama: de primer grado, aumenta el
riesgo de 2 0 4 veces, si 2 familiares tienen cancer de mama aumenta a 5-6
veces. El 60% de los canceres mamarios familiares ocurre antes de la
menopausia contra un 25 % de los no familiares (Elias et al, 2008). Se sabe
gue el riesgo de padecer la enfermedad es de dos a tres veces, es alto
cuando el cancer mamario familiar es en la madre o hermana; mientras que
en los casos bilaterales del padecimiento determinan en los descendientes
una elevacion de seis a nueve veces el riesgo normal, y los casos nuevos
se observa en épocas mas tempranas de la vida (SSa, 2002).

Antecedente de carcinoma de endometrio

Hormonas ovéricas endogenas

Dieta rica en grasas y déficit de vitamina A

Ingesta del alcohol: dos unidades de alcohol/dia tiene un riesgo de 8%
mayor de cancer de mama.

Ser portador del gen BRCAL1 o BCRA2: 5% de las mujeres con cancer de
mama confiere susceptibilidad al cancer mamario a edades tempranas,
bilateralidad y cancer de ovario. Si un familiar de una mujer es portador del
gen, tiene riesgo de presentar cancer de mama del 50 a 85% casi siempre
desarrollan cancer antes de los 65 afios. El 5% de todas las mujeres con
cancer de mama pueden tener mutaciones. La prevalencia de BRCA1l
mutante estd estimada que es 1/800 en la poblacién general. Estudios
recientes han demostrado que la mutacién en un gen llamado BARD1 al
combinarse con el gen BRCAL1 incrementa el riesgo hasta en un 80% (Elias
et al, 2008). Las mutaciones en estos oncogenes tienen susceptibilidad
entre el 5y 7% convierte al cancer de mama hereditario en forma
autosdmica dominante (SSa, 2002).

Presencia de la proteina Her-2-Neu: es utilizado como marcador de

ganglios afectados por problemas de metastasis, presentandose un



aumento en su frecuencia en relacion con la poblacion general en personas
gue presentan un antecedente de haber padecido cancer (SSa, 2002).

# Uso de anticonceptivos orales: aumenta ligeramente el riesgo de 5 casos
por cada 100 000 mujeres, con un mayor riesgo en mujeres que los
emplean antes de los 20 afios.

# Terapia hormonal con estrégenos y/o progesterona: después de la
menopausia por 3 afios aumenta ligeramente el riesgo, el uso prolongado a

7-8 casos por cada 10 000 mujeres por cada afio de uso.

&

Exposicion aradioterapia antes de los 30 afios

&

Obesidad: se asocia con mayor riesgo de cancer de mama, endometrio,
ovario y vejiga.

Ingesta de tabaco

Dieta occidental

Vida sedentaria

¢ & & @

Raza: las mujeres euro-americanas presentan 5 a 7 veces mayor

probabilidad que las mujeres japonesas.

&

Menopausia después de los 52 afios: se adquiere un riesgo doble de
padecer cancer mamario debido al mayor tiempo de exposiciébn a los

estrégenos y progestagenos (SSa, 2002).

Factor Riesgo Grupo de alto riesgo
Edad >10 Edades mayores
Localizacién geografica 5 Paises desarrollados
Edad de la menarca 3 Menarca antes de los 12 afios
Edad de la menopausia 2 Menopausia después de 52 afios
Edad del primer embarazo a termino 3 Primer hijo después de los 35 afios
Historia familiar 22 Céancer de mama antes de la menopausia en familiar
de primer grado
Antecedentes de enfermedades benignas 4-5 Hiperplasia atipica
Céancer en la otra mama >4
Grupo socio-econémico 2 Grupos | y 1l (altos)
Dieta 15 Alta ingesta de grasas saturadas
Peso corporal
Premenopéusica 0.7 indice de masa corporal >35
Postmenopausica 2 indice de masa corporal >35
Consumo de alcohol 1.3 Ingesta excesiva
Exposicién a radiacién ionizante 3 Exposicion anormal en mujeres adolescentes
Ingesta de hormonas:
Contraceptivos orales 1.24 Uso frecuente
Terapia hormonal de reemplazo 1.35 Uso por mas de 10 afios
Diestilstilbestrol 2 Uso durante el embarazo

26
Tabla 8. Factores de riesgo que predisponen al cancer de mama. Modificado de Brandan y Villasefior, 2006. [ ]



2.3.5. Tratamiento

El tratamiento del cancer de mama puede ser desde un tratamiento local, regional
y sistémico con cirugia, radioterapia, hormonoterapia y quimioterapia; lo que
depende del tamafio y ubicacién del tumor, si se ha diseminado y el estado de

salud general del paciente.

Moreno (2009) propone que la terapia inicial para la enfermedad en su estado
temprano va dirigida principalmente a eliminar cualquier tumor visible, por lo tanto,
los médicos recomiendan cirugia para extirpar el tumor con o sin radioterapia. El
siguiente paso en el control y tratamiento de la enfermedad en su estadio
temprano, es reducir el riesgo de recurrencia de la enfermedad y eliminar las
células cancerosas que pudieran quedar. Si el tumor mide un tamafio determinado
o si hay compromiso de los ganglios linfaticos, el médico podra recomendar
terapia adicional como radioterapia, quimioterapia o terapia hormonal. Si el cancer
vuelve a aparecer, la paciente podra elegir cirugia adicional dependiendo del lugar
en que se encuentre el cancer o una variedad de tratamientos disefiados para

combatir las metastasis distantes.

% Tratamiento Neoadyuvante: la guimioterapia preoperatoria
(neoadyuvante) es una opcion adecuada en mujeres con tumores en
estadios IlA y |IB que reunen criterios para realizar una cirugia
conservadora de la mama.

% Tratamiento Quirdargico: no es util en estadios avanzados.

o Mastectomia simple modificada: mastectomia simple mas
reseccion de los ganglios linfaticos.

o Cirugia conservadora de la mama (nodulectomia): reseccion
amplia, mastectomia parcial o0 cuadrantectomia, y la
lindadenectomia del primero y segundo nivel de la axila mas
radioterapia cuando la lesibn es menos de 2.5cm y caracteristicas

histoldgicas favorables.



% Radioterapia: durante 5-6 semanas tras la cirugia conservadora, o bien
en casos de afectacion de la pared toracica o axilar masiva, ha
demostrado una reduccion del 30% del riesgo de recurrencia.

« Tratamiento sistémico complementario o tratamiento adyuvante: se
entiende por tratamiento sistémico adyuvante la administracion de
quimioterapia o terapia endocrina después de la cirugia primaria, con el
objetivo de eliminar la posible existencia de enfermedad residual
microscopica y disminuir el riesgo de reincidencia local o diseminacién a
distancia.

% Quimioterapia: reduce la posibilidad de muerte anual en mujeres
premenopausicas del 25-35% y en posmenopausicas de 9-19%, la
guimioterapia combinada es mas eficaz. Los farmacos citotoxicos mas
eficaces para el tratamiento del cancer de mama metastasicos son:
capecitabina, doxorrubicina, gemcitabina, taxanos paclitaxel y docetaxel, y
vinorrelbina.

% Hormonoterapia:

o Blogueadores de receptores de estrogenos y progesterona:
incluye el tamoxifeno y toremifen, el tratamiento por 5 afios reduce
la posibilidad de muerte anual en un 25% en mujeres pre y
posmenopausicas; aunque el tamoxifeno incrementa el riesgo de
cancer de endometrio 1% en mujeres posmenopausicas.

o Inhibidores de la aromatasa: bloquean la produccion periférica de
estr6genos en mujeres posmenopausicas, esto después de 5 afios
de tratamiento con tamoxifeno. Los farmacos que bloquean los
receptores de estrogenos y progesterona son Utiles para tratar
tumores, 2 a 3 pacientes posmenopausicas presentar tumores
receptor estrogénico positivo, mientras en las premenopausicas es
menor.

% Bifosfonatos: se deben utilizar en combinacién con el tratamiento
sistémico en las pacientes con metastasis 0seas, se ha demostrado que

disminuye en un 30% la tasa de eventos 6seos, reportando beneficios



después de 3 a 6 meses, siempre y cuando se inicie el tratamiento

precozmente (Elias et al, 2008).

A partir de la eleccion de la terapia sistémica el cancer de mama puede ser
clasificado en tres categorias de riesgo establecidas en el consenso de Saint
Gallen en 2005:

» Categoria de Bajo Riesgo: pacientes mayores de 35 afios con axila
negativa, tamafo tumoral menor de 2 cm, grado histolégico 1, ausencia de
invasion vascular y linfatica, y HER2/neu ni amplificado ni sobreexpresado.

» Categoria de Riesgo Intermedio: pacientes con axila negativa y al menos
uno de los siguientes criterios: tamafio tumoral mayor de 2 cm, grado
histolégico 2-3, presencia de invasion vascular y linfatica, y gen HER2/neu
sobreexpresado o amplificado o bien aquellas pacientes con axila positiva
con uno a tres ganglios involucrados y el gen HER2/neu negativo.

» Categoria de Alto Riesgo: pacientes con axila positiva, uno a tres ganglios
involucrados y gen HER2/neu sobreexpresado o amplificado, o axila

positiva con cuatro o mas ganglios (Cabral et al. 2005).

Es una patologia en la cual no es suficiente el diagndéstico y tratamiento, ya que
existe una sobrevivencia de 5, 10 y 15 afos, debido a que la enfermedad se
encuentra latente, por lo que debe realizarse un seguimiento a la paciente y asi
evitar y diagnosticar oportunamente reincidencias locales, cancer contralateral y

metastasis ocultas (Elias et al, 2008).

Debido a la problematica en que los tratamientos existentes son poco especificos
e invasivos se requiere el desarrollo de nuevas terapias mas eficaces que ataquen
de forma mas directa a las células cancerigenas, lo que lleva a la investigacion de

medicina alternativa basada en principios activos de las plantas.



2.4. La Etnobotanica

Se define a la etnobotanica como el estudio de las bases biolégicas, ecoldgicas y
culturales de las interacciones y relaciones entre las plantas y el hombre a lo largo

del tiempo de evolucién y el espacio sociogeografico (Cortés, 2005).”

De las 250 mil especies vegetales el hombre utiliza del 35 al 50%; en México se
estima que existen 30 mil especies de las cuales 5 mil tienen un uso medicinal, de
estas varias han sido utilizadas para el tratamiento del cancer, practica que ha
sido empleada desde la antigiedad hasta la actualidad. Para comprobar las
propiedades antitumorales de especies vegetales se realizan pruebas in vitro en
las que las lineas celulares tumorales son expuestas a extractos y sustancias
obtenidas de los tejidos vegetales para determinar su citotoxicidad. De estas
investigaciones se han aislado sustancias antineoplasicas que actualmente tienen
un papel importante en los tratamientos de la medicina alopética. Esta accion

antineoplasica esta dada a partir de metabolitos secundarios (Cortés, 2005).



2.4.1. Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios son sustancias organicas de peso molecular inferior a
2000 unidades de masa atomica, estos compuestos se encuentran en las plantas
(Cortés, 2005) los cuales no presentan una funcidon directa en procesos
importantes del metabolismo de la planta (Avalos y Pérez, 2009). Son el producto
de un metabolismo especifico, originados a partir de un metabolismo intermediario
(Fig. 11), de distribucion restringida, con una funcion metabdlica especifica y se
encuentran almacenados en el interior de las vacuolas (Arango, 2010).
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Fig-11. Biosintesis de Metabolitos secundarios. Modificado de Cortés,



Estos compuestos son agrupados en tres grupos principales: compuestos
fendlicos (taninos, fitoestrogenos y cumarinas); compuestos nitrogenados:
(alcaloides, glicosidos cianogenéticos, glucosinolatos, aminoacidos téxicos,
lectinas e inhibidores de las proteasas); terpenos (lactonas sesquiterpénicas,
glicosidos cardiacos, saponinas) e hidrocarburos poliacetilénicos y oxalatos
(Cortés, 2005).

A partir del uso medicinal que se le ha dado a las plantas es importante continuar
con la investigacion sobre esta rama, dado que solo se ha estudiado
aproximadamente el 15% de toda la diversidad vegetal, un ejemplo de esto es la
ruda, que de acuerdo a los usos medicinales presenta caracteristicas viables para

la eliminacién del cancer.



2.5. Ruta graveolens L.

El género Ruta comprende alrededor de 60 especies; etimolégicamente Ruta
deriva del griego ruomai, que significa refrenar, en alusién a la supuesta accion

afrodisiaca (Alvarez et al 2006).

Las especies de este género se conocen comunmente como “ruda”, y la Ruta
graveolens L. es una antigua planta medicinal nativa del Sur de Europa que fue
introducida en América tras la conquista espafiola, la cual es frecuentemente
utilizada por sus propiedades medicinales. El término “graveolens” hace referencia
a una de sus caracteristicas principales, “de olor fuerte y desagradable”
(Hernandez, 2011).

Innumerables civilizaciones han sido adoradoras de la ruda. Los romanos por
ejemplo, eran fieles adoradores de esta hierba, los chinos también le adjudicaron
caracteristicas benéficas, para los magos celtas la ruda era una verdadera
defensa contra hechizos y trabajos maléficos; e igualmente ese caracter sagrado

tuvo para los egipcios, hebreos y caldeos (Hernandez, 2011).



2.5.1. Clasificacion Cientifica

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales

Familia: Rutaceae

Subfamilia: Rutoideae
Género: Ruta
Especie:

Ruta graveolens L.

Fig. 12- Morfologia de Ruta graveolens.



2.5.2. Descripcion Fisiologica y Morfologica

Es un arbusto muy ramificado que puede vivir varios afios, debido a esta
longevidad el tallo puede volverse lefioso. Alcanza alturas de entre 70 a 100 cm.
Las hojas semi-perennes, de color verde glauco, son alternas compuestas por
varios segmentos de los cuales los laterales son alargados y el terminal ovalado o
blanquecino, de consistencia algo carnosa. Las flores, forman ramilletes y tienen
entre cuatro y cinco pétalos, de un color amarillo vivo. El fruto es una especie de
capsula con cinco I6bulos. La planta entera tiene un aroma caracteristico dificil de
confundir con otros. El sabor de las hojas es ligeramente picante pero éste queda
enmascarado por el intenso aroma que despide (Hernandez, 2011).

2.5.3. Distribucion

Es de origen Europeo y vive en climas célido, semicélido, semiseco, templado y
regiones tropicales. Es cultivada en casas habitacién y est4 asociada a la selva
tropical caducifolia, subcaducifolia, perennifolia, matorral xeréfilo, bosques de

encino y mixto de pino (Mufioz et al, 2001).

2.5.4. Propiedades Medicinales

Es una planta muy utilizada en la medicina tradicional debido a sus propiedades
curativas como antiespasmaédica, antihelmintica, antimicrobiana, menstruante,
oftalmica y rubefaciente (enrojecimiento de la piel). Aplicada en infusion, gracias a
la accion de la rutina, tiene una accion fortalecedora de los capilares sanguineos,
regula los ciclos menstruales y reduce las hemorragias; restrifie el vientre; alivia
los retortijones del vientre, dolor de costado y pecho, la tos, inflaciones
pulmonares, la ciatica, dolores articulares. Presenta propiedades curativas para
amenorrea; en caso de inapetencia y dispepsia; insolacion, trastornos
circulatorios, arterioesclerosis, neuralgias, cefaleas, nerviosismo, histeria;
debilidad visual; fiebre, reumatismo, inflamaciones, espasmos y trastornos de la
diuresis; refuerza las membranas que rodean a los huesos (Hernandez, 2011).



2.5.5. Principios Activos

Todas las partes de la planta contienen los principios activos, aunque la mayor

concentracion esta en las hojas, especialmente antes de la floracion.

Sus principales compuestos activos incluyen aceites volatiles, cumarina, glucésido
amarillo, alcaloides, rutina, aceite esencial con salicilato de metilo, limoneno,
pineno, tanino y vitamina C; ademéas de la presencia de lectinas. Las hojas y
yemas jovenes contienen alcaloides, flavonoides, fenoles, aminoécidos,

fucomarinas y saponinas (Hernandez, 2011).
Los principales activos de la planta son:

a) Los glucosidos, como la rutina.

b) Alcaloides (quinilonas): coquisagenine y skimmianine graveoline

c) Furocoumarinas (psoralenos): bergaptene  (3-metoxipsoraleno) vy
xantotoxina (8-metoxippsoraleno)

d) Aceites esenciales: metil-nonil-cetona, metil-n-octil-cetona y heptil-metil-
cetona

e) Alcoholes: metil-etil-carbinol-pineno. Limenenes

f) Otros compuestos: dictamina, gammafagarina, pteleina y kokusagina.

Los principios activos de importancia clinica son los psoraleno, responsables de la
hepatotoxicidad y la fotosensibilizacion, y metil-nonil-cetona que tiene efectos

sobre el Utero.



2.5.6. Accion Farmacologica

Se ha demostrado que en los extractos con cloroformo de la raiz, tallo y hoja de
ruda muestran significativamente actividad anti-fertilidad en ratas cuando se

administra intragastricamente en los dias 1-10 post coito (Kong et al, 1989).

Algunos estudios sugieren un efecto negativo de la ruda sobre el desarrollo pre y
post-implantacional en ratones debido a la presencia de alcaloides de la familia de

los acridones (Benavides et al, 2000).

Estudios en ratones albinos adultos han demostrado que la ruda proporciona un
efecto protector contra dafios clastogénicos inducidos por radiaciéon X. La Ruta 6
en combinacién con fosfato de calcio ha demostrado contener un potente efecto
antitumoral en pacientes con cancer de cerebro; aunque los mecanismos
moleculares o las vias por las que la Ruta 6 produce sus efectos biolégicos siguen
siendo desconocidos es evidente que destruyen células cancerigenas, protegen a
los linfocitos B de perdxido de hidrogeno (H.0;) y muestra efectos mitogénicos en

linfocitos normales de sangre periférica (Pathak et al, 2003).

Los alcaloides presentan efectos espasmoliticos in vivo. También inducen
contracciones en Uutero aislado y aumentan los efectos adrenérgicos en las
vesiculas seminales de caballos. La ruda también es conocida por proteger al
ADN contra la ruptura de sus hilos y por prevenir mutagénesis (Pathak et al,
2003).

El extracto hidroetandlico presenta un efecto analgésico dosis-dependiente en
ratones, debido a una accion tanto periférica como central; también muestra
actividad antiinflamatoria frente a inflamaciones crénicas, hecho relacionad con un

efecto antiproliferativo (Vanaclocha, 2003).

El extracto metandlico posee actividad antibacteriana frente a Micrococcus leteus,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococus epidermidis.

Bactereostatico ante Bacillus subtilis y es inactivo frente a Escherichia coli,



Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus niger (Vanaclocha,
2003).

Presentan actividad antimicotica contra Fusarium culmorum, Heterobasidium
annosum y R hizoctonia solani, estd actividad estaria relacionada con los

componentes del aceite esencial (Vanaclocha, 2003).

2.5.7. Efecto toxico de la planta

Sus efectos téxicos son: intoxicacidén, gastroenteritis, tumefaccién de lengua y
faringe, sialorrea, vértigos, confusion mental, temblores, convulsiones,
metrorragias, nefritis, lesiones hepéticas y del intestino delgado e incluso la muerte
por depresion cardiorrespiratoria. Por la presencia de metilnonilcetona contenida
en la esencia, tiene un efecto estimulante sobre la fibra muscular uterina, por lo
que puede ser abortiva. Ademas de producir sangrado uterino en mujeres
embarazadas con posible muerte fetal.

En el cancer se ha llegado a utilizar por sus efectos toxicos:
® Se dice que es un agente preventivo contra el Cancer.
® Usada como agente quimioterapéutico.
® Empleada como agente antineoplasico.
® Uso potencial como clastogénico

Todas sus actividades toxicas se han relacionado con la presencia proteica en la

planta, en particular con las lectinas vegetales (Hernandez, 2011).



2.6. Lectinas Vegetales

El termino lectina fue propuesto por Boy y Sharpleigh en 1954, derivada del latin
legere (seleccionado, escogido) refiriéndose a su capacidad de unidn selectiva de
azucares. Hoy en dia este término se le adjudica a proteinas de origen no inmune
que presentan la propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a
carbohidratos, las cuales presentan al menos dos sitios de union, que permiten su
enlace en primer lugar a un azucar especifico y en forma secundaria a una
molécula glicosilada; sin presentar actividad enzimatica y no son producto de una
respuesta inmune. Estas proteinas estan presentes en todos los organismos vivos;
en plantas se han detectado principalmente en los cotiledones y endospermo,
constituyendo del 2 al 10% del total de las proteinas; ademas de estar presentes
en O6rganos de reserva mostrando su papel como proteinas de defensa
(Hernandez, 1999). Estas pueden tener diversas funciones: participan en las
interacciones entre las bacterias fijadoras de nitrégeno con la raiz, presentan
actividad mitogénica, efecto protector contra la accion patogénica de
microorganismos (Hernandez, 2005).

Estudios de los afios setentas han reportado la actividad antitumoral de las
lectinas vegetales, probando lectinas de ricina (RCA), abrina (APA), GS-1
(Griffonia simplicifolia), Phaseolus vulgaris (PHA), Glycine max (SBA), Triticum
vulgare (WGA), TMA | y TMA Il (Tricholoma mongolicum) y la Con A (Canavalia
ensiformis); in vivo han mostrado que inhibe el crecimiento de tumores e
incrementando las posibilidades de supervivencia de los animales de estudio.
También se ha demostrado el efecto citotoxico in vitro con PHA, GSA, Con A,
WGA, PNA (Arachis hypogaea), VCA (Viscum album), frijol tepari (Phaseolus
acutifiolius), mezquite (Prosopis juliflora) y VFA (Vicia faba); para la identificacion
de su unién a carbohidratos se han empleado lectinas marcadas con fluorescencia
de DBA (Dolichos biflorus), PNA, LCA (Lens culinaris) STL (Solanum tuberosum),
UEA-I (Ulex europaeus 1), ABL (Agaricus bisporus) y WGA, mostrando patrones de
glicosilacion (Castillo y Abdullaev, 2005).



2.6.1. Funciones de las Lectinas Vegetales

La gran importancia de las lectinas se debe fundamentalmente a sus propiedades
bioldgicas, tales como aglutinacion de eritrocitos y otras células como linfocitos,
espermatozoides, plaguetas y bacterias, induccion de mitosis en linfocitos, efectos
citotdéxicos sobre linfocitos, aglutinacion de virus y otras. El estudio de estas
moléculas se basa por su uso en la deteccion de transformaciones malignas en
células, ya que generan una aglutinacion preferencial por células transformadas,
ademas de disminuir el crecimiento, son citotoxicas y antitumorales (Hernandez,
1999). Actualmente su estudio se basa en su actividad antitumoral, a través de la
muerte celular programada dirigida (PCD), que es un mecanismo celular intrinseco
para la eliminacion de las células dafiinas y el mantenimiento de la homeostasis
(Fu et al, 2011).

Estas moléculas forman parte de conjugados como lectina-lectina, lectina-enzimas
y lectina-anticuerpos. Van a presentar mayor afinidad por carbohidratos con
estructuras mas complejas que aquellos con estructuras simples (monosacaridos y
disacaridos), por lo tanto se ha incrementado el estudio de la interaccién lectina-

carbohidrato.



2.6.2. Estructura de las Lectinas

Presentan una estructura conformada por una cadena polipeptidica, que puede o
no presentar residuos de carbohidratos, de 2-15 monosacaridos residuales
constituidos por 2 0 mas azucares. Contienen 2 sitios de unién, permitiendo que

se unan a un azlcar especifico y a una molécula glicosilada (Fig. 13).
Para la eleccion de las células que van a aglutinar requieren:

e Cantidad. de moléculas de azucar

e Grado de glicolisacion de un tejido.
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Fig. 13- Estructura de lectinas de muérdago. Tomado y modificado de Fu et al. 2011.



2.6.3. Clasificacion de Lectinas Vegetales

Las lectinas vegetales se caracterizan por reconocer especificamente
carbohidratos por enlaces tipo puente de hidrogeno, iones, interacciones
hidrofébicas entre otras. Estructuralmente van a presentar caracteristicas
comunes que permiten agruparlas en familias; generando asi diferentes formas de
clasificarlas: por la especificidad hacia el monosacarido que inhibe su actividad
hemaglutinante y hacia estructuras oligosacaridicas que reconocen, y otra a partir
de su estructura molecular existiendo una del 2006 y una a partir del 2011 que

reconoce su especificidad de union a carbohidratos.

La clasificacion establecida a partir de la especificidad hacia el monosacarido que
inhibe su actividad hemaglutinante y hacia las estructuras de oligosacaridos que
reconocen las dividen en N-glicanos (oligosacaridos unidos a un residuo de
asparagina en las proteinas mediante una N-acetil-glucosamina) y lectinas que
reconocen a los O-glicanos (oligosacaridos unidos a un residuo serina o treonina

en las proteinas mediante una N-acetil-galactosamina (Hernandez, 2005).

Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas y su

clasificacion segun su especificidad hacia monosacéaridos

Monosacarido Lectina Abreviatura
A-D-manosa, Canavalina ensiformis. ConA
a-D-glucosa Lens culinaris LCA
B-galactosa, Ricinus communis RCA
N-acetil-a-D-galactosamina Glycine max SBA
Arachis hipogea PNA
Amarnthus leucocarpus ALL
N-acetil-B-D-glucosamina Triticum vulgare WAG
a-D-fucosa Lotus tetragonolobus LTA
Ulex europeus UEA
A-N-acetilneuraminico Limulus polyphemus LPA

Tabla 9- Clasificacidn por reconocimiento de carbohidratos. Modificado de Herndndez et al, 2005.



La establecida con base en su estructura molecular distingue seis familias:

1. Lectinas aisladas de leguminosas. Es la familia de lectinas vegetales
mas estudiada, generalmente se encuentran constituidas por dos o cuatro
subunidades idénticas de 25 a 30 kDa, cada una de las sub-unidades
contiene un sitio de unién para iones metalicos Ca* Mn** y Mg®". Una
subunidad contienen aproximadamente 250 aminoacidos y presenta una
gran homologia con las otras subunidades. Esta constituida por doce hojas
B antiparalelas conectadas entre si mediante bucles, lo que genera una
estructura aplanada en forma de domo, cuatro bucles localizados en la
parte superior del monomero forman el sitio de reconocimiento a
carbohidratos.

2. Lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina. Los
miembros de esta familia generalmente presentan dos subunidades
idénticas, ricas en cisteina. Una subunidad esta constituida por cuatro
dominios tipo heveina, conteniendo cuatro puentes disulfuro, lo cual origina
que no existan estructuras secundarias regulares a excepcion de una
pequeia a hélice de cinco residuos, cada dominio presenta un sitio de
reconocimiento a carbohidrato, que no necesita la presencia de iones
metalicos.

3. Lectinas aisladas de monocotiledoneas especificas de manosa.
Presentan secuencias de aminoacidos altamente conservadas. Estas son
tetraméricas, cada monémero tiene un peso molecular de 12kDa, asi como
una secuencia de 36 aminoacidos repetidas tres veces. El sitio de
reconocimiento a carbohidrato esta constituido por cuatro hojas B
antiparalelas unidas entre si por giros. El conjunto se asocia de manera que
forma una corona aplanada dejando aparecer un gran tunel central.

4. Lectinas en forma de prisma B o del tipo jacalina. Presentan estructuras
tridimensionales, tetraméricas glicosiladas, donde cada sub-unidad contiene
una cadena pesada (a) y una cadena ligera (B), y esta constituida por tres
hojas B antiparalelas arregladas a manera de un prisma triangular.



5. Lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas.
Constituidas por dos cadenas, la A y B, las cuales son diferentes y se
encuentran unidas por dos puentes disulfuro. La cadena A es la
responsable de la toxicidad, mientras que la cadena B tiene la actividad de
lectina, esta constituida por dos dominios que presentan cuatro sub-
unidades, las cuales contienen a hélices y hojas (3.

6. Lectinas tipo amaranto. Cada proteina se encuentra formada por dos
monomeros en los que existen dos dominios N y C, unidos por una
pequefia hélice, cada dominio muestra una conformacion de trébol (3
(Hernandez, 2005).

Fig. 14. Representacion esquemadtica de las estructuras tridimensionales

en lectinas vegetales. Lectinas aisladas de leguminosas(1), lectinas con
dominio tipo heveina (2), lectinas aisladas de monocotiledoneas,
especificas de manosa (3), lectinas con estructura tipo prisma B (4),
lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas (5),
lectinas tipo Amaranto (6). Modificado de Hernandez et al, 2005.



Actualmente se establecid una nueva clasificacion establecida a partir de sus
diferentes especificidades a unién de carbohidratos:

1) Homdélogos de aglutinina Agaricus bisporus

2) Amaranthins

3) Clase V quitinasa homdlogos con actividad de lectina
4) Familia cianovirina

5) Familia EEE

6) Familia GNA

7) Proteinas con dominios heveina

8) Jacalinas

9) Proteinas con dominios lectina de leguminosas

10) Con dominio LysM

11) Familia Nictaba (antes lectinas de Cucurbitaceae pholoem)

12) Familia ricina-B (Fu et al, 2011).



Lectina representativa
Aglutinina Agaricus
bisporus

Aglutinina relacionada con
quitinasa

N-Cyanovirina
Aglutinina Euonymus
europaeus
Lectina Polygonatum
cyrtonema

Aglutinina de germen de

trigo

Jacalina
Concavalina A

Lectina de Cucurbitaceae
pholoem
Lectina de muérdago

europeo

Abreviacion

ABA

CRA

CV-N

EEA

PCL

WGA

JAC

ConA

CPL

ML-I

Familia
Homodlogos de
aglutinina Agaricus
bisporus
Clase V  quitinasa
homalogos con

actividad de lectina
Familia Cyanovirina
Familia EEA

Familia GNA

Proteinas con dominio
Heveina

Jacalinas

Proteinas con dominios
lectina de leguminosas.
Dominio LysM

Familia Nictaba

Familia de Ricina-B

Azlcar de wunién
especifica

Galactosa

N-glicanos con alta

manosa

Manosa

Manosa/galactosa
Manosa/acido sialico
N-acetil-d-
glucosamina

Manosa

D-manosa

B-galactosa

estructura

1Y2T (PDB)

2J2J (PDB)

3°0C (PDB)

2UVO (PDB)

3P8S (PDB)
3D4K (PDB)

1M2T (PDB)

Tabla 10. Clasificacién de lectinas vegetales por unidon a carbohidratos y estructura. Tomado y modificado

de Fu et al, 2011.

Para el caso de lectinas de R. graveolens se ha reportado que van a presentar

una alta afinidad por oligosacaridos como: galactosa (Gal), glucosa (Glu), N-acetil

glucosamina (GIcNACc) y fructuosa (Fru), y una menor afinidad por sacarosa (Sac),

Lactosa (Lac), fucosa (Fuc), galactosa acetilada (GalAcet), ribosa (Rib), xylosa

(Xyl), manosa (Man) y N-acetilgalactosamina (NANA); sin embargo a estas

lectinas aun no se les ha dado una clasificacion (Hernandez, 2011).



2.6.4. Efecto de las Lectinas Vegetales
sobre céelulas Tumorales

Durante la diferenciacién celular y la transformacién maligna, la biosintesis de las
cadenas de oligosacéridos de glicoproteinas es frecuentemente alterada y esta
alteracion puede ser detectada por las lectinas, por medio del dominio de
reconocimiento a carbohidratos que se encuentra dividido en dos subsitios, el
primero referido al sitio donde se da la interacciébn con el monosacarido y el
segundo el sitio extendido que permite la interaccibn con oligosacaridos mas
complejos. Esta division permite explicar la diferencia del efecto bioldgico que
presentan las lectinas con la misma especificidad hacia un monosacarido. Las
lectinas son capaces de distinguir patrones especificos de la glicosilacién de
proteinas de superficie, que se encuentra regulando la transduccion de sefiales
intracelulares, entre otros (Rambaruth, 2011). Los mecanismos de accién de estas
proteinas son muy variados dependiendo de diferentes factores como pueden ser
el origen celular, clase de tumor y concentracion de lectina (Tabla 11) (Castillo y
Abdullaev, 2005).

A nivel bioquimico y molecular se han propuestos diferentes mecanismos de
accion del efecto antitumoral de las lectinas. Un mecanismo describe la union de
lectinas a moléculas de adhesiéon de la superficie (epCAM) que participan en una
gran variedad de sefiales de transduccion que son importantes para la regulaciéon
celular. Un segundo mecanismo sugiere que la lectina se internaliza en la célula y
afecta el proceso celular fundamental para la divisién celular. La lectina se une a
una forma truncada de Orp150 la cual esta directamente involucrada en el proceso
del importe nuclear dependiente de NLS (Castafieda, 2006). Un tercer mecanismo
explica que la lectina induce apoptosis por diversas vias:

e Dependiente de la activacion intracelular de la caspasa 8/FLICE requiriendo
la internalizacion de la lectina e involucra su actividad inhibitoria ribosomal y
de la sintesis de proteinas.

e Através de la activacidon de la caspasa-3 y la ruptura de PARP.

e Por la activacion de Bax (acelerador de apoptosis) y la inhibicion tanto de
Bcl-2 (supresor de apoptosis) como de la telomerasa.



ecCa O ae a 0) de la e a de pla d e airtere e e d allgna O € O
Lectina Mecanismo de accién Linea células Tipo
PHA-L Inhibicién del crecimiento a altas concentraciones LoVo, HCT-15, Cancer colorrectal humano
(Phaseolus vulgaris) SWB37
Con A Inhibicién del crecimiento a altas concentraciones LoVo, HCT-15, Cancer colorrectal humano
(Concavalina A) SW837
GSA Estimula el crecimiento celular a altas y bajas | SW837 Cancer colorrectal humano
(Grifforinia simplicifolia concentraciones. Inhibe el crecimiento celular a altas | LoVo
I-A) concentraciones
WGA Inhibicién del crecimiento a altas concentraciones LoVo, HCT-15 Cancer colorrectal humano
(Triticum vulgare) , SW837
DSA Induccién de diferenciacion irreversible e inhibicion de | C6 glioma, U251, Glioma de rata, tumor de
(Datura stramonium) proliferacién SNB-75, SNB-78 cerebro humano
VCA (Viscum album, Inhibicion del crecimiento dosis-dependiente Molt-4 T linfoblastico humano agudo
L coloratum) Inhibicién de proliferacion dosis-dependiente, con | B16-BL6 Melanoma metastatico
induccion de apoptosis.
Induccion de la apoptosis a través de la activacion de | HL-60 Leucemia promieloide aguda
caspasa-3 Hepatocarcinoma humano
Inhibicién de la telomerasa SK-Hep-1, Hep3B | Cancer humano
Induccion de apoptosis por la desfosforilacion de Akt. A253
ML-I (Viscum &lbum) Induccién de apoptosis: inactivacion intracelular de | Jurkat T-cell, Leucemia humana
caspasas BJAB B-cell
ABL Inhibicion de proliferacion sin citotoxicidad, se | HT29 Adenocarcinoma de  colon

(Agaricus bisporus 1)

internaliza y selectivamente bloquea la importacién de
proteinas nucleares dependientes de NLS a través de
Orp-150 truncada.

humano

VFA (Vicia faba)

Inhibicion de proliferacién no asociado a citotoxicidad,
posible interaccion con la molécula de adhesion
epCAM

LS174T, SW1222
y HT29

Cancer de colon humano

AAL
(Agrocybe aegerita)

Induccion de apoptosis con actividad de ADNasa

Hela, SW4880,
SCG-7901,
MGC80-3, BGC
.823,HL-60,
S-180

Canceres humanos

Sarcoma de ratén

In vivo

PHA
(Phaseolus vulgaris)

Inhibicién del crecimiento de tumores

Murina linfomas asciticos

SBA (Glycine max)

Fortalecimiento del sistema inmune del huésped

Murina linfoma ascitico

TMA Ly i

Inhibicion del tumor y prolongacién de la vida de los

Raton con células de

(Triholoma mongolicum) animales sarcoma 180

GS-1 Inhibiciéon del crecimiento del tumor Ratén con células
(Griffonia simplicifolia) asciticas Ehrlich

VCA (Viscum album, Inhibiciéon del crecimiento de tumores y metastasis Ratén  inoculado  con

L coloratum)

por el incremento de la apoptosis y la inhibicion de la

células de melanoma B-

angiogénesis 16-BL6
KML-C Actividad inmunomoduladora para fortalecer el Murina melanoma,
(Korean mistleotoe; sistema de defensa del huésped, efecto en carcinoma de colon vy
Viscum album coloratum) metastasis asociado a muerte natural y macréfagos linfoma

ML-I (Viscum album)

linfoma trasplantado.

Efecto antitumoral con reduccién del crecimiento del

Raton con tumores de

linfoma no-Hodgkin

Tabla 11- Mecanismo de accidon de lectinas en células cancerigenas. Modificado de Castillo y Abdullaev, 2005



Por tanto estos estudios han demostrado la capacidad de estas proteinas para
tener un efecto adverso sobre las células cancerigenas, lo que las lleva a ser un
arma potencial para el tratamiento de este conjunto de enfermedades, debido a su
especificidad hacia células malignas y por medio de diferentes rutas son capaces
de activar los mecanismos de apoptosis (Fu et al, 2011); como se muestra en la
Fig. 15.
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Fig. 15- Red de sefalizacidon de muerte celular programada (PCD) por lectinas vegetales. Modificado de Fu et al. 2011.



I1l. JUSTIFICACIION:

El cancer de mama constituye un desafio para la salud de las poblaciones ya
gue ocupa el primer lugar de muertes a nivel mundial de acuerdo a datos de la
OMS (2009). En México a partir del 2006 paso al primer lugar como causa de
muerte en la poblacion femenina. Debido a la existencia de un sin fin de
tratamientos contra el cancer, los cuales atacan de manera indiferenciada tanto
a células sanas como a cancerosas resultando invasivos, por tanto es
indispensable el desarrollo de tratamientos especificos capaces de reconocer a
las células de cancer de mama. Asi el estudio de las lectinas extraidas de la
ruda permitira en un futuro encontrar un tratamiento menos agresivo y mas
especifico, esto por su capacidad de producir apoptosis a células cancerosas.

V. HIPOTESIS:

Si las células cancerigenas presentan modificaciones en las glicosilaciones
membranales entonces se espera que las lectinas de la ruda identifiquen a las
células transformadas a través de los cambios en la glicosilacion y por ende
presenten un efecto citotdxico sobre las células de cancer de mama.

V. OBJETIVOS:

5.1. Objetivo General:

< Evaluar el efecto citotoxico de las lectinas de Ruta graveolens sobre células
de cancer de mama.

5.2. Objetivos Particulares:

% Realizar la extraccion de lectinas presentes en el extracto de Ruta
graveolens.

% Determinacion del reconocimiento a carbohidratos de las lectinas de R.
graveolens por pruebas de hemaglutinacion.

% Determinar el nimero y peso molecular de las lectinas extraidas de R.
graveolens.

« Evaluar el efecto del extracto de lectinas de R. graveolens en cultivos de
linfocitos humanos y de ratones CD1.

% Evaluar el efecto del extracto de lectinas obtenidos de R. graveolens en
cultivos de células cancerigenas de la linea MCF-7 de cancer de mama.
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6.1. Extraccion Salina de lectinas de Ruta graveolens:

La extraccién de una mezcla proteica se realizé6 macerando 100 gr de: hoja,
tallo y raiz de R. Graveolens con solucién de NaCl (J.T. Baker MEX) a una
concentracion al 10%, en una proporciéon 3:1(solucion: material vegetal),
dejando reposar por 24 hrs, esto promueve la solubilizacion de las proteinas
por el aumento de la fuerza i6nica del medio, disminuyendo la interaccion
proteina-H20 al quitar la capa de solvatacion, provocando la precipitacion de
una mezcla de proteinas. Se elimind el exceso de material vegetal por
filtracion con gasas y papel Whatman # 41. Posteriormente se aplicé un
gradiente de densidad con una centrifugacion a 3000 rpm durante 20 min.
Promoviendo la solubilizacion de las proteinas De acuerdo a la concentracion
salina utilizada permite la separacion y purificacién de proteinas particulares,
COMo en este caso se extraen lectinas y proteinas que similares (Villarrubia et
al., 1995).



6.2.

6.3.

Procesos de Purificacion:

6.2.1. Didlisis

Se realizo la semipurificacion proteica de los extractos por medio de una
didlisis con un membrana semipermeable de 3 kDa de acuerdo a lo
reportado del peso molecular de las lectinas que va de 12-65 kDa; en 1L de
tampon NH4HCO3 (J.T. Baker MEX) 0.1M pH 8, donde se produce un
proceso osmatico que permite la separacion de proteinas por su tamafo y
cambio en la composicion de sal de la mezcla;, hasta comprobar la
eliminacion de sal por la prueba de AgNOs (MERCK) 0.1N que en presencia
de NaCl el AgNOs forma un complejo de cloruro de plata dando una
coloracion lechosa.

AgNO3(ac)+NaCl(ac)--->AgClisy+NaNOz(ac)

6.2.2. Purificacion por cromatografia de afinidad:

Para la obtencién de lectinas los extractos se hicieron pasar por una
columna con matriz de Silica G-60 para columna (Sigma MEX) con un flujo
de 0.5 ml/min sometidas a vacio. Posteriormente las lectinas retenidas en
las columnas fueron desplazadas por una solucion de D-glucosa (Sigma

MEX) 0.1M, esta utiliza la alta especificidad de las lectinas a carbohidratos.

Cuantificaciéon de Proteinas:

6.3.1. Por el método de Biuret:

Se determind la concentracién de proteinas presentes en los extractos
tomando 800 pl con 200 ul de agua, agregando 10 ml del reactivo de Biuret,
en donde se forma un complejo entre el Cu®* y los grupos NH de los
enlaces peptidicos de la proteina provocando la aparicion de una coloracion
violeta-purpura que es directamente proporcional a la cantidad de proteinas
presentes en la muestra, cuantificando por la lectura a 545 nm en
espectrofotometro (THERMO SCIENDIFIEC, Genesis 20) y extrapolando a
una curva patron de albumina sérica bovina (Sigma MEX) a una

concentracion de 10 mg/ml.



6.3.2. Por el método de Bradford:

Se determind la concentracion de proteinas presentes en los extractos
tomando 100 pl de la muestra con 700 ul de agua, agregando 200 pl del
reactivo de Bradford, en donde se forma un complejo entre la proteina y el
colorante azul de Commassie G25 con un coeficiente de excitacion mayor
gue el colorante libre y cuantificando por una lectura a 595 nm en
espectrofotometro y extrapolando a una curva patrén de albumina sérica

bovina (Sigma MEX) a una concentracion de 1 ug/pl.

6.4. Cuantificacion de azucares totales:
Los azucares totales presentes en los extractos se determinaron por el
método de fenol/acido sulfurico tomando 100 ul de la muestra con 900 pl
de agua, agregando 100 pl de fenol al 80% y dejando reposar por 15 min,
posteriormente se afiadié 3 ml de H,SO,4 concentrado dejando reposar por
30 min, en donde se forma un complejo con el azicar dando un color
anaranjado que se lee a 540 nm y se extrapola a una curva patrén de

glucosa a una concentracion de 1 mg/ml.

6.5. Pruebas de Hemaglutinacion:

Para verificar la presencia de lectinas en los extractos se realizé la prueba de
hemaglutinacion ya que éstas presentan wuna actividad como
fitohemaglutininas. Se tomaron muestras sanguineas del sistema ABO con
factor Rh+, estas se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min, se eliminé el
sobrenadante aspirando la capa superior, los eritrocitos extraidos se
suspendieron en aproximadamente 10 volimenes de PBS y se centrifugaron
en las mismas condiciones, repitiendo el lavado dos veces mas.
Posteriormente el volumen de eritrocitos sedimentados se resuspendié en PBS
en una disolucion al 3%. Finalmente se prepararon pozos con 50 ul de los
extractos y 50 ul de la solucién de eritrocitos, dejando reposar durante 1 hry

observando al microscopio para determinar el grado de aglutinacion presente



gue va a estar medida por el reconocimiento del nimero de determinantes

antigénicos sobre la superficie de los eritrocitos.

6.6. Precipitacion de proteinas por el método de acetona-TCA-DTT:

Se tomaron alicuotas de 500 pl de muestra a los que se les afadié 500 ul de
una solucion de TCA (20%)-acetona (90%)-DTT (20mM). Dejando precipitar
toda la noche, posteriormente se centrifugo a 15000 rpm a 4°C por 30 min. El
sobrenadante se decanta y el precipitado se lavé dos veces, primero con 200
Ml de una solucion de acetona (90%) con 20mM de DTT, el segundo con 200l
de una solucién de acetona (80%) y 10mM de DTT,; el pellet se enfrio a -20°C
durante 20 min y se centrifugo a 4°C durante 15 min a 15000 rpm. Finalmente
el sobrenadante con acetona se decantd y el pellet obtenido se sec6 para
eliminar el residuo de acetona, posteriormente se disolvié en 10-60 ul de RIPA
(Sigma MEX).

6.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
reductores (SDS-PAGE):
Para la determinacién del nimero y el peso molecular de las lectinas presentes
en los extractos se hizo la separacion por medio de una electroforesis en una
resina de acrilamida al 16% y 12%. Tomando un volumen de 40 pl de los
extractos liofilizados con 10 pl de buffer de muestra y 3-8 ul de los concentrados
proteicos con 3 ul de buffer de muestra. Dejando correr a 95 voltios durante
1:30 hr. La tincion se realizé por el método de nitrato de plata de acuerdo a lo
establecido en el protocolo de The Protein Protocols Handbook (Walker J. “The

Protein Protocols Handbook, Human Press, second edition, 2002, pag. 97-99).



6.8. Induccidn tumorigénica en raton CD1 con oxido de niquel:
Se tomaron dos grupos de 5 ratones, en donde el primer grupo no fue tratado,
mientras el segundo fue inducido para el desarrollo de tumores por medio de la

inoculacion de 20 mg/Kg de 6xido de niquel (Sigma Mex).

6.9. Extraccion de linfocitos humanos y de raton:

Para determinar la DL50 de las lectinas presentes en los extractos se

extrajeron linfocitos de sangre periférica y bazo, respectivamente.
6.9.1. Extraccion de linfocitos en sangre periférica humana:
Se extrajeron 2 ml de sangre en un vacutainer con 10.8 mg EDTA (BD
Franklin) agregandole 2 ml de solucion salina balanceada y 3 ml de
Hystopaque-1077 (Sigma MEX), la mezcla se centrifugo a 2000 rpm por 30
min, extrayendo la capa de linfocitos y agregando 6 ml de solucién salina
balanceada; se centrifugo a 1500 rpm durante 10 min. Finalmente se
tomaron 10 ul de la solucién de linfocitos para su contabilizacién en un
hemocitometro y su posterior cultivo para las pruebas de citotoxicidad.
6.9.2. Extraccion de linfocitos en bazo de raton CD1:
Se sacrificaron ratones CD1 para la extraccion de bazo, posteriormente
este se tamizo disgregandolo sobre un colador, esperando 2 min para la
sedimentacion del Debris celular. Se dispensaron aproximadamente 9 ml de
suspension celular con 3 ml de Hystopaque-1077 (Sigma MEX), luego se
centrifugo a 1750 rpm durante 20 min, después se recogié la capa de
linfocitos y se resuspendio en 1ml de PBS. Finalmente se tomaron 10 ul de
la solucién para su contabilizacion en un hemocitometro y su posterior

cultivo para las pruebas de citotoxicidad.



6.10. Ensayos de Citotoxicidad:
6.10.1. En linfocitos humanos y de raton:
Se realizaron pruebas de citotoxicidad para determinar la DL50 que
presentan las lectinas en linfocitos humanos y de raton. Las suspensiones
celulares fueron tratadas con concentraciones de 2, 4 y 6 ug de lectinas
disueltas en medio de culivo DMEM (Sigma MEX) y agregandole
aproximadamente 200 000 linfocitos en 100 ul de medio de cultivo por pozo,
dejando actuar durante 1y 2 hrs. Posteriormente la viabilidad fue evaluada
por la técnica de exclusién de azul tripano (Sigma MEX) al 0.4% tomando
90 ul de suspensién celular tratada y 10 ul de azul tripano dejando actuar
por 3 min y se contaron en el hemocitometro diferenciando entre las tefidas
como las no viables y las no tefiidas y refringentes como las viables,
determinando el % de viabilidad por:
# de células muertas

. o _ x1
% de viabilidad total de células contadas 0

6.10.2. En Células MCF-7 de cancer de mama:
Fueron sembradas 10 000 células por pozo en RPMI, suplementado con suero
fetal bovino (SFB). Se incubaron a 37°C en atmésfera humificada al 5% de
CO2. A las 24 hrs fue retirado el medio de cultivo y se cambiaron las
condiciones con 1, 2, 4, 5, 8, 10 y 20% de lectinas disueltas en RPMI. Las
células fueron tratadas por 48 hrs, una vez pasado el tiempo de tratamiento las
células se lavaron con PBS Yy fijadas con glutaraldehido (Sigma MEX) al 4%
durante 10 min. Posteriormente se tifieron con cristal violeta 0.4% (Sigma
MEX) y lavadas con agua para eliminar el exceso de tincion. Finalmente se
afadio una solucion al 10% de &cido acetico (Sigma MEX), midiendo la
absorbancia a 630 nm utilizando un lector de ELISA, determinando €l % de

inhibicién por la siguiente formula:

% de inhibicion = 100 — (D.0.(t) = D.0.(c) x 100)



VIl. RESULTADOS:

7.1. Extraccion Salina de Lectinas:

A partir de 100 gramos de material vegetal de hoja, tallo y raiz se realizé la
extraccion de lectinas vegetales, de los cuales para el caso de tallo y hoja se
hicieron dos extractos diferentes que fueron sometidos al proceso de dialisis en
una membrana de 3 kDa. Después de cada uno de los procesos de
semipurificacion se obtuvieron dos fracciones proteicas; una sin glucosa y otra con
glucosa, para cada tipo de extracto. Se determind la concentracion proteica en
cada uno de los procesos de semipurificacién para cada fraccién por los métodos
de Biuret y Bradford. Cada uno de los extractos se realizé por duplicado,

Gnicamente a los primeros se les sometio a los dos métodos de cuantificacion.

En la tabla 12 se muestran las variaciones presentes en cada uno de los procesos
de semipurificacion a los que se sometieron los extractos, hasta la obtencién de
fracciones ricas en lectinas. Los datos en rojo indican la obtenciéon de proteinas
tipo lectina comparada con la concentracién total proteica que presentan las

diferentes partes de la planta.

Extracto Concentracion Después de Fraccién sin Fraccién con
total de proteinas Dialisis glucosa glucosa
Vol. []proteica Vol. []proteica Vol. [] Vol. | [] proteica
ml total mg total mg proteica total mg

total mg

Tallo sin | 245 2800 No fue sometido | 170 | 934.86mg | 160 420 mg
dializar a este proceso

Tallo 240 2039.2 227 | 967.3 mg 60 | 209.21mg | 45 236.84mg
dializado

Raiz sin | 255 1291.7 No fue sometido | 200 | 671.05mg | 50 102.63mg
dializar a este proceso

la fraccidn total y la fraccién enriquecida con proteinas tipo lectina.

Tabla 12- Resultados de la extraccidn salina de lectinas de R. graveolens. Mostrando con rojo | la comparacion entre



En el grafico 1 se muestra que los extractos de hoja presentaron un mayor
contenido de proteinas totales, seguido de tallo y finalmente de raiz; la obtencion
aproximada de proteinas es entre 1200-4500 mg, variando para cada parte
vegetal. Se observd que los extractos de hoja contienen un 35.73% de proteinas
con un peso menor a 3 kDa y para tallo un 52.6%. Para las fracciones sin glucosa
de hoja la concentracion promedio es de 1221.31 mg, para tallo 770.18 mg y para
raiz 612.59 mg. Mientras que en las fracciones con glucosa, hoja contiene una
concentracion promedio de 232.78 mg de proteinas que representan el 6.96% del
total de proteinas, el tallo con 326.86 mg siendo el 12.77% y raiz 117.22 mg que
es el 7.74% del total de proteinas.

Graf. 1- Concentracion de Proteinas presentes en las diferentes Fracciones proteicas de R. graveolens. Se

muestra la variacidn en la concentracidn proteica en cada uno de los procesos de semipurificacién. HSD
(hoja sin dializar), TSD (tallo sin dializar), RSD (raiz sin dializar), HD (hoja dializada) y TD (tallo dializado)



7.2. Cuantificacion de azucares totales:

Para determinar la presencia de algun otro componente de la planta se realizo la
cuantificacion de azucares, ya que estas moléculas normalmente se encuentran
ligadas a las lectinas, lo que puede generar cambios en el pH y en el peso de las
proteinas. Esta prueba solo se realizd6 en las fracciones de los extractos

dializados.

Graf. 2- Concentracion de Azucares totales en las diferentes fracciones proteicas de R. graveolens.

En la grafica 2 se muestra la cantidad de azucares totales presentes en los
extractos, observando que en los extractos totales la concentracion de azucares
es 1000-7000 mg, mientras que en las fracciones dializadas se presentd una
disminucién de la concentracién indicando que se presentaban carbohidratos
unidos a las lectinas y que fueron eliminados por este proceso dando una
concentracion de 600-700 mg, en las fracciones con glucosa la concentracion
aumenta hasta 6000 mg debido a que las lectinas presentan varios sitios de union
a carbohidratos y alta afinidad por la glucosa. Siendo asi que la fraccién total de

hoja presenta un mayor contenido de azucares en comparacion a tallo y raiz.



7.3. Pruebas de Hemaglutinacion en las distintas fracciones proteicas:

La identificacion de la presencia de lectinas en las fracciones proteicas se realizd
tomando en cuenta su actividad hemaglutinante. Se utilizaron las fracciones
proteicas con glucosa y sin glucosa. La cuantificacion de la actividad fue cualitativa
dando valores de 0-4; donde O indica una nula actividad aglutinante, mientras 4
una alta actividad de aglutinacién. Se realizaron dos ensayos uno tomando
tnicamente 50 ul de extracto independiente de la concentracion de proteinas y el
segundo ensayo fue tomando concentraciones de 80, 8 y 0.8 ug de proteina; esto

para determinar la relacion entre la concentracion y su actividad hemaglutinante.
7.3.1. Pruebas de Hemaglutinacion a diferente concentracion:

Para esta prueba se tomaron 50 ul de cada una de las fracciones proteicas sin
tomar en cuenta la concentracion de proteinas presentes, en la tabla 13 se
muestran los diferentes patrones de aglutinacion para cada tipo de fraccién

proteica y su variacion de acuerdo al tipo sanguineo.

Tipo de Fraccién
Proteica

Aglutinacidon grado 1

Aglutinacién grado 2

Tallo sin Dializar
con Glucosa

Aglutinacion grado 3

Tallo Dializado
con Glucosa

Aglutinacién grado 4

Raiz sin Dializar
con Glucosa

Tabla 13- Comparacion de la aglutinacién de lectinas de
R. graveolens a diferentes concentraciones.



En la gréfica 3 se observa que al comparar las fracciones dializadas con las no
dializadas, en las segundas se presenta una disminucién de su capacidad
aglutinante. En donde la fraccion de tallo es la que presenta un mayor efecto
aungue su concentraciéon es menor comparada con hoja. Para la fraccion de raiz
se presenta un efecto medianamente alto para los tres tipos sanguineos. Por otra
parte la fraccion de hoja requiere de una mayor concentracion de proteina para
ejercer un efecto donde el tipo mas reactivo para estas lectinas es el tipo O,
ademas se muestra que para el tipo A" las lectinas de hoja no presentan una alta

especificidad.

B+
® A+

[] mg en 50ul

Graf. 3- Comparacidon de la hemaglutinacidon relacionada con la concentracion. Donde se presenta la
concentracion proteica de cada fraccidn en relacion con el grado de aglutinacion para cada tipo
sanguineo. HSD (hoja sin dializar), HD (hoja dializada), TSD (tallo sin dializar), TD (tallo dializado) y RSD
(raiz sin dializar),



7.3.2. Pruebas de Hemaglutinacion a disoluciones de concentraciones

iguales:

Se realizaron pruebas de hemaglutinacion tomando una concentracién de 80 ug
en 50 pl y posteriormente se hicieron diluciones a 8 y 0.8 ug para verificar el efecto

de la actividad hemaglutinante respecto a la concentracion proteica.
7.3.2.1. Pruebas de Hemaglutinacion a concentracién de 80 ug:

En la tabla 14 se muestran los diferentes patrones de aglutinacién para cada tipo
de fraccién proteica y su variacion de acuerdo al tipo sanguineo.
Tipo de

Fraccién
Proteica

Aglutinacion grado 1

Aglutinacidn grado 2

Aglutinacién grado 3

Raiz sin

d:alizar con LES AN Aglutinacién grado 4
glucosa

Tabla 14- Comparacion de la aglutinacidn de lectinas de R. graveolens a 80 pg



En la gréfica 4 se muestra que a una concentracién de 80 ug las fracciones
presentan un mejor efecto de aglutinacion en los tres tipos sanguineos,
comparado con el ensayo anterior. Al encontrarse a la misma concentracion se

establece que la actividad de aglutinacion es independiente de la concentracion.

Graf. 4- Comparacion de la Hemaglutinacion de los diferentes grupos sanguineos a 80ug de lectinas de

R. araveolens.

La fraccion de hoja con glucosa presenta una aglutinacion variable, en el que se
encuentra una gran diferencia en el grado de aglutinacion de la fraccién sin dializar
respecto con la dializada, ademas estas lectinas presenta menor especificidad al
tipo B*. La aglutinacion de las fracciones con glucosa de tallo es alta; pero se
presenta una variacion para el tipo B* y O" en la fraccion sin dializar, sin embargo
se mantiene el alto grado de aglutinacion para el tipo A*. En el caso de raiz
muestra un alto grado de aglutinacion en los tres tipos sanguineos, no obstante lo
observado al microscopio indica que para el tipo O es menos especifica, en

cambio para el tipo B* su reconocimiento es mayor.



7.3.2.2. Pruebas de Hemaglutinacién a concentracion de 8 pg:

La tabla 15 muestra que a esta concentracién no se presentan aglutinaciones 0 y
1 lo que indica que al disminuir la concentracion se ejerce en mayor medida la
actividad. Comparando a una concentracion de 80 ug se pueden observar mismos
patrones de aglutinacion aunque se presenta una disminucion de los aglomerados
por la disminucion en la interaccion presente entre los eritrocitos.

Tipo de

Fraccioén
Proteica

Aglutinacidn grado 2

Aglutinacidén grado 3

Aglutinacidn grado 4

Raiz sin
dializar con
glucosa

Tabla 15- Comparacién de la aglutinacién de lectinas de R. graveolens a 8 ug.



En la gréfica 5 observamos que a esta concentracion se mantiene la aglutinacion,
en donde la concentracion es importante para el efecto aglutinante. En donde la
fraccion de tallo sigue manteniendo altos grados de aglutinacion para los tres tipos
sanguineos, seguida de las fracciones de raiz y hoja que presenta el mismo patron

de aglutinacion, presentando un alto grado de aglutinacion para el tipo A™.

Graf. 5- Comparacién de la Hemaglutinacidn de los diferentes grupos sanguineos a 8 ug de lectinas de

R. graveolens.



7.3.2.3. Pruebas de Hemaglutinacién a concentracion de 0.8 pg:

La tabla 16 muestra que se mantienen los patrones de aglutinacion en el caso de
tallo dializado, pero con un menor ndmero de células comparado con las

concentraciones anteriores.

Tipo de
Fraccién

Proteica

Aglutinacién grado 0

Aglutinacién grado 3

Aglutinacion grado 2

Aglutinacién grado 4

Raiz sin
dializar con
glucosa

Tabla 16- Comparacion de la aglutinacién de lectinas de R. graveolens a 0.8 ug



La grafica 6 muestra que las fracciones que presentan un mejor grado de
aglutinacion en los tres tipos sanguineos a una concentracion de 0.8 pyg son las
fracciones de tallo seguida por raiz, esto nos indica que para estas lectinas su
actividad es independiente de la concentracion, mientras que para la fraccion de
hoja se presenta una disminucion de su actividad posiblemente a diferencias en el
namero de dominios de reconocimiento en comparacion con las lectinas de otros
organos. El tipo sanguineo que presento una mejor respuesta a esta
concentracion es el O, en tanto el tipo A" presento una disminucion al presentarse
un menor numero de lectinas afines a sus antigenos. Las lectinas de hoja
presentan una mayor actividad aglutinante hacia el tipo A", pero las fracciones sin
glucosa presentan un grado importante para el tipo O". En el caso de las
fracciones de tallo las lectinas de este 6rgano tienen una menor actividad en el
tipo A®, mientras que para O" y B" la aglutinacion se da sin importar la
concentracion. Para el caso de las lectinas de raiz estas presentan una actividad
aglutinante grado 4, sin embargo para el tipo O" estas lectinas presentan una

menor especificidad.

Graf. 6-Comparacion de la Hemaglutinacion de los diferentes grupos sanguineos a 0.8 ug de

lectinas de R. graveolens.



7.3.2.4. Comparacion de la Actividad Hemaglutinante de lectinas de Ruta

graveolens a diferentes concentraciones.

Los datos obtenidos de las pruebas de hemaglutinacion tomando 50 pl sin tomar
en cuenta la concentracion sugirieron que la actividad aglutinante de las lectinas
era independiente de la concentracion por lo que se decidié hacer pruebas a tres
diluciones 80, 8 y 0.8 ug para verificar si se presentaba algun cambio en el grado
de aglutinacion. Se establece que en su mayoria no se presentan cambios
representativos en los patrones de aglutinacion, sin embargo si existe una
disminucién en la relacibn de la cantidad de células aglutinadas conforme

disminuye la concentracion.

A partir de lo obtenido en la tabla 17 se muestra la comparacion en la actividad
aglutinante conforme disminuye la concentracién, evidenciandose que en la
mayoria de los casos a una concentracion media se incrementa el efecto
aglutinante, posiblemente a la disminucion en la interaccion lectina-lectina lo que

posibilita mayor interaccion lectina-antigeno.

La tabla 18 muestra la actividad aglutinante que presenta cada fraccion,
determinado a partir de Unidad de Hemaglutinacion (UHA) y la Actividad
Especifica (AE), generadas por medio de las diluciones realizadas para este

ensayo.

En la grafica 7 se muestra la comparacién de la actividad aglutinante presentada
por las diferentes fracciones proteicas, esto conforme varia la concentraciéon y el

tipo sanguineo.



Tipo de Fraccién
Proteica

Tabla 17- Comparacion de la aglutinacién de lectinas de R. graveolens a diferentes disoluciones con concentracién igual. Se muestra las variaciones
en la aglutinacidn conforme cambia la concentraciéon y como se presenta en cada tipo sanguineo.



Fraccion
Proteica

[1mg # UHA [1mg # UHA [I1mg id
disolucione disolucione disolucione
s s

Tallo sin dializar | 512+16 | 3908.39+ | .131+.000 9 512+16 | 3908.39+ | .131+.000 9 512416 | 3908.39+ | .131+.000 9
con glucosa 15.26 8 15.26 8 15.26 8

Tallo dializado | 1024+16 | 3893.53+ | .263+.000 10 1024+16 | 3893.53+ | .263+.000 10 1024+16 | 3893+7.6 | .263+.000 10
con glucosa 7.6 8 7.6 8 8

Raiz sin dializar | 512+16 | 3065.86+ | .167+.000 9 512+16 | 3065.86+ | .167+.000 9 512+16 | 3065.86+ | .167+.000 9
con glucosa 11.97 8 11.97 8 11.97 8

Tabla 18. Actividad Aglutinante de las distintas fracciones proteicas de lectinas de R. graveolens para cada tipo sanguineo. UHA (Unidad de
Hemaglutinacion), AE (Actividad Especifica), [ ] concentracion minima de proteina necesaria para generar una aglutinacion.

La UHA y AE se determinaron por las siguientes formulas:

UHA = 2n AE =22

mg



O+ 80ug
* O+ 8ug
= O+ 0.8ug
B+ 80ug
B+ 8ug
® B+ 0.8ug
A+ 80ug
® A+ 8ug
m A+ 0.8ug

Graf. 7- Comparacién de la Hemaglutinacion a diferentes concentraciones de lectinas de R. graveolens

()




El grafico 7 muestra que en la mayoria de los casos la actividad aglutinante es
independiente de la concentracion, siendo preponderante para el tipo A*, mientras
que para O' se presenta una gran variacién en el reconocimiento que tienen las
lectinas. Pero para el caso de hoja sin dializar con glucosa presenta patrones de
aglutinacion variados en comparacion con las otras fracciones, ya que a una

concentracion media se presenta una mejor respuesta de aglutinacion.

Se observa en el grafico 8 que la actividad de aglutinacion de la fraccién de hoja
sin dializar esta en relacion con la concentracién, mientras la fraccion dializada
presenta una actividad independiente de la concentracion, con una mayor

especificidad al tipo A™.

O+ 80pg
¥ O+ 8ug
= O+ .8ug

B+ 80pg

B+ 8ug
® B+ .8ug
* A+ 80ug

¥ A+ 8ug

E A+ .8pg

Graf. 8- Comparacién de la Hemaglutinacién de Hoja en diferentes concentraciones



El grafico 9 muestra que en todas las pruebas la fraccion de tallo dializado
presenta la maxima actividad aglutinante, pero con una menor afinidad al tipo A’y

gueda manifestado que la actividad es independiente de la concentracion.

O+ 800pg

¥ O+ 8ug

= O+ .8ug
B+ 80pg
B+ 8ug

® B+ .8ug

* A+ 80pg

Grado de Aglutinacion

® A+ 8ug
E A+ .8ug

Tipo de Fraccidn Proteica

Graf. 9- Comparacién de la Hemaglutinacion de Tallo en diferentes concentraciones

En la fraccion de raiz se observa la especificidad al tipo A* y en menor medida al
tipo O* donde es dependiente de la concentracion, mientras que para el tipo B* el
efecto relacionado con la concentracion es variable, lo que se aprecia en el grafico
10.

Graf. 10- Comparacién de laHemaglutinacién de Raiz en a diferentes
concentraciones
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Graf. 10- Comparacién de la Hemaglutinacidn de Raiz en diferentes concentraciones




7.4. Electroforesis SDS-PAGE

Se realiz6 una electroforesis para determinar el peso aparente de las proteinas
obtenidas para cada uno de los 6rganos de la planta y un monitoreo de los

procesos de semipurificacion hasta la obtencion de fracciones ricas en lectinas.
7.4.1. De Hoja de R. graveolens

En la figura 16 se muestra la electroforesis de hoja para monitorear cada uno de
los procesos de semipurificacion, esto a través de la precipitaciéon de proteinas
por el método TCA-acetona-DTT de cada una de las fracciones obtenidas. Con 2.5

Mg en todos los carriles.

250kDa MPM HAD

150kDa

100kDa
75kDa

Bandas proteicas de un peso
aproximado de 30-75 kDa. En
la fraccion enriquecida con
proteinas tipo lectina

e
Fig. 16- Electroforesis SDS-PAGE tefiida con plata de extractos precipitados de hoja de R. graveolens. MPM (marcador de
peso molecular), HDA (hoja antes dialisis), HAC (hoja antes cromatografia), HSG (Hoja son glucosa) y HCG (hoja con glucosa).

Podemos observar que conforme se da cada uno de los procesos de
semipurificacion se presenta una perdida y enriquecimiento de algunas bandas
como en el caso de HSG en donde es visible la perdida de bandas comparado con
HAC. Finalmente en HCG se muestra la obtencion de varias bandas que
presentan un peso entre 30 a 75 kDa que se encuentran dentro del rango de las

lectinas.



7.4.2. De Tallo de R. graveolens

En la figura 17 se muestra la electroforesis de tallo para monitorear cada uno de

los procesos de semipurificacion, esto a través de la precipitacion de proteinas

por el método TCA-acetona-DTT de cada una de las fracciones obtenidas. Con 2.5

Mg en todos los carriles.

250kDa
150kDa
100kDa

75kDa

50kDa

37kDa

25kDa

20kDa

15kDa

TSG _Tc6

o

Posible interferencia de sales
presentes en la muestra.

o

o <
| b |

Bandas proteicas de un peso
aproximado de 34-40kDa. En
la fraccion enriquecida con
proteinas tipo lectina

Fig. 17- Electroforesis SDS-PAGE tefiida con plata de extractos precipitados de Tallo de R. graveolens. MPM (marcador de
peso molecular), TDA (tallo antes dialisis), TAC (tallo antes cromatografia), TSG (tallo son glucosa) y TCG (Tallo con glucosa).

Es posible observar que en cada uno de los procesos de semipurificacion se van

perdiendo y enriqueciendo algunas bandas hasta la obtencion de una fraccion rica

en dos bandas como se muestra en TCG, donde las bandas tienen un peso entre

34 y 40 kDa, indicando un posible enriquecimiento de proteinas tipo lectina.



7.4.3. De Raiz de R. graveolens

En la figura 18 se muestra la electroforesis de tallo para monitorear cada uno de
los procesos de semipurificacion, esto a través de la precipitacion de proteinas
por el método TCA-acetona-DTT de cada una de las fracciones obtenidas. Con 2.5

Mg en todos los carriles.

MPM RAC

1381(3:

100kDa

75kDa

Se presentan bandas de un
peso entre 37-75 kDa. En la
fraccion enriquecida con

50kDa

proteinas tipo lectina.

37kDa

15kDa ' TR,

Fig. 18- Electroforesis SDS-PAGE teﬁia con plata de extractos precipitados de Raiz de R. graveolens. MPM (marcador de
peso molecular), RAC (raiz antes cromatografia), RSG (raiz son glucosa) y RCG (Raiz con glucosa).

A una concentracion de 2.5 ug se observa el proceso de purificacion comparando

RCA y RCG, donde se presenta un enriquecimiento de proteinas con un peso de

35-73 kDa, indicando que posiblemente se trata de proteinas tipo lectina. Cabe

destacar que se presentan varias bandas sin embargo las de mayor interés son

aguellas que se encuentran en mayor proporcion, ya que con los procesos de
semipurificacion se tratdé de obtener una fraccion rica en lectinas.



7.4.4. De fracciones liofilizadas de R. graveolens:

Para obtener una mejor definicion de las bandas proteicas, los extractos

enriquecidos con lectinas fueron sometidos a una segunda dialisis y

posteriormente fueron liofilizados.
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con un peso entre 30-45 kDa.

Bandas proteicas con un peso
entre 24-38 kDa.

Fig. 19- Electroforesis SDS-PAGE tefiida con plata de extractos liofilizados de R. graveolens. MPM (marcador de peso
molecular), HCG (hoja con glucosa), TCG (tallo con glucosa) y RCG (Raiz con glucosa).

Podemos observar en la fig. 21 que los extractos se encuentran semipurificados

en el caso de tallo y raiz al presentarse bandas definidas y en una concentraciéon

adecuada; mientras en el caso de hoja observamos un repertorio de bandas. Lo

anterior indica que en la R. graveolens posiblemente se presenta una mezcla de

proteinas tipo lectina con un peso entre 24-38 kDa.



7.5. Pruebas de citotoxicidad en linfocitos:

Para verificar la citotoxicidad que pueden presentar las lectinas extraidas de R.
graveolens en sistemas in vivo se realizaron pruebas de citotoxicidad en linfocitos
humanos, linfocitos de ratones sanos y de ratones que desarrollaron tumores en
presencia de oxido de niquel. Donde fueron utilizadas solo las fracciones con

glucosa y como control negativo la fraccion de hoja dializada sin glucosa.
7.5.1. Pruebas de citotoxicidad en Linfocitos Humanos

En el grafico 11 observamos el efecto es dependiente de la concentracion, sin
embargo el tiempo es preponderante para incrementar el efecto, ya que el mayor
grado de citotoxicidad en linfocitos humanos es a una concentracion de 6 ug a 2
hrs, la raiz presenta un mayor porcentaje de citotoxicidad y en menor medida las

fracciones de hoja.

* hoja sin dializar con glucosa
® tallo sin dializar con glucosa
M raiz sin dializar con glucosa

* hoja dializada con glucosa

= tallo dializado con glucosa

® hoja dializada sin glucosa

medio

Graf. 11- Citotoxicidad de Linfocitos Humanos por Lectinas de R. graveolens



Se presenta un porcentaje de citotoxicidad para las fracciones de hoja en linfocitos
humanos: a una concentracién de 2 ug la citotoxicidad es del 27.6%, a 4 ug es del
46.33% y a 6 ug 48.57%. La LD50 de las lectinas de hoja es aproximadamente de
4-5 ug.

El efecto citotoxico promedio de la fraccion de tallo a 2 ug es 26.59%, a 4 ug es
31.67% y para 6 ug 44.83%. Su citotoxicidad es media, con una LD50 de 5-6 ug

para la fraccion dializada.

Los patrones de citotoxicidad de las fracciones de raiz muestran que conforme
aumenta la concentracion aumenta la citotoxicidad y conforme aumenta el tiempo
disminuye, exceptuando para 6 ug a las 2 hrs. Para 2 y 4 ug el promedio de la
citotoxicidad es de 30.6% y para 6 ug es del 52.80%. Su LD50 es de 6 ug.

7.5.2. Pruebas de citotoxicidad en linfocitos de raton:

Para determinar si el efecto citotoxico de las lectinas extraidas de R. graveolens
pueden variar de acuerdo a la especie se realizaron los ensayos citotdxicos en
linfocitos de raton extraidos de bazo, sumado a esta variacion se quiso determinar
si existia alguna modificacién de la actividad dependiendo de las condiciones en
las que se encuentra un sistema in vivo por lo cual se realizaron los ensayos en

ratones a los que se les indujo carcinogénesis.



7.5.2.1. Pruebas de citotoxicidad en linfocitos de ratébn sano:

En el grafico 12 se muestran los patrones de la citotoxicidad que presentan las
lectinas de ruda en linfocitos de ratones sanos, observando discrepancias en
comparacion con los linfocitos humanos ya que las fracciones mas citotoxicas son
las de tallo, seguidas por las de hoja y finalmente raiz, esta ultima en el caso de
humano fue la que presento un mayor efecto citotoxico. Es observable que
conforme aumenta la concentracion y el tiempo de tratamiento aumenta el efecto

citotoxico.
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Graf. 12- Citotoxicidad de Lectinas en ratones sanos

El promedio de la citotoxicidad para las fracciones de hoja a 2 ug para 2 hrs es del
73.6%, para 4 ug 70% y para 6 ug es del 80.5%. Por lo tanto la LD50 en linfocitos
de raton es de 3 pg. Para tallo el promedio de la citotoxicidad a 2 yg es para 1hr
32.67% y a2 hr 76.39%, para 4 ug 39.66% y 72.35% respectivamente, por ultimo
para 6 ug es del 66.97% y 87.85%. Mostrando que la LD50 es de 2 ug. Mientras
para raiz el promedio para 2 uyga 1 hres del 34.38% y para 2 hrs del 77.17%, a 4
Mg es del 39.22% y 71.43% respectivamente, para 6 yg en ambos tiempos es

aproximadamente del 79.45%; con una LD50 de 4 ug.



7.5.2.2. Pruebas de citotoxicidad en linfocitos de ratbn con tumor:

Para este ensayo se llevd a cabo la induccion tumorigénica de ratones CD1 con
oxido de niquel, dejando actuar durante 5 meses hasta la aparicion del tumor. De
esta inoculacion se obtuvieron tumores de aproximadamente 1-2 cm de diametro,
presentes en las axilas y patas traseras de los ejemplares. En algunos casos se
presentd metastasis en las patas traseras. Hubo diferencias en el tamafio de los
organos comparado con ratones sanos, como en el caso del bazo se increment6
3 veces, ademas de anormalidades en el higado ya que se presentd una
disminucién en el tamafio e incremento de la cantidad de sangre. En cuanto a los
linfocitos se presentaron diferencias en el tamafio del nucleo, presentaron la
membrana rugosa, ademas del incremento de la poblacion linfocitica

aproximadamente al doble.

Tumor  producido
por oxido de niquel
después de 5 meses
de lainoculacion.

Fig. 20- Raton CD1 con tumor en la axila producido por oxido de niquel
T :

Extraccion de
- ‘ tumor
producido por

oxido de niquel.

Fig. 21- Extirpacion de tumor producido por oxido de niquel en ratén CD1.
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Se observa en la grafica 13 que el efecto citotdxico en linfocitos de ratones con
tumor a una concentracion de 6 ug se incrementa el efecto al doble, siendo
dependiente de la concentracibn. En este ensayo se vuelve a repetir la
especificidad que presentan las lectinas de tallo en comparacion con los linfocitos
humanos que tienen un mayor efecto por lectinas de raiz. Por ende el mayor
efecto citotoxico estd dado por las fracciones de tallo, seguida por raiz y

finalmente por hoja.
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Graf. 13- Citotoxicidad de Lectinas en ratones con Tumor

En las tres partes vegetales podemos observar que el porcentaje de viabilidad
esta en relacion con la concentracion, sin embargo para las concentraciones 2y 4
Mg la variacion en su efecto es minima, en comparacion con el aumento
aproximado de 2.5 veces que se presenta a una concentracion de 6 p. Cabe
mencionar que a pesar de que las fracciones de tallo presentan un mayor grado
de citotoxicidad se presenta una diferencia minima con respecto a las fracciones

de hoja y raiz. Para todos los casos se establece que la LD50 promedio es de 5

ug.



7.5.2.3. Comparacién de la citotoxicidad en ratones sanos y con

tumores:

Por las diferencias que presentaron los ratones con tumores respecto a los
ratones sanos se realizé una comparacion de la citotoxicidad que se present6 en

cada caso.

En grafica 14 se observa que se mantiene el mismo comportamiento en la
citotoxicidad en ambos casos, sin embargo si existe una pequefa diferencia dado
que a una concentracién de 6 ug los ratones con tumor son mas sensibles a las
lectinas. También es observable que se presenta una discrepancia para la fraccion
de tallo dializado con glucosa en la concentracion de 6 ug donde se presenta una
disminucién del 30% en los ratones sanos comparado con los ratones con tumor;
de igual forma para la fraccién de hoja sin glucosa a una concentracién de 4 ug los

ratones sanos presenta una mayor sensibilidad a estas proteinas.
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Graf. 14- Comparacion de la citotoxicidad en linfocitos de ratones sanos y con tumor



Las fracciones de hoja presenta el mismo patrén de citotoxicidad al no existir una
gran variacion en los porcentajes, la fraccion dializada es la que presenta un
mayor efecto en los ratones con tumor. El efecto citotoxico que se presenta con
las fracciones de tallo en concentraciones altas es mayor en los ratones con tumor
ya que tienen una mayor sensibilidad a estas, pero a concentraciones mas bajas
el efecto es similar para ambos casos. El comportamiento citotoxico de la fraccién
de raiz, en ambos casos presenta los mismos valores promedio del porcentaje de
citotoxicidad. Pero se presenta un mayor efecto de la citotoxicidad en los ratones
con tumor a una concentracion de 4 ug. Se determina que en ambos casos la

LD50 en promedio se encuentra entre 3-5 ug de lectinas de R. graveolens.



7.5.3. Pruebas de citotoxicidad en células MCF-7 de cancer de mama:

Las pruebas en células tumorales se realizaron en células de la linea MCF-7 de
cancer de mama en donde se aplicaron los extractos con glucosa en
concentraciones 1, 2, 4, 5, 8, 10 y 20%, como control negativo glucosa 0.1M en
concentraciones de 2, 5, 8 y 20%; durante 48 hrs de tratamiento. En el grafico 15
muestra los porcentajes de citotoxicidad obtenidos para cada caso. Observamos
que a concentraciones bajas estas moléculas presentan capacidad mitogénica
sobre células MCF-7, ya que al comparar con el control se presenta un incremento
aproximado del 4%, mientras que a concentraciones mas altas se presenta una

disminucioén del 10%.

Graf. 15- Citotoxicidad de lectinas de Ruta graveolens en células MCF-7 de cancer de mama

La fraccion que presenta un mayor efecto en la mayoria de los casos es tallo ya
que presenta una disminucion celular aproximada del 2-10%, exceptuando a una
concentracion del 5%; posteriormente la fraccién de raiz es la que presenta un
efecto, sin embargo es minimo en comparacion con la fraccion anterior ya que
solo presenta una disminucion del 4.5%. Finalmente la fraccion que presenta un
efecto mitogénico en la mayoria de las concentraciones es hoja posiblemente a
una menor concentracion de proteinas o a la variacion en el reconocimiento que

presentan, por tanto se deduce que no presenta un efecto citotoxico.
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VIIl. DISCUSION:

Se le han atribuido varias propiedades medicinales a la ruda contra diferentes
enfermedades, esto por la presencia de moléculas como alcaloides, fenoles,
aminoacidos, furanocumarinas, saponinas y flavonoides, dentro de los cuales se
encuentra la Ruta 6 que se ha reportado induce la muerte celular en cancer de
cerebro, ademas de estos compuestos se ha reportado la presencia de lectinas

vegetales (Hernandez, 2011).

La actividad antitumoral que presentan las lectinas vegetales se establece a partir
de las investigaciones de los 70s, donde se establece que las lectinas que
presentan una mejor actividad, tanto in vivo como in vitro, son las de Ricinus
communis (RCA), Phaseolus vulgaris (PHA), Canavalina ensiformis (Con A) y
Viscum album (VCA) (Castillo y Abdullaev, 2005).

Nuestro estudio se basé en las partes aéreas y subterrdneas de la ruda donde a
partir de una extraccion salina encontramos una concentracion total de proteinas
para hoja del 3.34%, tallo 2.55% y raiz 1.51%. Del total proteico los extractos
dializados muestran que tallo presenta un 52.6% de proteinas con un peso menor
a 3 kDa, mientras que hoja un 35.73%; donde lo reportado indica que el peso
molecular de lectinas vegetales se encuentra entre 12-65 kDa (Hernandez, 2005).
Al finalizar cada uno de los procesos de semipurificacion (dialisis y cromatografia)
se obtuvo un rendimiento de lectinas respecto a la concentracion total para hoja
del 6.96%, tallo 12.77% y raiz con 7.74% que concuerdan con lo reportado que es
aproximadamente del 2-10% del total proteico (Hernandez, 1999); y con un
rendimiento neto por cada 100gr de material vegetal se obtuvo para hoja 0.232%,
tallo 0.326% y raiz 0.117%.

De los métodos reportados para la extraccion de lectinas encontramos el método
salino propuesto por Villarrubia et al (1995) (citado por Ganem 2000) que fue
empleado en este estudio y el salino con sulfato de amonio propuesto por Ganem
y Matrtin (2000), para ambos casos se reporta que en promedio el rendimiento neto

se encuentra entre el 75 y 90%, sin embargo en el método de sulfato de amonio



se puede afectar la actividad dado el alto grado de saturacion que alcanza el 60%
y donde se modifica el estado de agregacion a solido ya que las proteinas ceden
intercambios i6nicos entre SO4 y NH,4" sustituyendo los sitios de intercambio que
comparte con el agua por lo cual disminuye su solubilidad y precipitan (Sierra y
Pérez, 1999); mientras en el método salino Unicamente aumenta la fuerza idnica
del medio y elimina la capa de solvatacibn que presentan las proteinas,

estableciendo una interaccion proteina-proteina (Mendoza, 2007).

Dentro de las principales funciones que presentan las lectinas es su unién a
carbohidratos, siendo que de forma natural establecen una asociaciéon con los
azucares presentes en la planta, para llevar a cabo una funcion biologica
(Maraaten et a 1991).

Por tanto en una extraccion salina es posible el acarreo de moléculas asociadas a
lectinas vegetales, como son los carbohidratos; la cuantificacion de azucares
realizados a cada una de las fracciones proteicas obtenidas indican que las
asociaciones lectina-carbohidrato (Hernandez, 2005) se mantienen, sin embargo
al ser uniones reversibles al someter las fracciones al proceso de dialisis se lleva a
cabo el rompimiento de algunos de estos enlaces. Al presentarse un alto nivel de
carbohidratos en las fracciones con glucosa nos indica que las lectinas presentes
en la ruda posiblemente presenten varios sitios de union a carbohidratos sumados

a la cantidad de carbohidratos presentes en la estructura de la molécula.

Boy y Sharpleigh (1954) denominaron a estas proteinas como lectinas, derivando
del latin legere (seleccionado, escogido) haciendo referencia a su capacidad de
unién selectiva de azucares lo que les brinda su capacidad de hemaglutinacion,

siendo esta la principal caracteristica que identifica a estas proteinas.

La aglutinacién consiste en la agregacion sistematica de células, mediada por
macromoléculas especificas (anticuerpos o lectinas) que reconocen estructuras
moleculares determinadas (antigenos) sobre la superficie celular; la cual
dependera del numero de determinantes antigénicos y de su localizacidén sobre la

célula (Rodriguez et al, 2004).



Las membranas de los eritrocitos estan formadas por varias capas de moléculas
lipidicas, proteicas y carbohidratos distribuidos en tal manera que permiten la
separacion entre el medio intracelular y el extracelular. Estos carbohidratos de
superficie se encuentran formando oligosacaridos y polisacaridos que
principalmente se encuentran ligados a lipidos y proteinas formando glicolipidos y
glicoproteinas que presentan capacidad antigénica constituyendo los grupos

sanguineos (Santoyo et al, 2003).

Algunas de las lectinas son especificas en sus reacciones con los grupos
sanguineos ABO, MN, A; y A, de humanos, por lo cual han sido utilizadas en la
determinacion del tipo de sangre. La mayoria de las lectinas aglutinan eritrocitos
de todos los grupos sanguineos en humanos y actian a similares
concentraciones, éstas son lectinas no especificas y existen otras con una mayor

especificidad (Hernandez, 1999).

La especificidad que muestran las lectinas sobre los tipos sanguineos esta
mediada por la presencia de carbohidratos terminales en la superficie celular; esta
variacion en la presencia de carbohidratos esta dada por el producto genético de
un unico locus que codifica tres alelos comunes de una enzima glucotransferasa.
Todos los humanos sintetizan un glucano central comun, denominado antigeno O
gue carece de actividad enzimatica, mientras que el alelo A transfiere una porcién
N-acetilgalactosamina terminal y el alelo B transfiere una porcion galactosa
terminal (Santoyo et al, 2003).

Las pruebas de hemaglutinacion con lectinas de R. graveolens indican que con
este método de purificacion es posible obtener una fraccidon enriquecida con
proteinas tipo lectina al presentar un efecto aglutinante en el sistema ABO,
mostrando que su capacidad no esta dada por la concentracién ya que conforme

varia la concentracion.

Hernandez (2011) reporta que las lectinas extraidas de hoja de ruda presentan
mayor actividad aglutinante con los tipos A;, A, y B, esto por el reconocimiento a

carbohidratos terminales presentes en estos tipos y por la presencia de diferentes



tipos de lectinas con un reconocimiento variable a carbohidratos. Lo obtenido en
este trabajo indica que posiblemente se presenta una mezcla de proteinas tipo
lectina en los diferentes organos, ademas de la presencia de mas de dos
dominios de reconocimiento a carbohidratos; promoviendo un reconocimiento
variable a carbohidratos presentes en los diferentes tipos sanguineos. Lo anterior
podria explicar lo obtenido en la fraccion de tallo dializado con glucosa, en donde
presenta el mismo grado de aglutinacion para los tres tipos sanguineos y al variar
la concentracién no presenta cambios en los patrones de aglomeracion pero si

una disminucion en el nimero de células aglutinadas.

En la mayoria de las fracciones proteicas se presentaron altos grados de
aglutinacién para el tipo A* sugiriendo que las lectinas extraidas de los diferentes
organos de la ruda presentan una mayor afinidad al carbohidrato N-
acetilgalactosamina; para tallo se presenta una mezcla de lectinas variables ya
gue se presenta un reconocimiento para todos los tipos, pero se presenta una
menor proporcion en el reconocimiento a N-acetilgalactosamina. La mayoria de las
lectinas extraidas de hoja de igual forma presentan un mayor reconocimiento a N-
acetilgalactosamina y se presenta una fraccion menor que reconocen a la
galactosa, sin embargo al variar las concentraciones podemos suponer que las
lectinas de este 6rgano presentan pocos sitios de union a carbohidratos. Se
presenta una pequefa variacion en la proporcion de lectinas extraidas de raiz con
afinidad a galactosa en comparacion con las que reconocen a la N-
acetilgalactosamina. Esta especificidad se debe a la diferencia en la distribuciéon
de los ligandos en la superficie de la membrana que se presenta para cada
aglutinina, que va a depender de la afinidad y del sitio de union especifico
(Rodriguez et al, 2004).

La precipitacion de proteinas se lleva a cabo por varias metodologias de las
cuales la mas empleada es por acetona, sin embargo de acuerdo a lo reportado
por Jesse et al (2008) el método de TCA (10%)-acetona(90%)-DTT (20mM)
presenta una mayor eficiencia en la precipitacion y una menor contaminacion de

las muestras para su utilizacion en otro tipo de ensayos. Debido a la



concentracion de proteinas en las diferentes fracciones proteicas obtenidas de la
ruda fue necesaria su precipitacion, donde las fracciones ricas en lectinas

presentan una concentracion de entre 6-20 ug por cada 500ul.

Lo reportado para el peso de las lectinas es de 12-65 kDa (Hernandez, 2005),
mientras que el peso reportado para lectinas de hoja de Ruta graveolens es de
25,220 kDa; sin embargo lo obtenido en este estudio identifica la misma proteina
identificada ademas de la presencia de otras proteinas con un peso variable entre
24-45 kDa. En el caso de tallo y de raiz no se ha encontrado ningun reporte, en
este estudio se obtuvo, para el caso de tallo tres proteinas con un peso entre 34 a
40 kDa; mientras que en el caso de raiz se presentd una banda de 35 kDa. Sin
embargo se requiere de un estudio a profundidad para establecer con mayor
claridad cuales de estas bandas corresponden a proteinas tipo lectina, mas el
ensayo de aglutinaciéon es un alto indicativo de la presencia de este tipo de

moléculas.

Las lectinas en concentraciones nanomolares han sido utilizadas por sus
propiedades mitogénicas para el estudio de la proliferacion y migracion de
linfocitos en cultivo (Herndndez, 1999). Son altamente reconocidas por su
capacidad de activar linfocitos y promover su proliferacion a través de la
interaccidn con residuos sacaridicos presentes en las glicoproteinas de membrana
(Toscano et al, 2006). Se han empleado para el analisis de funciones
linfoproliferativas y citotdxicas en células mononucleares; ademas del efecto que

presentan sobre estos a altas concentraciones (Castillo y Abdullaev, 2005).

Las diferencias en el reconocimiento de diferentes grupos celulares esta mediada
por la variacion que presenta la membrana celular en la composicion de azucares,
debido a la glicosilacién de N-glicanos y O-glicanos presentes en una secuencia
peptidica, mediando el reconocimiento de la estructura sacaridica por lectinas.
Estudios con la lectina PNA (aglutinina de mani) muestran la variacion en el
reconocimiento de timocitos conforme se da el proceso de maduracion, debido a la
disminucién de la expresion de una enzima que modula la union de otras

moléculas a O-glicanos (Toscano et al, 2006).



La citotoxicidad presentada por las lectinas de ruda varia de acuerdo a la especie
con la que se trabaje, ya que en las pruebas de citotoxicidad en linfocitos se pudo
observar que existe un mayor reconocimiento de linfocitos humanos por la fraccion
de raiz mientras que la fraccion de tallo tiene un mayor efecto en linfocitos de
raton, lo que se puede explicar por las diferencias en los grados de glicosilacion
gue presentan los linfocitos de cada especie.

En todos los casos se observd que a una menor concentracion el efecto citotoxico
se da rapidamente, mientras que conforme pasa el tiempo el efecto es
practicamente el mismo; posiblemente porque al presentarse un menor numero de
proteinas se facilita el reconocimiento de los carbohidratos de superficie, e
independientemente del tiempo no se incrementa su efecto ya que el nUmero total

de proteinas establece el contacto en un solo tiempo.

Contrariamente a una alta concentracion requiere un mayor tiempo para llevar a
cabo su efecto, dado que a una hora su efecto es similar comparado con la
concentracion mas baja, y conforme aumenta el tiempo su efecto se incrementa;
esto puede ser explicado por una mayor presencia de proteinas que entran en
competencia lo que puede provocar una autoinhibicién y por tanto se requiere mas
tiempo para que se lleve a cabo la interaccion de un mayor numero de proteinas
con los carbohidratos o receptores, lo que conlleva al incremento de la

citotoxicidad.

En 1957 Thomas y Burnet establecen la teoria de la “vigilancia inmunolégica”
postulando que dentro de un organismo se generan continuamente células
malignas, pero estas son identificadas y destruidas rapidamente por el sistema
inmune; sin embargo las células tumorales poseen mecanismos de evasion a la

respuesta inmune (Bioarrayanes, 2000).

En el sistema inmune de los mamiferos participan varias poblaciones celulares
(linfocitos T y B, macrofagos y otras células), asi como moléculas solubles
(citocinas); generando una interaccion entre todos estos elementos permitiendo
gue se desarrolle una respuesta inmune eficaz contra tumores (Bioarrayanes,
2000).



Para que se produzca una respuesta inmune celular eficiente contra tumores se
requiere que los determinantes antigénicos sean expresados por las células
tumorales; luego que los antigenos sean eficientemente presentados por las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, posteriormente que el
reconocimiento de estos antigenos estimule la respuesta de los linfocitos Ty B y
macréfagos, y finalmente que las células efectoras sean capaces de llegar al sitio
de localizacion del tumor y causar la destruccion del mismo (Bioarrayanes, 2000).

En los ratones que fueron tratados con el 6xido de niquel para el desarrollo de
tumores se presentd un incremento en la poblacion linfocitaria B, ademas de
modificaciones en su morfologia sugiriendo que se encuentran activados y por
ende que los tumores originados por este compuesto son secretores de
interleucina 4, ya que se ha reportado que esta citocina estimula a los linfocitos B
(Bioarrayanes, 2000).

Este incremento de la poblacién linfocitaria con cuerda con los reportes de
infiltracion linfoide en los tumores mamarios presentando una gran cantidad de
linfocitos B, que constituyen el 40% de la poblacion total de linfocitos (Arango,
2010).

Ortiz et al (1995) reportaron que en ratones inoculados con oxido de niquel se
presentan procesos neumonicos Yy distroficos en higado y bazo, ademas de la
presencia de trazas de la suspension de niquel en estado quiescente; lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo ya que se presentd un
incremento en el tamafio del bazo y disminucion de higado ademas del incremento
de sangre en el 6rgano indicando que se presenta una alteracion en el
funcionamiento del érgano.

Las variaciones en la LD50 que es de 4 y 5ug en ambos grupos de ratones indican
gue en un sistema comprometido por anormalidades celulares, el sistema inmune
presenta cambios en los grados de glicosilacion de sus células, lo que conlleva a

que el efecto antitumoral de las lectinas se potencialice.

Castillo y Abdullaev (2005) denotan el uso de las lectinas vegetales como agentes
anticancerigenos, ya que reconocen con mayor eficiencia los cambios en la

glicosilacion de las células tumorales, esto mediado por la unién a carbohidratos



permitiendo estudiar los cambios que ocurren en la superficie de las anormales
(Valadez et al, 2006); ademas del reconocimiento de células tumorales, se ha
adjudicado a las lectinas un efecto antiproliferativo y citotéxico (Castafieda et al
2006).

Para el caso de las lectinas de la ruda no se han presentado reportes sobre su
actividad antitumoral; sin embargo la planta ha sido empleada como
anticancerigeno, lo que hace suponer que este efecto esta mediado por la
presencia de lectinas vegetales. En este trabajo se evaluo el efecto citotoxico de
lectinas de R. graveolens en células MCF-7 de cancer de mama, donde se obtuvo
que a concentraciones nanomolares se presenta un efecto mitogénico, sin
embargo los datos obtenidos indican que posiblemente a concentraciones mas
altas el efecto se vuelve citotoxico, por tanto la accion de estas moléculas es

dependiente de la concentracion.

Las LD50 reportadas para la linea celular MCF-7 para lectinas vegetales se
encuentran en un rango entre 2-9 ug, sin embargo en este estudio no se pudo
determinar la LD50 ya que las concentraciones a las que fueron tratadas no
permitieron incrementar la concentracion debido a la dilucibn en que se
encontraban las fracciones proteicas, se evitd utilizar extractos sometidos a
procesos de concentracion ya que se podria haber afectado el efecto biolégico de

las lectinas.

Los datos obtenidos en este ensayo indican que las lectinas de tallo posiblemente
presentan efecto citotoxico, ya que presenta una disminucion del 10% en la
poblacién celular; esto no es un porcentaje representativo sin embargo nos da pie
para suponer un posible efecto. Mientras que en el caso de hoja en la mayoria de
los tratamientos no se presenta disminucion de la poblacion celular,
contrariamente se presentd un pequefio, lo que podria sugerir un efecto
mitogénico. Para el caso de la fraccion de raiz no se presentan una disminucion
considerable ya que se presenta un 4%. No se obtuvieron los resultados
esperados, sin embargo se establece que las lectinas de tallo de Ruta graveolens

podrian presentar un efecto citotoxico dependiente de la concentracion.



IX. CONCLUSIONES:

Se comprobo la presencia de una mezcla de proteinas tipo lectina en la Ruta
graveolens que constituye entre el 6-13% del total proteico.

La actividad hemaglutinante de las lectinas de ruda es independiente de la
concentracion, ademas de que presentan mas de dos dominio de union a
carbohidratos.

Las lectinas extraidas de la Ruda muestran una mayor actividad aglutinante a tipo
sanguineo A+.

Tallo presenta una menor proporcion de lectina con afinidad a la N-
acetilgalactosamina mostrando una menor aglutinacion para el tipo A+; mientras
qgue hoja y raiz presentan un menor reconocimiento a la galactosa, provocando
menor aglutinacion en el tipo B+.

La Ruta graveolenes presenta proteinas tipo lectina con un peso aproximado entre
24 a 38 kDa, siendo que la hoja presenta una mayor diversidad de este tipo de
proteinas en comparacion con tallo y raiz que presentan 3 y 1, respectivamente.

De acuerdo al 6érgano de extraccion, las lectinas de la ruda presentan variaciones
en el reconocimiento de los grados de glicosilacion de cada especie.

En linfocitos humanos se muestra una mayor citotoxicidad por la fracciéon de
lectinas de raiz. Donde la LD50 para hoja es de 5ug, mientras que para tallo y raiz
es de 6ug.

La fraccion de tallo presenta una mayor citotoxicidad en los linfocitos de raton,
ademas de mayores porcentajes comparado con el humano. Para las fracciones
de hoja y tallo se presenta una LD50 de 2ug y para raiz es de 4ug.

En los ratones con tumor se incrementd la LD50 comparado con los ratones
sanos, en este caso el promedio de la LD50 es de 5ug.

A concentraciones nanomolares el efecto de las lectinas de ruda es mitogénico,
mientras que para un efecto citotoxico es dependiente de la concentracion, siendo
que las lectinas de tallo presentan un mejor efecto citotéxico en células MCF-7 de
cancer de mama.
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