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RESUMEN

El cancer es una enfermedad que se ha convertido en la primera causa de muerte a
nivel mundial. La leucemia es el cancer de la sangre y en México el 12.8 % de
muertes por cancer es provocado por algun tipo de leucemia. La quimioterapia,
trasplante de médula Osea, terapia de diferenciacion o bloqueadores de blancos
moleculares, son la estrategias terapéuticas para tratar la leucemia, sin embargo
todos tienen efectos secundarios incluyendo deterioro de la calidad de vida del
paciente y generacion de células tumorales resistentes a los agentes
anticancerigenos, lo cual explica, la sobrevida del 30 % a 5 afios en pacientes
adultos con leucemia mieloide aguda. Por lo anterior sigue vigente la necesidad de
tener nuevas alternativas terapéuticas y las plantas han sido de gran importancia
como fuente de agentes anticancerigenos. Recientes estudios con extractos crudos
de Sechium edule (Jacg.) Sw. se ha establecido que tienen actividad antiproliferativa
sobre lineas celulares tumorales P388, L929 y HelLa. Sin embargo se desconoce el
efecto de extractos de otras especies silvestres del género Sechium sobre la
proliferacion de lineas leucémicas mieloides. En este estudio se evalud el efecto de
extractos crudos de S. chinantlense con espinas (CE), S. chinantlense sin espinas
(SE), S. compositum y el hibrido H-387-07-GISeM sobre la proliferacién de las lineas
leucémicas mieloides de ratén: P388 y J774, asi como en células mononucleadas de
médula 6sea normal de raton. Después de 72 h de cultivo, mediante la técnica de
cristal violeta, se encontré que todos los extractos frenan la proliferacion en forma
dosis-dependiente, efecto que se conserva en cultivos in vitro de médula ésea normal.
El decremento de la proliferacién se acompafia por una reduccion en la viabilidad de
células leucémicas, pero no de células normales. La reduccion de la viabilidad en las
células leucémicas se correlaciona con la formacion de cuerpos apoptéticos, un
parametro vigente para evaluar muerte por apoptosis. Lo anterior indica que los
extractos de S. chinantlense CE, S. chinantlense SE, S. compositum vy el hibrido H-
387-07-GISeM frenan la proliferacion de lineas leucémicas y también de células
normales de médula ésea de ratdn, pero sélo existe reduccidén de la viabilidad en
células leucémicas con induccion a la formacion de cuerpos apoptoticos. Por lo
anterior se abre una nueva alternativa de investigacion para resolver problemas

hemato-oncolégicos usando especies del género Sechium.



INTRODUCCION

Hematopoyesis

La hematopoyesis es un proceso a través del cual las células mas primitivas
hematopoyéticas proliferan y se diferencian dando lugar a los distintos tipos de
células sanguineas maduras. Este proceso es necesario para el buen funcionamiento
del organismo debido a que las células presentes en la circulacion, tienen un periodo
de vida relativamente corto y mueren cumpliendo sus funciones, por ejemplo, los
eritrocitos se encargan de transportar oxigeno, las plaquetas intervienen en el proceso
de coagulacion sanguinea o las células blancas como los granulocitos, monocitos y
linfocitos participan en la defensa inmunologica del organismo (Zambrano et al., 1999;
Mayani et al., 2007 ).

Las células hematopoyéticas se generan durante el desarrollo embrionario. En un
modelo de ratdn se inicia durante los 7-7.5 dpc (dias post coito), a partir de las
células mesodérmicas capaces de generar tanto células hematopoyéticas como
endoteliales en los islotes sanguineos del saco vitelino (Kyba et al., 2002; Cumano et
al., 2007). Durante los 10-12 dpc se pueden detectar células troncales
hematopoyéticas (CTH) en la regién aorta-gbnada-mesonefros (AGM) (Godin, et al.,
2005). Sin embargo, mientras el saco vitelino promueve la expansion de estas células
y la generacién de eritrocitos primitivos, la region AGM puede producir progenitores
multilinajes, sin inducir su diferenciacion. Por esta razon, en el 13 dpc las CTH deben
migrar al higado y al bazo fetal, donde existe una elevada actividad hematopoyética
antes del nacimiento. En estos Organos ya se lleva a cabo la diferenciacion
mieloeritroide, sin embargo, en cuanto a las células linfoides, sélo se pueden generar
células pertenecientes al linaje B (McGrath, 2005). Finalmente la actividad
hematopoyética pasa a la médula 6sea hacia el 15 dpc, siendo el principal sitio
hematopoyético en el individuo después del nacimiento (Yorder, 2001; Cumano et al.,
2007). En las primeras semanas de vida, la médula 6sea de todos los huesos
contribuye a la hematopoyesis (Munkey et al., 1998). Posteriormente, en la etapa
adulta debido al incremento de las células adiposas en ciertas regiones de la médula,

el proceso queda restringido fundamentalmente a la epifisis de los huesos largos



(fmur y humero), asi como en los huesos pélvicos, columna vertebral, craneo y

esternon (Hughes et al., 1991; Bellantuono, 2004).

La hematopoyesis es un proceso que se lleva a cabo Unicamente en érganos
hematopoyéticos. En ellos las células hematopoyéticas se desarrollan en un ambiente
denominado microambiente hematopoyético, el cual consiste, en una estructura
tridimensional, compuesto por diferentes tipos celulares (células del estroma) y sus
productos (matriz extracelular, citocinas, colagena, etc.) los cuales, en conjunto,
regulan la localizacién, proliferacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas
(figura 1) (Yin et al., 2006). La localizacién exacta de las CTH dentro de la médula
Osea no es azarosa. La mayoria de estas células se localizan dentro de una regién
denominada endosteal, mientras que los progenitores comprometidos hacia un linaje
determinado y las células maduras se distribuyen lejos de esta regidn,
predominantemente en la region central de la médula Osea, cerca de los vasos

sanguineos (Mayani, 2009).
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Figura 1. Microambiente hematopoyético (Tomado y modificado de Mayani, 2007).



Para su estudio el sistema hematopoyético ha sido dividido con base al grado de
madurez de las células que lo conforman y a los distintos linajes celulares que se
generan. Segun al grado de maduracion celular, se han identificado cuatro
compartimentos. El primer compartimiento corresponde a las CTH, son las células
sanguineas mas primitivas. Estas células a pesar de no distinguirse por su morfologia,
se definen mediante tres caracteristicas: la auto-renovacion, multipotencialidad y la
capacidad de regenerar el tejido hematopoyético (Wognum et al. 2003). Las CTH
corresponden de 0.01% a 0.005% del total de células nucleadas presentes en la
médula ésea. Sin embargo, a pesar de ser tan escasas son capaces de generar una
gran cantidad de células maduras gracias a su potencial de proliferacién. Se estima
que a partir de una sola CTH se pueden producir 10® células maduras in vivo y
35x10° in vitro (Metcalf, 2001). En ratones se han identificado dos tipos de
poblaciones de CTH: LT-CTH y ST-CTH (célula troncal hematopoyética
reconstituyente a largo plazo y célula troncal hematopoyética reconstituyente a corto
plazo, respectivamente), las primeras tienen antigenos especificos tales como LIN™,
Kit", Sca-1*, CD34"°, FLK2' vy tiene la capacidad de sostener la hematopoyesis
durante toda la vida del individuo. Las ST-CTH expresan los antigenos LIN™ Kit" Sca-
1* CD34" FLK2, esta poblacién de células mantienen la hematopoyesis durante un

corto periodo de vida (Sharpless et al., 2007).

Conforme avanza el proceso de maduracion las CTH dan origen al segundo
compartimento de la jerarquia hematopoyética formado por las células progenitoras
hematopoyéticas (CPH), las cuales han perdido su capacidad de auto-renovacion,
pero conservan su potencial proliferativo. Estas forman una poblacion celular muy
heterogénea que constituye cerca del 0.3% del total de células presentes en médula
O0sea (Engelhardt et al., 2002). Las CPH comparten ciertas caracteristicas
inmunofenotipicas con las CTH tales como LIN™ KIT* SCA1* CD34" pero las CPH
expresan en mayor cantidad el receptor FLK2™, sin embargo su comprometimiento
permite la generacion de progenitores mieloide comin C-KIT* IL7R-a” CD34" o al
progenitor linfoide comun que expresa el CD227, CD38 y CD45Ra (Civin et al., 1993;
Mayani, 2007).



Las CPH dan lugar a células precursoras hematopoyéticas que componen el tercer
compartimento. Estas son reconocibles por su morfologia y a diferencia de los otros
dos compartimentos anteriores, estas células tienen un potencial de proliferacién
limitado y se encuentran comprometidas hacia un linaje especifico. Las células
precursoras constituyen mas del 90% de las células hematopoyéticas residentes en

médula 6sea (Mayani et al., 2007).

Finalmente, los precursores hematopoyéticos generan a las células sanguineas
maduras quienes representan el cuarto compartimiento. Estas células son: eritrocitos,

granulocitos, monocitos, linfocitos y plaquetas (figura 2) (Mayani et al., 2007).
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La viabilidad, autorenovacion, proliferacion, comprometimiento y diferenciacion de las
células troncales depende de factores tanto intrinsecos como extrinsecos. Los
primeros involucran a una variedad de moléculas reguladoras presentes en la célula
de acuerdo con el tejido o linaje al que pertenece; los segundos, incluyen a todos los
tipos celulares y sus productos que forman. En otras palabras, la funcion de las
células troncales depende en Ultima instancia de factores reguladores intrinsecos que

son modulados por sefiales externas tales como citocinas (Mayani, 2009).

Muerte celular

En condiciones fisiolégicas normales, la homeostasis celular mantiene el estado de
diferenciacion de cada célula y regula estrictamente su tasa de proliferacion y su
tiempo de vida, de acuerdo con las necesidades del organismo, eliminando aquellas
gue han cumplido sus funciones, o que estan dafiadas ya sea a nivel celular o
genético. De esta manera la muerte celular toma un papel fundamental para el

equilibrio fisiol6gico del organismo (Jiménez, 2003).

Existen diferentes tipos de muerte celular siendo mas comunes la necrosis y la
apoptosis. Aunque estos dos tipos de muerte tienen algunas caracteristicas en
comun, presentan diferencias basadas en su morfologia y bioguimica, de esta forma

es posible identificar cada mecanismo de muerte celular (D ubin et al., 2000)

La necrosis es un fendbmeno degenerativo que se da por factores ajenos al control
celular, puede ser consecuencia de un trauma ambiental como temperaturas
extremas, isquemia, dafio mecanico y generalmente como respuesta a una lesion
grave (Fink et al., 2005). La necrosis se caracteriza morfolégicamente por un aumento
en el volumen celular, hinchazon de organulos, lisis de la membrana celular y la
pérdida del contenido citoplasmético a la matriz extracelular (Figura 3) induciendo una

respuesta inflamatoria que dafia a las células vecinas (Kroemer et al., 2005).

El término de apoptosis es usado para describir la muerte celular programada, ya que
desde el embrion hasta el organismo adulto fisiolégicamente sano, millones de células
mueren sin dejar cicatrices ni activar células inflamatorias. La apoptosis no se da de

forma aleatoria, sino que se trata de un proceso activo bien definido genéticamente,
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en el que las células estan destinadas a morir en un tiempo determinado (Jordan,
2003). Este proceso es dinamico en donde aparecen multiples eventos en diferentes
momentos, y puede ser activado por factores intrinsecos y extrinsecos. La apoptosis
contribuye a dar forma a los 6rganos durante la morfogénesis y elimina células
inmunolégicamente autoreactivas, las células infectadas y las genéticamente
dafadas, cuya existencia es potencialmente dafina para el organismo. En los
primeros estudios, la apoptosis fue descrita en base a caracteristicas morfolégicas

gue presentan las células (Alfaro et al., 2000; Potten et al., 2004).

Los cambios morfolégicos que se producen mediante la apoptosis se pueden
identificar mediante la microscopia éptica o electronica. Uno de los eventos tempranos
es la contraccion celular ocasionando compactacion de organulos y citoplasma mas
denso. También se observa picnosis, que es el resultado de la condensacion de la
cromatina. Posteriormente los organulos al igual que el material genético se
encapsulan en vesiculas denominadas cuerpos apoptoticos (Figura 3). Estos cuerpos
apoptéticos son fagocitados por células del sistema inmune natural, de esta manera
no se genera una respuesta inflamatoria como en la necrosis (Jordan, 2003; Zalacain
etal., 2005; Fenech, 2007; Li et al., 2008).

Figura 3. Diferencias morfol6gicas entre necrosis y apoptosis. Tomado y modificado de Fenech, 2007.
A) Célula mononucleada; Célula con membrana nuclear y citoplasmatica integra.
B) Necrosis temprana; Presencia de numerosas vacuolas en el citoplasma y ndcleo intacto.

C) Apoptosis tardia; Fragmentacion de ADN encapsulado en “cuerpos apoptéticos”



Leucemia.

El cancer esta constituido por un grupo de desequilibrios celulares que con frecuencia
pueden desembocar en la muerte (Diaz, 2007). La leucemia es un tipo de cancer de
las células sanguineas. Se caracteriza por un incremento en el nimero de células
hematopoyéticas aberrantes en médula 6sea y en sangre periférica. El aumento de
células hematopoyéticas inmaduras se explica por la proliferacion desregulada de
clones derivados de la transformacién de células progenitoras. Las células leucémicas
no se diferencian debido a que los mecanismos que controlan la proliferacion y
diferenciacion se ven afectados, los cuales les confieren ventajas de crecimiento
sobre las células que participan en la hematopoyesis normal (Jandl, 1991 y Cousar,
1999).

Las leucemias se dividen en dos grupos: crénicas y agudas (figura 4). Estas a su vez
se clasifican en mieloides y linfoides dependiendo del progenitor celular del que se
derive. Las leucemias cronicas se caracterizan por su curso indolente, su larga
evolucion y por la ausencia de células inmaduras y anormales. Estas células
interfieren en la produccidn de linfocitos y granulocitos que presentan caracteristicas
morfologicas similares a células maduras pero no son funcionales. Este tipo de

leucemias es mas frecuente en personas mayores a 50 afios (Kantarjian et al., 1988).
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Figura 4. Tipos de leucemia (Tomado y modificado de http://www-sdc.med.nagasaki-u-

ac.jp/n50/disaster/leukemia-E.html)

A) Medula 6sea normal (Control); granulocitos normales y eritroblastos.

B) Leucemia linfoide aguda; Marcada proliferacién de blastos pequefios.

C) Leucemia mieloide aguda; Marcada proliferacion de mieloblastos grandes.

D) Leucemia mieloide crénica; Marcada proliferacién de granulocitos en varios  estadios.

E) Leucemia linfoide crénica; Acumulacion de linfocitos B.

Las leucemias agudas son enfermedades caracterizadas por su evolucion
relativamente rapida y por la acumulacion de células “blasticas” (Gutiérrez, 2006),
puede ser ocasionada por una o varias mutaciones de una ceélula progenitora
hematopoyética o bien de sus descendientes. También puede influir la activacién de
protoncogénes que muchas veces se acompafian de inactivacion de uno o varios
genes supresores (Labardini, 2006). Este tipo de leucemia también se clasifica en
linfoide y mieloide siendo ésta Ultima la que mas incidencia de muertes provoca en las
personas. La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia hematolégica que se
caracteriza por un incremento en el numero de células blasticas mieloides en la
médula 0sea, acompafiado de un bloqueo en su maduracion, lo que ocasiona la
acumulacion excesiva de blastos. La presencia mayor al 30% de blastos en médula
O0sea es un criterio necesario para el diagnéstico definitivo de esta enfermedad.
Frecuentemente los pacientes con LMA presentan insuficiencias hematopoyéticas
(granulocitopenia, trombocitopenia o anemia, con o sin leucocitosis) (Léwenberg et al.,
1999).

Los tratamientos que se utilizan actualmente para combatir a la leucemia son:
guimioterapia, trasplante de médula ésea, inmunoterapia y bloqueadores de blancos

moleculares. La mayoria de los agentes anticancerigenos ejercen su actividad
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cuando la célula se esta dividiendo, activando el mecanismo de apoptosis de las
células cancerigenas. Sin embargo estas terapias tienen efectos secundarios que
constituyen un alto riesgo de dafio a las células normales, deteriorando la calidad de
vida del paciente (Tallman et al., 2005). Debido a la falta de selectividad de los
agentes anticancerigenos y a la resistencia que desarrollan algunas células
cancerigenas a dichos productos, la taza de sobrevivencia a largo plazo en la LMA es
de aproximadamente el 20% (Setzer y Setzer, 2003; Estey 2009), por lo que es
necesario encontrar nuevos agentes antitumorales, que se traduzcan en nuevas

estrategias terapéuticas para solucionar problemas hemato-oncolégicos.

Genero Sechium

El descubrimiento de agentes medicinales a partir de plantas ha jugado un papel
importante en el tratamiento del cancer. De hecho la mayoria de las nuevas
aplicaciones clinicas de metabolitos secundarios y sus derivados han sido dirigidas
hacia el tratamiento y prevencion de dicha enfermedad. Actualmente el 60% de los
medicamentos anticancerigenos provienen de fuentes naturales (Cragg et. al., 2005;
Balunas et. al., 2005). Llaman la atencién estudios recientes en los que el uso de
extractos naturales como el proveniente de Prunus armeniaca inhiben el desarrollo
de tumores de es6fago en modelos de ratdn (Yamai et al., 2009); los extractos ricos
en lectinas provenientes de Viscum album L. pini and habitéis tienen actividad
antileucémica (Seifert et al., 2008), incluso se reporta que el extracto crudo de
algunas plantas tienen mayor actividad antitumoral que la molécula purificada
(Anesini et al.,, 2001) asi, el extracto crudo de Rosmarinus officinalis L. en
combinacion con el antileucémico vitamina D muestran efecto sinérgico en la
eliminacion de células leucémicas WEHI-3 de raton in vitro e in vivo, con reducidos
efectos secundarios (Sharabani et al., 2006; Shabtay et al., 2008). Por lo anterior se
ha iniciado la exploracién del uso combinado de antitumorales con extractos crudos
de plantas (Sharabani et al., 2006; Shabtay et al., 2008; Yamai et al., 2009).

México es un pais de gran riqueza biolégica, ademas de ser centro de origen y
domesticacion de entre 66 a 102 especies cultivadas, multiplicadas por las diferentes
variedades y con gran cantidad de razas, muchas de ellas semidomesticadas y con

abundancia de parientes silvestres (Hernandez, 1985; Rzedowski, 1991). Una de las
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familias botanicas importantes en las culturas Mesoamericanas, por la diversidad de
especies integradas a la dieta y a la medicina, es la familia Curcubitaceae. Dentro de
dicha familia encontramos al género Sechium constituido por 8 especies silvestres y
dos domesticadas en el que se ubica a Sechium edule (Jacq) Sw., “chayote”, una
especie vegetal neotropical endémica de México (Lira et al., 1999; Cadena et al.,
2007). Es una planta herbacea y trepadora que presenta amplia variaciéon morfolégica,
la cual abarca frutos carnosos de diversas formas y dimensiones (péndulo, globosos,
ovoides, piriformes, oblongos, etc.) con un ndmero variable de depresiones
longitudinales, colores de epidermis (blanco, verde claro u oscuro y brillante,
amarillento, etc.), grados de espinosidad (inermes a densamente espinosos), sabor
(amargo, ligeramente amargo y dulce) y polimorfismo en hojas y flores. Las
caracteristicas anteriores han permitido establecer diferentes grupos varietales (Lira et
al., 1999; Cadena et al., 2007), sobresaliendo que el sabor amargo sélo se conserva
en las especies silvestres de Sechium, algunas de ellas endémicas de México, de los
cuales no se tiene documentado su uso alimenticio o medicinal, aunque se ha
reportado que es consumido por armadillos (Cadena, 2005) (Figura 5). Algunas
especies endémicas de México es Sechium chinantlense (Lira & Chiang) la cual ha
sido descrita solo en el estado de Oaxaca. Esta especie difiere de los chayotes
domesticados y silvestres en la estructurara de los estambres, el numero
cromosémico (2n=30) y en algunos rasgos palinoldgicos, pero al igual que Sechium
edule, desarrolla una hendidura apical en los frutos. Sechium compositum (J.D. Smith)
C. Jeffrey) unicamente se ha recolectado en Chiapas y zonas vecinas de Guatemala,
tiene numero cromosOmico de n=14, estructura estaminal mas delgada y rectas en
comparacién con Sechium edule y los frutos no tienen hendidura apical (Lira et al.,
1999) (Figura 5). Recientemente el Grupo Interdisciplinario de Investigacion en
Sechium edule en México (GISeM) ha desarrollado hibridaciones entre especies del
género Sechium. El resultado de este trabajo es el hibrido H-386-07-GISeM, el cual

esta en proceso de estudio.

Por otro lado, de las plantas utilizadas en la etnobotanica se calcula que el 58% de
éstas no se han estudiado con respecto a su composicién quimica y actividad
biolégica (Vega et al., 2006). Dentro de este Ultimo grupo se encuentran las especies

silvestres del género Sechium.
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Figura 5. Morfologia de los frutos de especies del género Sechium
A) Sechium edule var. nigrum spinosum; fruto ovoides con abundante espinas.
B) Sechium chinantlense; fruto pequefio y redondo.

C) Sechium compositum; fruto ovoides y carece de espinas.

Durante muchos afios, se asumié que Sechium era un género monotipico, cuya Unica
especie era Sechium edule. Actualmente se acepta que dentro del género hay diez
especies de las cuales ocho son silvestres (S. chinantlense, S compositum, S
hintonii, S. talamancense, S. panamense,S. pitteri, S. venosum y S. vilosum), y dos
cultivadas (Sechium tacaco y Sechium edule) (Lira et al., 1996). La especie mas
estudiada es Sechium edule debido a que se usa para consumo humano. Esta
especie contiene aminoacidos como: lisina, cisteina, valina, isoleucina, leucina,
fenilalanina, treonina, histidina, arginina, acido aspértico, serina, acido glutamico,
prolina, glicina, tirosina, alanina y metionina en frutos y semillas, por lo que es un
componente notable en la dieta hospitalaria (Flick et al., 1978; Flores et al., 1989).

En la medicina tradicional se tiene reportado que el té de hojas y frutos de Sechium
edule tiene efectos diuréticos, propiedades anti-inflamatorias, se emplea para tratar
calcificaciones renales y se utiliza como complemento en el tratamiento de
arteriosclerosis e hipertension. (Lira, 1996; Abdelnour et al., 2002). También se ha
reportado el uso de chayote en la inflamacion intestinal y cutanea asi como en la
cauterizacion de Ulceras (Flores, 1989; Ribeiro et al., 1988; Lozoya, 1980; Bueno et
al., 1970).
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En este contexto, como un intento de explicar algunos efectos medicinales de S.
edule se han realizado estudios farmacologicos a partir de extractos de chayote. En
2001 Yen y colaboradores mostraron que extractos acuosos de Sechium edule tienen
potencial antimutagénico indirecto sobre un sistema bacteriano (cepas de Salmonella
thiphimurium). Ordofiez et al., en el 2006 determind que los extractos etandlicos y
acuosos de hojas y semillas de Sechium edule tuvieron una fuerte actividad de
inhibicién en la decoloracion del B-caroteno y determinaron que poseen la capacidad
de donacién de hidrégeno en presencia de radicales DDPH y un fuerte poder reductor
por el método de ferrocianuro de potasio, que es un indicador de actividad

antioxidante.

Adicionalmente reportaron una relacién proporcional de los mayores contenidos de
compuestos polifendlicos y flavonoides totales con la actividad antioxidante. Los
antioxidantes han sido considerados como una terapia para la prevencién y el
tratamiento de enfermedades como el cancer ya que previenen los altos niveles de
oxidantes que ocasionan dafio celular y que promueven actividad cancerigena
(Seifried et al., 2007). Metabolitos secundarios tales como: alcaloides no fendlicos,
saponinas, esteroles, triterpenos y esteres de acidos grasos tienen actividad citotoxica
sobre varias lineas cancerigenas (Seong et al., 2007; Setzer y Setzer, 2003), y se ha
mostrado que estos fitoquimicos estan contenidos en el fruto de Sechium edule
(Salama et al., 1986; Monroy et al., 2009).

Otro estudio establecié que los frutos de Sechium edule contienen Sechiumina, lo
cual es una proteina que inhibe la actividad ribosomal en HelLa (linea celular de
cancer cérvico-uterino) (Tsann et al., 1998). Por otro lado Sechium edule se ha
caracterizado en ocho variedades botanicas y en un analisis quimico de extractos
etandlicos de frutos de chayote se ha determinado la presencia de terpenos en todas
las variedades (Cadena et al., 2007). Por otra parte se mostré6 que extractos
etandlicos obtenidos de las variedades de chayote tienen efecto antiproliferativo para
la linea tumoral de raton L929 (fibrosarcoma de pulmén) y la linea leucémica P388
(leucemia mieloide). El extracto de la variedad nigrum spinosum fue el que presentd
mayor potencial antiproliferativo con una ICsp entre 0.4 y 1 mg/mlen P388 yentre 1 y
2 mg/ml para L929 (Salas y Torres, 2007). La actividad antiproliferativa es de suma

importancia ya que es una propiedad basica de agentes antineoplasicos (Setzer y
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Setzer, 2003). Ademas, considerando que las propiedades fitoquimicas se comparten
entre especies relacionadas (Vicanco et al., 2005), es posible que otras especies de
Sechium compartan la propiedad de tener actividad antiproliferativa; de ser asi, se
estarian dando las bases para encontrar una posible estrategia terapéutica
antileucémica, informacién que puede ayudar a mejorar la calidad de vida del
paciente, reducir costos de tratamiento y ademas colocar al género Sechium, un
producto agricola nacional, como valiosa fuente alternativa de investigacion biomédica
y ayudar asi a revalorar a una planta endémica del pais. Por lo anterior es
indispensable hacer estudios sobre otras especies del género Sechium ya que no

existe informacién sobre su actividad antiproliferativa en lineas tumorales.
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Planteamiento del problema

Se ha observado que el extracto crudo de frutos de ocho variedades de Sechium
edule tienen diferente potencial antiproliferativo, siendo la variedad nigrum spinosum
una de las que presenta mayor efecto en la inhibicién de la proliferacion sobre las
lineas celulares L929 y P388, pero se desconoce si los extractos de frutos de
especies silvestres del mismo género también pueden afectar la proliferacion de

lineas leucémicas mieloides.

Justificacion

El cancer es una enfermedad que se considera la primera causa de muerte a nivel
mundial. En México ocurren 63,000 muertes ocasionadas por el cancer de los cuales
el 12.8 % es provocado por algun tipo de leucemia, siendo este tipo de cancer el mas
frecuente en nifios y la segunda causa de muerte en infantes mexicanos; las terapias
existentes para tratar a la leucemia son toxicos para el paciente deteriorando su
calidad de vida, ademas de que las células cancerigenas generan resistencia a los
agentes anticancerigenos, Por lo anterior es necesario desarrollar alternativas
terapéuticas que les proporcionen una mejor calidad de vida a pacientes con cancer.
El género Sechium ha sido poco estudiado en cuanto a su potencial anti-tumoral a
pesar de que se considera que contienen fitoquimicos con alto potencial anti-
leucémico. Si se muestra que los extractos de especies silvestres de Sechium tienen
actividad anti-leucémica no solo se ofrece una nueva linea de investigacion con
aplicacion biomédica de las especies endémicas de México, sino que seria una razdn

mas para conservar el ambiente natural del chayote silvestre.
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HIPOTESIS

El extracto crudo de frutos de Sechium edule var. nigrum spinosum tiene efecto
inhibitorio en linea leucémica mieloide P388 y debido a que metabolitos secundarios
son conservados entre miembros del mismo género, se espera que los extractos de
las especies silvestres de Sechium inhiban la proliferacion celular de lineas

leucé micas mieloides.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de extractos crudos de las especies silvestres S. chinantlense, S.

compositum y el hibrido H-387-07-GISeM sobre la proliferacion y viabilidad de las

lineas leucémicas mieloides de raton P388 y J774.

Objetivos particulares
» Evaluar el efecto de extractos crudos de especies silvestres S. chinantlense, S.
compositum y el hibrido H-387-07-GISeM sobre la proliferacion de las lineas

leucémicas mieloides de raton P388 y J774.

» Determinar la concentraciéon de cada extracto requerida para reducir en un

50% la densidad celular (ICso) en las lineas leucémicas P388 y J774.

» Evaluar el efecto de las ICsy de los diferentes extractos de Sechium sobre la

proliferacion de células mononucleadas de médula 6sea normal de ratén.

» Evaluar la viabilidad de las lineas celulares P388, J774 y médula ésea normal

de ratén expuesta con la ICsp de cada extracto establecida para P388 y J774.

» Determinar si la ICsp para cada extracto de Sechium inducen a la formacion de

cuerpos apoptoticos en las lineas leucémicas.
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METODO

Obtencion y preparaciéon de extractos

Las especies empleadas en este estudio fueron: S. chinantlense con espinas (CE) y
sin espinas (SE), S. compositum y el hibrido H-387-07-GISeM. Se utilizaron frutos de
madurez horticola, colectados in situ en el banco de germoplasma del GISeM ubicado

en Huatusco, Veracruz.

Todo el fruto (semillas, epidermis y espinas) se cortd en trozos pequefios y fueron
secados a 50°C con circulacion de aire para posteriormente ser macerados para
estandarizar el tamafio de particula. La extraccidon se realiz6 con la metodologia
propuesta por Che et al. (1985), y Afifi et al. (1999), modificada por Cadena (2005).
La cual consistié en realizar una extraccion solido-liquido con metanol hasta agotar la
muestra, colectando el extracto arrastrado por el disolvente en un matraz, seguido de
evaporacion a presion reducida hasta concentrar el extracto. Finalmente los extractos
etandlicos fueron pesados y disueltos en solucion fisioldgica y posteriormente se

esterilizaron con luz UV (Apéndice ).

Lineas celulares

La linea celular macrofagica P388 es ampliamente usada para el desarrollo de
farmacos anticancerigenos. Es proveniente de ratdn DBA/2, presenta caracteristicas
tipicas de macréfagos, como vesiculas lisosomales, capacidad de adhesion,
fagocitosis y formacion de rosetas, via la expresion de receptores Fc (Koren et al.,
1975), adicionalmente tienen la capacidad de formar tumores malignos y secretan IL-1
al medio (Hirose et al., 1985).

La linea celular macrofagica J774 también se utiliza en el desarrollo de farmacos
anticancerigenos. Proviene de un reticulosarcoma generado en una hembra de ratdn
BALB/c en 1968. Tiene capacidad de formar tumores metastasicos en ratones,
presenta receptores Fc, libera al medio IL-1 y lisozima (Ralph et al., 1976), ademas se
activan con anticuerpos dependientes de fagocitosis y su crecimiento es inhibido en

presencia de LPS y sulfato de dextran (Ralph etal., 1977).
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Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares fueron obtenidas del ATCC (American Type Culture Collection),
se cultivaron con IMDM (Iscove’s Modificed Dulbeco’s Médium) (Gibco BRL NY, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) desactivado (Gibco BRL NY,
USA), manteniéndose a 37°C, al 5% de CO, y humedad saturante, con resiembra
cada 48 h (Apéndice ).

Para determinar el efecto de los extractos sobre la proliferacion celular se usé una
densidad celular de 30,000 cel/ml para P388 y 13,000 cel/ml para J774. Las células
se mantuvieron en cultivo durante 72 h en placas de 96 pozos fondo plano (Corning
NY, USA) en las condiciones ya mencionadas. Se usaron diferentes concentraciones
(para el extracto H-387-07-GISeM y S. chinantlense SE 0, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5
y 5 pg/ml y para el extracto de S. chinantlense CE, y S. compositum 0, 0.3, 0.6, 1.2,
2.5, 5,10 y 20 pg/ml, empleando como controles la adicién de PBS como vehiculo y 5

UM de Ara-C como control positivo de inhibicién de proliferacion.

Adicionalmente mediante la ecuacién de regresion lineal se determiné la
concentracion necesaria de cada uno de los extractos para disminuir
aproximadamente un 50% la densidad celular (ICso) en cada linea leucémica con

respecto al vehiculo.

Cultivo de CMN de médula 6sea

Se usaron ratones hembras de 2 a 3 meses de edad clinicamente sanos de la cepa
CD1 que fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se obtuvieron los fémures y se
arrastraron las células totales de médula 6sea, haciendo fluir IMDM (Gibco BRL, USA)
suplementado con 10% de SFB (Gibco, USA). Posteriormente se separaron las CMN
mediante un gradiente de densidad (ficol densidad=1.077 g/ml) (Sigma, St Louis, M).
Por Ultimo se cultivaron las células en IMDM suplementado con 15% de SFB (Gibco
BRL, USA), 5% de suero equino e Interleucina 3 recombinante de raton, a una
densidad de 100,000 cel/ml en placas de 96 pozos (Corning NY, USA). Las células
fueron estimuladas con la ICso de los extractos para cada linea celular: PBS como
vehiculo; H-387-07-GISeM (1.39 ug/ml, 0.61 pg/ml); S. chinantlense CE (2.32 pg/ml,
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2.17 pg/ml); S. chinantlense SE (0.98 pg/ml, 0.26 pg/ml); S. compositum (2.75 pg/ml,
1.96 pg/ml) para P388 y J774 respectivamente y Ara-C como control (5 uM). Los

cultivos fueron mantenidos durante 5 dias en condiciones de cultivo.

Evaluacion de la proliferacion celular

La proliferacion celular fue evaluada mediante la técnica de cristal violeta modificada
por Kueng, 1989 y originalmente propuesta por Gillies et al.,, 1986. Brevemente,
transcurridas las 72 h de incubacién, las células fueron fijadas con 50 uL/pozo de
glutaraldehido al 1.1% durante 1 h (Apéndice 1). Posteriormente se eliminé el fijador y
se adicion6 50 pL de la solucién cristal violeta (Apéndice 1) para tefiir el nicleo de las
células (Wakelin et al., 1981) lo cual es un parametro indirecto para determinar el
namero celular (Gillies et al., 1986). La placa se mantuvo en agitacion en un agitador
de placas (Red Rotor, Instrumental electronicas, USA) durante 5 min, al término de
este periodo el colorante no asimilado por las células fue eliminado por lavados con
agua destilada. Finalmente el colorante unido a las células se solubilizé con 50 uL de
acido acético al 10% (Apéndice ) y se dejo agitar la placa durante 20 min.
Posteriormente se evalud la placa a una densidad 6ptica de 570 nm en un
espectrofotometro de placas (Tecan Spectra, Austria) y se graficaron los valores de
absorbancia en términos de porcentaje de proliferacién de los diferentes estimulos

con respecto al control.

Evaluacion de viabilidad

Las células fueron mantenidas en cultivo durante 72 h en placas de 96 pozos de
ultrabaja adherencia fondo plano (Corning NY, USA) en las condiciones ya
mencionadas. Para evaluar la viabilidad celular se utiliz6 una prueba de exclusion al
azul tripano, esta técnica se utiliza para determinar el nimero de células viables
presentes en una suspension de células, ya que éste colorante es capaz de penetrar
al interior de las células cuya membrana celular esta dafiada considerando a estas
células no viables. Las células que no se tifien de color azul se consideran vivas.

Brevemente, se tomo 20 uL de IMDM con células adicionandoles 20 uL de colorante,

en seguida se contaron las células vivas y muertas en el hemocitbmetro bajo el
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microscopio obteniendo el porcentaje de células vivas (Rodel 1996; Tanaka et al.,
1993).

Evaluacion de Cuerpos apoptoticos

La aparicion de cuerpos apoptéticos estrategias vigentes para detectar en forma
sencilla y barata la induccién de muerte por apoptosis (Elmore, 2007; Fenech, 2007;
Ling et al., 1993), Por lo anterior, se realizaron ensayos con células P388 y J774 con
0 sin la ICsp de H-387-07-GISeM, S. chinantlense CE, S. chinantlense SE, S.
compositum para cada linea celular. Las células fueron tefiidas con colorante Giemsa
y examinadas bajo el microscopio (Olympus BH-2), equipado con un lente de objetivo
100x. Cambios morfolégicos como disminucion del volumen celular, condensacion de
la cromatina, la pérdida de la regularidad de la membrana celular fueron parametros
citomorfolégicos evaluados en la formacion de cuerpos apoptoticos. Se contaron 200
células de cada experimento para obtener el porcentaje de células normales y

apoptéticas.

Manejo de datos.

Todos los experimentos fueron realizados al menos tres veces de manera
independiente por cuadriplicado. Los datos son presentados como media = la
desviacién estandar. Para determinar la diferencia significativa se aplicé un andlisis de
varianza (ANOVA), con la prueba de Tukey y Dunnett (p<0.05) para obtener la
diferencia significativa empleando el programa SPSS versién 11.0.
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RESULTADOS

EFECTO DE EXTRACTOS CRUDOS DE ESPECIES SILVESTRES DE Sechium Y
H-387-07-GISeM SOBRE LA PROLIFERACION DE LAS LINEAS LEUCEMICAS
MIELOIDES DE RATON P388 Y J774.

Previamente se habia mostrado por el grupo GISeM que concentraciones de 0, 40,
230, 470, 1180 y 2370 pg/ml de Sechium edule (Jacq) Sw. sobre la linea P388 se
obtenia una curva de proliferacion dosis-respuesta. Para evaluar el efecto
antiproliferativo de H-387-07-GISeM sobre P388 se decidi6 emplear las mismas
concentraciones (0, 40, 230, 470, 1180 y 2370 pg/ml), usando como control de
inhibicion de la proliferacion celular 5 pM de Ara-C. Mediante la técnica de cristal
violeta y después de 72 h de cultivo se encontré que no existe proliferacion celular en
P388 independientemente de la dosis empleada (Figura 6). Por lo anterior se decidio
reducir las concentraciones del extracto empleando 0, 1.2, 2.5, 5, 10, 20, 40 y 230
pg/ml, estas dos ultimas sirven como puntos de referencia con el ensayo anterior. Los
datos revelaron que la proliferacién también es afectada en mas del 50% a partir de
las concentraciones menores (Figura 7), por lo que usando el mismo razonamiento se
emplearon concentraciones de 0, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5 6 5 pg/ml, observando
bajo el microscopio una reduccién de la densidad celular en forma dosis-dependiente
(Figura 8) y por cristal violeta se obtuvo claramente la curva de inhibicion de la
proliferacion celular, donde se obtiene que existe una disminucion significativa a partir
de 0.3 pg /ml (Figura 9).

En relacion a la linea celular leucémica de raton J774, también fue necesario el
ejercicio de dilucion seriada, para establecer que con 0, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 250
5 ug/ml del extracto de H-387-07-GISeM se observd bajo el microscopio una
reducciéon de la densidad celular en forma dosis-dependiente (Figura 10), lo cual se
correlaciona con la reduccion de la proliferacion celular revelada con cristal violeta,

donde se observa una disminucion significativa a partir de 0.15 pg/ml (Figura 9).
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Figura 6.- Porcentaje de proliferacion evaluada por cristal violeta después de 72 h de cultivo de la linea
leucémica P 388 expuesta a 0, 40, 230, 470, 1180 6 2370 pg/ml de extracto de H-387-GISeM. Se
incluye Ara-C (5 uM) como control de inhibicion de la proliferacion. *Diferencia significativa (p<0.05) con

respecto al vehiculo (0 pg/ml).
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Figura 7.- Porcentaje de proliferacion evaluada por cristal violeta después de 72 h de cultivo de la linea
leucémica P388 expuesta a 0, 1.2, 2.5, 5, 10, 20, 40, 230 ug/ml de extracto de H-387-GISeM. Se
incluye Ara-C (5 uM) como control de inhibicién de la proliferaciéon. *Diferencia significativa (p<0.05) con

respecto al vehiculo (0 pg/ml).
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Figura 8. Reduccion de la densidad celular observada bajo el microscopio (10X) después de 72 h de

cultivo de la linea celular P388 con o sin diferentes concentraciones de extracto de H-387-07-GISeM.

Se incluye Ara-C (5 M) como control de inhibicién de la proliferacion.
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Figura 9.- Porcentaje de proliferacion evaluada por cristal violeta después de 72 h de cultivo de la linea
leucémica P388 y J774 expuesta a 0, 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5 y 5 pug/ml de extracto de H-387-

GISeM. Se incluye Ara-C (5 uM) como control de inhibicion de la proliferacién. *Diferencia significativa

(p<0.05) con respecto al vehiculo.
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Figura 10. Reduccion de la densidad celular observada bajo el microscopio (10X) después de 72 h de
cultivo de la linea celular J774 con o sin diferentes concentraciones de extracto de H-387-07-GISeM.

Se incluye Ara-C (5 pM) como control de inhibicién de la proliferacién.
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Debido a que tampoco se conocia el potencial para inhibir la proliferacion celular del
extracto de S. chinantlense con espinas (CE), S. chinantlense sin espinas (SE) y S.
compositum, fue necesario realizar los mismos ensayos de dilucibn en ambas lineas
leucémicas, por lo que se llego a establecer que con 0, 0.07,0.15,0.3,0.6,1.2,250
5 pg/ml de extracto de Sechium chinantlense SE y 0, 0.3, 0.6, 1.2, 2.5, 5, 10 6 20
pg/ml de extracto de Sechium chinantlense CE 6 Sechium compositum, se obtiene
una reduccion de la proliferacion en forma dosis-dependiente. Asi para el extracto de
S. chinantlense CE se observa que hay una disminucién significativa (p<0.05) de la
proliferacion a partir de 0.3 pg/ml en las lineas leucémicas P388 y J774. La
proliferacion disminuye en forma dosis-dependiente hasta una concentracibn maxima

de 20 pg/ml en donde la proliferacion desciende en mas del 90% (Figura 11).
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Figura 11.- Reduccidn de la proliferacion celular en forma dosis-dependiente inducida por el extracto de
S chinantlense CE sobre las lineas leucémicas P388 y J774. Evaluacion por cristal violeta después de
72 h de cultivo. Control con vehiculo (0), 0.3, 0.6, 1.2, 2.5, 5, 10y 20 pg/ml y Ara-C (5 uM). *Diferencia

significativa (p<0.05) con respecto al vehiculo.
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Para el extracto de S. chinantlense SE los datos obtenidos muestran que en P388 hay
una disminucion significativa (p<0.05) de la proliferaciéon a partir de 0.3 pg/ml,
mientras que para J774 es de 0.15 pg/ml. Mientras que para el caso de S.
compositum hay diferencia significativa a partir de 0.6 pg/ml en células P388 y 0.3
pg/ml en J774. La proliferacion disminuye en forma dosis-dependiente hasta una
concentracion maxima de 2.5 pg/ml en donde la proliferacién desciende en mas del
80%, actividad similar a Ara-C para S. chinantlense SE (Figura 12) yde 5 y 10 pg/ml
de S. compositum para J774 y P388 respectivamente (Figura 13).
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Figura 12.- Reduccidn de la proliferacion celular en forma dosis-dependiente inducida por el extracto de
S. chinantlense SE sobre las lineas leucémicas P388 y J774. Evaluacién con cristal violeta después de
72 h de cultivo. Control con vehiculo (0), 0.07, 0.15, 0.3, 0.6, 1.2, 25y 5 ug/ml y Ara-C (5 uM).

*Diferencia significativa (p<0.05) con respecto al vehiculo.
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Figura 13.- Reduccidn de la proliferacion celular en forma dosis-dependiente inducida por el extracto de
S. compositum sobre las lineas leucémicas P388 y J774. Evaluada por cristal violeta después de 72 h
en condiciones de cultivo. Control con vehiculo (0), 0.3, 0.6, 1.2, 2.5, 5, 10y 20 pg/mly Ara-C (5 uM).

*Diferencia significativa (p<0.05) con respecto al vehiculo.
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DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE LOS EXTRACTOS DE
Sechium, REQUERIDAS PARA DISMINUIR EN UN 50% LA DENSIDAD CELULAR
(ICs0) EN LAS LINEAS LEUCEMICAS P388 Y J774.

En las graficas anteriores se muestran las curvas de inhibicion de la proliferacion

celular de tipo dosis-dependiente sobre las lineas leucémicas tratadas con los

diferentes extractos de Sechium. En base a las gréaficas se obtuvo una ecuacion de

regresion lineal que permitié obtener el valor de la recta y con ellas determinar los

valores de concentracion que indican un decremento aproximado del 50% la densidad

celular (ICsp) (Tabla 1).

Tabla 1.- Valores de ICxg

S. H-387-07-GISeM
S.chinantlense CE

S. chinantlense SE

S.compositum

ICs0 (Mg/m)

P388 J774
139 + 0.1 0.61 = 0.02
232 = 032 217 = 0.01
098 £+ 0.14 0.26 = 0.02
275 = 032 196 + 0.12

ICs5o de extractos de Sechium sobre las lineas leucémicas P388 y J774 calculada a base de la curva

dosis-res puesta con la ayuda de una ecuacion de regresion lineal.
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EFECTO DE LAS ICs; DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS DE Sechium SOBRE
LA PROLIFERACION DE CELULAS MONONUCLEADAS DE MEDULA OSEA
NORMAL DE RATON.

Es importante determinar si la actividad de los extractos de Sechium se restringe
solamente a células leucémicas o también afecta el potencial proliferativo de células
normales. Para evaluar dicha actividad se procedido a evaluar el efecto de los
extractos sobre la proliferacion de células mononucleadas de médula 6sea normal de
ratbn en un cultivo in vitro. Las ceélulas fueron tratadas con o sin la ICso de los
extractos para cada linea celular: H-387-07-GISeM (1.39 pg/ml, 0.61 pg/ml); S.
chinantlense CE (2.32 pg/ml, 2.17 pg/ml); S. chinantlense SE (0.98 pg/ml, 0.26 pg/ml);
S. compositum (2.75 pg/ml, 1.96 pg/ml) para P388 y J774 respectivamente y Ara-C

como control (5 pM).

Los resultados indican que la ICso del extracto de H-387-07-GISeM disminuye en un
20% (IC50 J774) y 40% (ICso P388) la proliferaciéon de médula 6sea, mientras que las
otras dosis empleadas la reducen en aproximadamente en un 50%, excepto la ICsg
J774 (0.26 ug/ml) para S. chinantlense SE que solo inhibe aproximadamente un 20 %
(Figura 14).
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Figura 14.- Porcentaje de proliferacion celular alcanzada por las células mononucleadas de médula
6sea normal de ratén en presencia de las ICsy de los extractos de Sechium. Evaluacion con cristal
violeta después de 72 h de cultivo. H-387-07-GI1SeM (1.39 pug/ml, 0.61 pg/ml); S. chinantlense CE (2.32
pg/ml, 2.17 pg/ml); S. chinantlense SE (0.98 pg/ml, 0.26 pg/ml); S. compositum (2.75 pg/ml, 1.96 pg/ml)
correspondiente a la ICsy para J774 e ICsy para P388 respectivamente y Ara-C (5 puM). *Diferencia

significativa (p<0.05) con respecto al vehiculo (0 ug/ml).

VIABILIDAD DE LAS LINEAS CELULARES P388 Y J774 Y MEDULA OSEA
NORMAL DE RATON, TRATADAS CON LAS ICsy DE LOS EXTRACTOS DE

Sechium.

Al encontrar que las células tratadas con diferentes dosis de los extractos de H-837-
07-GISeM, S. chinantlense CE, S. chinantlense SE y S. compositum reducen su
proliferacion se procedio a evaluar el efecto de los extractos sobre la viabilidad de las
lineas celulares P388 y J774 y células de médula 6sea. Para el caso de las lineas
P388 y J774 se utilizaron las ICsp correspondientes, asi como una dosis menor y una
mayor a la ICsp para cada extracto, utilizando como control positivo de inhibicién al
Ara-C (5 uM). Después de 72 h en cultivo se evalud el porcentaje de viabilidad por

exclusién con azul tripano.
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Los datos obtenidos muestran que la linea celular P388 tratada con los extractos de
H-387-07-GISeM (0.69, 1.39, 2.7 ug/ml), S. chinantlense CE (1.16, 2.32, 4.6 ug/ml), S.
chinantlense SE (0.49, 0.98, 1.97 pg/ml) y S. compositum (1.37, 2.75, 5.5 pug/ml) dosis
ICs0

significativamente (p<0.05) usando la ICsp 0 concentracion mayor independientemente

menor, y dosis mayor respectivamente, la viabilidad se disminuye

del extracto empleado (Tabla 2).

Para el caso de la linea celular J774 tratada con los extractos de H-387-07-GISeM
(0.3, 0.61, 1.2 pg/ml) , S. chinantlense CE (1.05, 2.17, 4.3 pyg/ml), S. chinantlense SE
(0.13, 0.26, 0.52 pg/ml) y S. compositum (0.98, 1.96, 2.8 ug/ml) dosis menor, ICsp y
dosis mayor respectivamente, la viabilidad se disminuye significativa (p<0.05) solo con
una dosis mayor a la ICso (Tabla 2). Las células P388 y J774 tratadas con Ara-C 5 uM
tienen una viabilidad del 0% y del 42.4% respectivamente con respecto al vehiculo
(Tabla 2).

Tabla 2.- Viabilidad celular.

VIABILIDAD (%)

S. H-387-07- S. S. S.
Vehiculo GISeM chinantlense chinantlense | compositum Ara-C
CE SE

P388

<ICsg 86.1+11.2 85.5£13 83.2£17.0 72.5x4 .4*

ICso 97.3£10 | 76.1x17.6* 75.6+£14.9* 71.7+22.3* 54.5+14.6* 0x0*
>ICsp 41.1+ 9* 48.2+9.1* 36.3£13.4* 31.7£11.9*
J774

<ICs 95.1+5.4 88.7£10.2 95.1+54 97+7.6

ICso 100+6.8 93+7.4 83.9+11.3 93+7.4 95+11.2 [42.4+£11.2*
>ICso 60.5+14.4* 48.1+12.8* 84.6+£7.3 51.4+13.8*

Viabilidad de células P388 y J774 tratadas con o sin la ICsp junto con una dosis menor y una mayor de
los extractos de H-387-07-GISeM, S. chinantlense CE, S. chinantlense SE y S. compositum.
Evaluacién por exclusiéon con azul tripano después de 72 h en condiciones de cultivo. *Diferencia

significativa (p<0.05) con respecto al vehiculo.
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Por otra parte, se determind la viabilidad de células de médula 6sea tratada con
extractos de Sechium. Para evaluar dicho efecto, se realizaron ensayos in vitro con
células de médula 6sea normal de raton tratadas con o sin la ICsy de los extractos
para la linea celular P388 y J774: H-387-07-GISeM (1.39 pg/ml, 0.61 pg/ml); S.
chinantlense CE (2.32 pg/ml, 2.17 pg/ml); S. chinantlense SE (0.98 pg/ml, 0.26 pg/ml);
S. compositum (2.75 pg/ml, 1.96 ug/ml) para P388 y J774 respectivamente, y Ara-C 5
HM.

Se puede observar que los cultivo de médula ésea tratados con los extractos de
Sechium no afecta la viabilidad de las células a excepcion de la ICsp del extracto de S.
compositum para P388, en donde la viabilidad de la médula Osea disminuye
significativamente (p<0.05) sélo alcanza un 73%. Mientras que en los cultivos de

medula ésea con Ara-C el porcentaje de viabilidad es del 0% (Tabla 3).

Tabla 3.- Viabilidad de células de médula 6sea.

VIABILIDAD CELULAR (% viabilidad)

S. H-387- S. S. S.
Vehiculo | 07-GISeM chinantlense | chinantlense | compositum | Ara-C
CE SE
ICs0 100 £194 98.3+21.3 100+16.1 73.31£27.6*
P388
97451 0+0*
JI%SZ 100 £9.1 99.2+11.8 100+£19.2 86.81+17.8

Tabla 3. Viabilidad de células de médula 6sea tratadas con o sin la IC5y de los extractos de Sechium:
control con vehiculo (0 pg/ml); H-387-07-GISeM (1.39 pg/ml, 0.61 pg/ml); S. chinantlense CE (2.32
pg/ml, 2.17 pg/ml); S. chinantlense SE (0.98 ug/ml, 0.26 pg/ml); S. compositum (2.75 pg/ml, 1.96 pg/ml)
para P388 y J774 respectivamente y Ara-C 5 uM. Evaluada por exclusion con azul tripano después de

72 h en condiciones de cultivo. *Diferencia significativa (p<0.05) con respecto al vehiculo.
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EFECTO DE LAS IC5; DE LOS EXTRACTOS DE Sechium EN INDUCCION A LA
FORMACION DE CUERPOS APOPTOTICOS EN LAS LINEAS LEUCEMICAS

Una vez que se ha determinado que la actividad antiproliferativa de H-387-07-GISeM,
S. chinantlense CE, S. chinantlense SE, S. compositum en las lineas leucémicas
P388 y J774, en parte se relaciona a una reduccion de la viabilidad celular, se
procedié a explorar la posibilidad de una induccion de muerte celular genéticamente
programada o apoptosis. Para ello se realizaron ensayos con células P388 y J774 con
o0 sin la ICso de H-387-07-GISeM, S. chinantlense CE, S. chinantlense SE, S.
compositum para cada linea celular. Las células fueron tefiidas con colorante Giemsa
y examinadas bajo el microscopio (Olympus BH-2), equipado con un lente de objetivo
100x

Bajo el microscopio se observd, en ambas lineas celulares, un aumento en células
con cambios morfolégicos tanto en la condensacién y fragmentacion de la cromatina y
la presencia de cuerpos apoptoéticos, independientemente del extracto empleado. En
la figura 15 y 16 se observa un ensayo con células P388 y J774 respectivamente,
estimuladas durante 48 h con extracto de H-387-07-GISeM, S. chinantlense CE, S.

chinantlense SE, S. compositum.
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Figura 15.- Fotografias que muestran la presencia de cuerpos apoptoticos en células de la linea P388
después de 48 h al tratamiento con o sin la ICspde extracto de H-387-07-GISeM, S. chinantlense CE, S.
chinantlense SE, S. compositum y Ara-C 5 pM. Fotos tomadas en un microscopio (Olympus BH-2)

equipado con un lente de objetivo 100x.

36
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Figura 16.- Fotografias que muestran la presencia de cuerpos apoptéticos en células de la linea J774
después de 48 h al tratamiento con o sin la ICgyde extracto de H-387-07-GISeM, S. chinantlense CE, S.
chinantlense SE, S. compositum y Ara-C 5 puM. Fotos tomadas en un microscopio (Olympus BH-2)

equipado con un lente de objetivo 100x.
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Por otra parte, los cultivos con vehiculo, el porcentaje de cuerpos apoptéticos es de
0.5% y 0% en la linea celular P388 y J774 respectivamente. El extracto H-387-07-
GISeM es el que mas aumenta el porcentaje de cuerpos apoptéticos en la linea
celular P388 con un 65%. La linea celular J774 tratada con los extractos de H-387-07-
GISeM, S. chinantlense CE, S. chinantlense SE, S. compositum el porcentaje de

cuerpos apoptoticos esta entre 13% y 15.5% de las células totales (Tabla 5).

Tabla 5.- Porcentaje de cuerpos apoptoticos.

TRATAMIENTO Cuerpos (aog)optéticos
P388 J774

Vehiculo 05 £0.71 0+ O
S. H-387-07-GISeM 65 +9.90 13 £4.2
S.chinantlense CE 285 £2.12 155 +£0.7
S.chinantlense SE 44 +7.07 9+14
S.compositum 41 +1.57 13 +4.2
Ara-C 51 +6.36 72+4.2

Tabla 5.- Cuerpos apoptéticos inducidos en las lineas leucémicas P388 y J774 después de 48 h de
tratamiento con la ICsyp de H-387-07-GISeM, S. chinantlense CE, S. chinantlense SE, S. compositum y
Ara-C 5 uM.
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DISCUSION DE RESULTADOS

A pesar del avance en el conocimiento del cancer a nivel celular, molecular,
bioquimico vy fisiolégico, asi como el uso de este conocimiento en el diagndéstico y la
implementacién de terapias, en los dltimos afios se ha convertido en la primera causa
de muerte a nivel mundial (Tallman 2005, INEGI 2010), con incremento en el
diagnostico de nuevos casos clinicos a nivel mundial (WHO 2007). Por lo anterior
sigue vigente la necesidad de encontrar nuevas alternativas de tratamiento,
incluyendo nuevos medicamentos. De los 141 medicamentos que se usan para tratar
diferentes tipos de cancer, el 67% son derivados de una u otra forma de productos

naturales (Newman et al., 2007), incluyendo a los de origen vegetal.

La familia Curcubitaceae ha mostrado ser de interés biomédico, ya que algunas
especies de esta familia tienen compuestos con actividad antitumoral (Bruneton,
1991; Lavie et al., 1971). Por ejemplo, Wilbrandia sp. mostr6 efecto antitumoral in vivo
y capacidad citotoxica in vitro (Almeida et al., 1991). Por otra parte se reporto
actividad citotoxica del extracto etanolico de Cucumis dipsaceus Wender Steud, sobre
las lineas tumorales K-562 y Hep-2 (leucemia mieloide crénica y carcinoma epidermal
de laringe respectivamente) debido al contenido de esteroles, triterpenos vy
flavonoides (Ukiya et al., 2002).

El género Sechium pertenece a la familia Curcubitacea, Sechium edule (Jacq) Sw. es
la especie cultivada mas estudiada debido a su importancia desde el punto de vista
econdmico, alimenticio y en la medicina tradicional. Estudios fitoquimicos han
revelado que los extractos acuosos, metandlicos y etanélicos de Sechium edule
(Jacq) Sw. contienen fenoles, alcaloides, saponinas, flavonoides, esteroles y terpenos
(Yen, et al., (2001); Salama et al., 1986; Siliciano, 2004), moléculas que aisladas de
otras plantas han mostrando tener propiedades anticancerigenas (Cragg et al., 2005).
También se determiné que los frutos de Sechium edule (Jacq) Sw. contienen
Sechiumina, la cual es una proteina que inhibe la actividad ribosomal en HelLa (linea

celular de cancer cérvico-uterino) (Tsann etal., 1998).

Nuestro grupo de trabajo ha mostrado que extractos crudos obtenido de los frutos de

ocho variedades de Sechium edule (Jacq.) Sw. inhiben la proliferacién de las lineas
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cancerigenas de raton P-388 (leucemia mieloide) pero solo algunas lo hacen sobre L-

929 (fibrosarcoma de pulmén) (Salas y Torres, 2007).

En este trabajo se muestra que extractos crudos de frutos de S. chinantlense CE, S.
chinantlense SE, S. compositum y el hibrido H-387-07-GISeM inhiben la proliferacion
en forma dosis-dependiente de las lineas leucémicas mieloides de raton P388 y J774
(Figura 4, 6, 7 y 8). Este hecho aunado a que Sechium edule (Jacq) Sw., inhibe la
proliferacion de lineas de células leucémicas de ratdon indican que este género puede

compartir fitoquimicos con potencial antitumoral.

El potencial antitumoral de cada extracto se refleja en la ICsp, asi S. chinantlense SE
tuvo una ICsp de 0.98 y 0.26 pg/mL, el de H-387-07-GISeM fue 1.39 y 0.61 pug/mL, el
de S. chinantlense CE 2.32 y 2.17 pg/mL, y para S. compositum fue de 2.75 y 1.96
pg/mL para la linea celular P388 y J774 respectivamente (Tabla 1), comparado con la
ICs0 mayor a 400 pg/mL  de Sechium edule (Jacq) Sw. en P388 (Salas y Torres,
2007), lo cual indica que los extractos evaluados en este trabajo, en el peor de los
casos para P388, por lo menos es 150 veces mas potentes que los provenientes de

Sechium edule (Jacq) Sw.

Llama la atencion el potencial antiproliferativo de los extractos aqui evaluados si se
considera que el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos establece que
los extractos crudos con ICsp menor a 20 pg/mL son agentes con potencial
anticancerigeno (Boik, 2001). Nuestros extractos no solo estan en este rango sino que
incluso cumplen el mismo criterio de interés oncoldgico como si se tratara de
moléculas puras cuyo nivel de ICso es menor a 4 pg/mL (Boik, 2001), de hecho todos
nuestros extractos evaluados estan por debajo de estos niveles. Incluso son mucho
mas potentes que el extractos de Terminalia catappa L. que tiene actividad
antiproliferativa sobre un carcinoma de pulmén humano (A549) en concentraciones
mayores de 100 pug/mL y se consider6 como un potencial antimetastasico (Chu et al.,
2007). Los extractos fendlicos de Pinus massoinana Lamb., inhibieron el crecimiento
de células de cancer de mama (MCF-7 y HELF), en un rango de concentraciones de
3.5 a 500 pg/mL (Limei et al., 2008). El extracto de hojas de Polyalthia longifolia
(Sonn) Thw, mostré potencial anticancerigeno sobre una linea celular de cancer de

colon humano (SW-620) con una ICsp de 6.1 pg/mL.
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Por otro lado, el uso de la ICsy de cada extracto obtenida para cada linea celular, para
evaluar su efecto sobre la proliferacion de células mononucleadas de médula 6sea
normal de ratdn, revela que la proliferacién se reduce en menos del 50% con respecto
a los controles (Figura 9), pero la viabilidad celular es cercana al 100 % (Tabla3).
Interesantemente la ICso establecida para P388 y usada sobre la misma linea, la
viabilidad celular se reduce en forma significativa, concentracion que siempre fue
mayor a la requerida para frenar la proliferacion de J774 (Tabla 2), esto significa que
las células normales son mas tolerantes a la presencia del extracto, lo cual sugiere

una posible selectividad de la actividad citotoxica para las células tumorales.

El decremento de la viabilidad se puede explicar por la activacion de la apoptosis. El
uso de las ICsp para cada extracto y linea celular, sobre la misma linea celular, se
encontr6 que P388 y J774 muestran evidentes cambios morfologicos tales como
aumento del wvolumen celular, modificacion en el tamafio citoplasma-nucleo,
condensacion de la cromatina nuclear, fragmentacion en algunas células,
fragmentacion nuclear con membrana celular intacta y formacion de cuerpos
apoptoticos (Figura 10 y 11); cambios citomorfolégicos compatibles con el proceso de
apoptosis y que son parametros vigentes para evaluar este tipo de muerte celular
(Ling et al.,, 1993; Song et al., 2005; Zalacain et al., 2005; Fenech, 2007). La
evaluacién del porcentaje de cuerpos apoptéticos muestra aumento significativo en
presencia de extractos de Sechium en comparacion con los controles (Tabla 5). Por lo
anterior es evidente que los extractos de Sechium culminan en la induccién de
apoptosis, aunque al igual que en la mayoria de las pruebas para evaluar muerte por
apoptosis es necesario analizar otro evento de este proceso en tiempo y forma como
puede ser fragmentacion de ADN y/o Annexina V, para reforzar las evidencias de

induccién de apoptosis mediado por los extractos.

Aungue, como ya se menciond, se conocen algunos compuestos presentes en frutos
de Sechium edule (Jacq) Sw., es importante caracterizar en mayor medida los
fitoquimicos que se encuentran en los extractos crudos. De esta manera se
determinara si la actividad biolégica es exclusiva de un compuesto especifico, 0 es la
suma del conjunto de moléculas con propiedades anticancerigenas, aunque estudios
recientes indican que el uso de extractos crudos exhiben mejor actividad antitumoral

que el principio activo aislado y que incluso sinergizan con la actividad de
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antineoplasicos clasicos con la consecuente reduccion de los efectos secundarios
(Sharabani et al., 2006). Un tema de investigacion abierto y que debe abordarse en un

futuro empleando nuestros extractos.
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CONCLUSIONES

Los extractos de S. chinantlense CE, S. chinantlense SE, S. compositum vy el
hibrido H-387-07-GISeM inhibe la proliferacion celular de forma dosis-
dependiente en las lineas leucémicas de ratébn P388 y J777, siendo el extracto

de S. chinantlense SE el que mas potencial antiproliferativo tiene.

La IC5 de los extractos de cada linea celular reduce aproximadamente el 50%
la densidad celular en cultivos de células mononucleadas de médula Osea
normal de raton. Excepto la ICso de S. chinantlense SE H-387-07-GISeM para
J774 que solo reducen un 20% la proliferacion de médula 6sea.

Los extractos de las especies de Sechium disminuyen significativamente la
viabilidad en la linea leucémica P388 y en menor medida a las células de J774,

pero no afecta la viabilidad de médula 6sea.

La IC5o de cada extracto para cada linea celular induce la formacidén de cuerpos

apoptéticos en las lineas leucémicas P388 y J774.
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APENDICE |

“Preparacion de reactivos”

Obtencion de extractos

Se utilizaron 1 Kg de frutos de madures horticola colectados in situ en el banco de

germoplasma del grupo GISeM ubicado en Huatusco, Veracruz.

Los frutos se cortaron en trozos pequefios, secados a 50 °C con circulacion de aire y
macerados para estandarizar el tamafio de particula. Se mezclé con metanol al 96% vy
se dejo reposar por 48 h a temperatura ambiente (20 °C + 2). La mezcla se decanto y
se filtro por 12 ocasiones renovando el disolvente hasta agotar los componentes
solubles. Posteriormente se evaporo el disolvente a presion reducida para obtener el

extracto crudo.

Dilucién de extractos

Se pesan 71.2 mg del extracto crudo y se coloca en un eppendorf, nuevo, estéril y

etiquetado al cual se le adicionan 40 pL de etanol al 96%. El vial se agita

vigorosamente en un vortex (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA) para facilitar la

solubilizacion del extracto.

Aforar a 1ml con Solucion Buffer de Fosfatos (PBS) y agitar en el vortex para
homogenizar la muestra. Centrifugar (Beckman, TJ-6, USA) el extracto solubilizado a
2000 rpm durante 5min, se colecta el sobrenadante en un eppendorf nuevo y se

etiqueta como stock 1.

Tomar del stock 1, 200 pyL y vaciar a otro eppendorf, adicionar 400 uL de PBS y

etiquetar como stock 2.

Del stock 2 se toman 0.4, 2, 4, 10 y 20 pL que corresponden a 40, 230, 470, 1180 y

2370 ug/ml para realizar los ensayos biolégicos.
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Para preparar un stock mas diluido, se toman 12.5 pL del stock 2 y adicionar 725 pL
de PBS para formar el stock 3. Del stock 3 se toman 0.6, 1.2, 2.5, 5, 10 y 20 uL que

correspondena 1.2, 2.5, 5, 10, 20 y 40 ug/ml para realizar los ensayos biolégicos.

Para obtener las dosis empleadas en la curva dosis-dependientes, se toman 50 uL del
stock 3 y adicionar 750 yuL de PBS para formar el stock 4. Del stock 4 se toman 0.6,
1.2, 25,5, 10 y 20 yL que corresponden a 0.07, 0.15, 0.3, 0.6. 1.2 y 2.5 pg/ml para

realizar los ensayos biolégicos.

Después de realizar las diluciones y antes del ensayo biolégico, se esterilizan los

extractos en luz UV por 30 min.

IMDM (Iscove’s Modificed Dulbecco’s Medium)

Esta solucion es el medio de cultivo para las lineas celulares. Para preparar 1 litro de
IMDM.

e 1L de Agua bidestilada.
e 1 sobre de IMDM, aprox. 17.7g
e 3.0249 Bicarbonato de sodio (Na;HCO3)

e 0.031g Penicilina-Estreptomicina

El sobre de IMDM se disuelve poco a poco en 800 ml de agua bidestilada, una vez
disuelto completamente se adiciona el bicarbonato de sodio, aforar a 1L y dejar en
agitacion por 15 min. La solucién se filtra atreves de una membrana de nitrocelulosa
(Millipore, USA) con diametro de 0.22 pm, en un ambiente estéril. Vaciar a botellas

estériles, adicionar la Penicilina-Estreptomicina. Almacenar a 4°C.
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SFB (Suero Fetal Bovino)

El SFB se inactiva antes de usarse. Para la inactivacién se deja a temperatura
ambiente hasta su descongelacion, posteriormente se pone en un bafio de agua a
56°C por 30 min con el propdsito de inactivar proteinas del complemento y se

homogeniza suavemente cada 10 min. Se Almacenar a -20°C.

PBS (solucion buffer de fosfatos)

Esta solucidn de sales de fosfato conserva la fisiologia celular. Para preparar 1L de

PBS se necesitan:

e 1L Agua bidestilada

e 8.0g Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma, Chem, USA)

e 0.2g Cloruro de potasio (KCI) (Sigma, Chem, USA)

e 2.169g Fosfato monoéacido de sodio (Na;HPO,) (Sigma, Chem, USA
e 0.2¢g Fosfato diacido de potasio (KH,P O4) (Sigma, Chem, USA)

Las sales de NaCl, KCl y KH,PO4 se disuelven completamente una por una en 800 ml
de agua bidestilada. Una vez disuelto todo se ajusta el pH de 7.2-7.4 con NaHPO, y
se afora al volumen final de 1L. Se esteriliza por autoclave, se dejar enfriar y

almacenar a 4°C.

Verseno

Esta solucion sirve para despegar a las células adherentes. Para preparar 1L.
e 1L Agua bidestilada.
e 8.0g Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma, Chem, USA).
e 0.49g Cloruro de potasio (KCI) (Sigma, Chem, USA).

e 0.2g EDTA (Sigma, Chem, USA).
e 3.049g Tris Base (Sigma, Chem, USA).
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En 800 ml de agua bidestilada se agregan cada uno de los reactivos hasta su
disolucion completa. Aforar a 1L y corroborar que el pH sea de 7.3.
En caso de ser basico utilizar HCI 1N vy si es acido ocupar NaOH. Se esterilizarla por

autoclave, se dejar enfriar y almacenar a 4°C.

Glutaraldehido al 1%

Se toman 1.57 ml de glutaraldehido (70% v/v) a un frasco ambar, se le agrega 98.43
ml de agua bidestilada y agitar suavemente. Esta solucion se conserva a temperatura

ambiente.

Cristal violeta 1%

Se prepara en una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM pH 6 que se
prepara al disolver 3.96g de NaOH a 4.28 ml de &cido férmico. Una vez preparada
esta solucion se adiciona 1g de cristal violeta y se afora a 500 ml con agua
bidestilada. Finalmente, la solucion cristal violeta se filtra usando papel Whatman #2 y

se almacena a temperatura ambiente.

Acido acético al 10%

Para realizar 100 ml de solucién, se toman 90 ml de agua bidestilada y se le agregan

10 ml de acido acético glacial.

La solucion al 1%, se toman 99 ml de agua bidestilada y se le agrega 1 ml de acido
acético glacial.
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APENDICE I

Ecuaciones de regresion lineal para obtener la ICsg

P-388
Extracto Ecuacién ICso
2Q7.07 y =-0.450x + 1.209
H-387-07-GISeM R? = 0.064 1.39
) y =-0.096x + 0.644
S. chinantlense CE R?2 = 0843 2.54
. y =-0.415x + 0.809
S. chinantlense SE R = 0.965 0.98
. y=-0.111x+ 0.804
S compositum R? = 0.760 2.75
J-774
Extracto Ecuacion ICx0
H-387-07-GISeM y=-0.413x+0.551 0.61
R2=0.822
S. chinantlense CE y =-0.122x+ 0.515 2.17
R2=0.962
S. chinantlense SE y =-166.0x + 95.29 0.26
R2 =0.954
S compositum y =-0.158x+ 0.661 1.96

R2=0.963
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