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RESUMEN

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el desarrollo de células
anormales que se dividen sin control y tienen la capacidad de infiltrarse y destruir el
tejido corporal normal. A menudo, el cancer tiene la capacidad de propagarse por el
cuerpo. El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Entre
los tipos de cancer mas comunes se encuentran la leucemia mieloide aguda vy el
cancer cervicouterino. Para este trabajo se propuso investigar el efecto citotoxico
de los extractos etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya y Justicia Spicigera,
dos plantas con propiedades antioxidantes, en células K562 y Hela,
correspondientes a estos tipos de cancer. Ademas, se evalué el efecto citotoxico de
estos mismos extractos en células de fibroblastos NIH 3T3 como un control de
comparacion entre células de cancer y células sanas. Para ello, los extractos
obtenidos fueron aplicados en tratamientos de 25, 50, 100 y 300ug/mL, e incubados
durante 24 y 48 horas para posteriormente interpretar los resultados por medio del
ensayo MTS. Para analizar si dichos extractos tienen un efecto sobre la migracion
en células sanas, se realizd un ensayo de cierre de herida sobre células de
fibroblastos NIH 3T3. Los resultados mostraron que los tratamientos con extractos
etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya no tienen efecto citotdxico significativo
sobre ninguna de las lineas celulares evaluadas. Los tratamientos con extracto
etandlico-acuoso de Justicia spicigera tienen un efecto citotoxico significativo
(p < 0.05) sobre las células HelLa a las concentraciones de 50, 100 y 300ug/mL
luego de 48 horas de tratamiento, mientras que el extracto acuoso de Justicia
spicigera no mostré efecto citotdxico significativo sobre ninguna de las lineas
celulares evaluadas. Ademas, ninguno de los extractos utilizados mostré efecto
citostatico, en cambio mostraron efecto de cierre de herida sobre las células de
fibroblastos NIH 3T3.

Palabras clave: Cancer, Carica papaya, Justicia spicigera, citotoxico, citostatico.
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ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by the development of abnormal cells that divide
uncontrollably and can infiltrate and destroy normal body tissue. Cancer often can
spread throughout the body. Cancer is one of the leading causes of death in the
world. Among the most common types of cancer are acute myeloid leukemia and
cervical cancer. Therefore, for this work it was proposed to evaluate the cytotoxic
effect of the ethanolic-aqueous and aqueous extracts of Carica papaya and Justicia
spicigera, two plants with antioxidant potential, in K562 and Hela cells,
corresponding to these types of cancer. Furthermore, the cytotoxic effect of these
same extracts was evaluated in NIH 3T3 fibroblast cells as a comparison control
between cancer cells and healthy cells. To do this, the extracts obtained were
applied in treatments of 25, 50, 100 and 300ug/mL, and incubated for 24 and 48
hours to subsequently interpret the results using the MTS assay. To analyze whether
these extracts influence migration in healthy cells, a wound healing assay was
performed on NIH 3T3 fibroblast cells. The results showed that treatments with
ethanolic-aqueous and aqueous extracts of Carica papaya do not have a significant
cytotoxic effect on any of the cell lines evaluated. Treatments with ethanolic-aqueous
extract of Justicia spicigera have a significant cytotoxic effect (p < 0.05) on HelLa
cells at concentrations of 50, 100 and 300ug/mL after 48 hours of treatment, while
the aqueous extract of Justicia spicigera did not show a significant cytotoxic effect
on any of the cell lines evaluated. Furthermore, none of the extracts used showed
cytostatic effect, instead they showed wound closure effect on NIH 3T3 fibroblast

cells.

Keywords: Cancer, Carica papaya, Justicia spicigera, cytotoxic, cytostatic.



1. INTRODUCCION

1.1.El cancer

El cancer es una enfermedad en la que algunas células del cuerpo crecen sin control
y se propagan a otras partes del cuerpo; se caracteriza por la presencia de células
malignas que sufren aceleracion del ciclo celular, alteraciones gendmicas,
crecimiento invasivo, aumento de la movilidad celular, entre otros aspectos (Baba &
Catoi, 2007). Morfologicamente, la célula cancerosa se caracteriza por un nucleo
grande de tamarfo y forma irregular, los nucléolos son prominentes, el citoplasma
es escaso e intensamente coloreado o, por el contrario, palido. Las mitosis son
caracteristicas de las células malignas. EI numero de mitosis aumenta, aparecen
formas de mitosis atipicas con defectos en el huso mitético, lo que da como
resultado asteres triples o cuadruples y estructuras asimétricas y formas atipicas de
cromosomas. Los cambios nucleares explican la presencia de diferentes clones

celulares y anomalias genéticas asociadas a estos cambios (Baba & Céatoi, 2007).

Las células cancerigenas proliferan hasta formar agregados o tumores. Los tumores
se clasifican tradicionalmente de cuatro maneras en términos generales: por su
ubicacion en un tejido, 6rgano o sistema, luego por el tipo de tejido especifico en el
que se desarrolla (carcinoma, sarcoma, mieloma multiple, leucemia o linfoma), por
el grado del tumor, lo cual describe la diferenciacion de las células del cancer y su
anormalidad, y finalmente por estadio, es decir, el grado de diseminacion de este
(Carbone, 2020).

La diseminacién de las células tumorales e invasidn a otros tejidos se conoce como
metastasis (figura 1) y depende de varios mecanismos mutados en la célula, por
ejemplo, la pérdida de uniones celulares, capacidad de extravasacion e invasion,
capacidad de renovar uniones, pérdida de inhibicidon por contacto, entre otras. Esta
capacidad de migracion se puede evaluar mediante ensayos simples como el de
cierre de herida (Wang et al., 2019).
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Figura 1. Metastasis: en la metastasis, las células cancerosas se desprenden del tumor
original (cancer primario), viajan a través de la sangre y el sistema linfatico, y forman nuevos
tumores (tumores metastasicos) en otras partes del cuerpo. El tumor metastasico es el
mismo tipo de cancer que el tumor primario (Instituto Nacional del Cancer). Imagen tomada
de Instituto Nacional del Cancer.

Los canceres mas comunes (enumerados en orden descendente segun los nuevos
casos estimados en 2024) son el cancer de mama, el cancer de préstata, el cancer
de pulmén y bronquios, el cancer de colon y recto, el melanoma de piel, el cancer
de vejiga, el cancer de rifidn y pelvis renal, el linfoma no Hodgkin, el cancer de
endometrio, el cancer de pancreas, la leucemia, el cancer de tiroides y el cancer de
higado. En nifios, el cancer mas comun es la leucemia, que representa alrededor
del 52% de los casos de cancer en menores de 18 afos en México (Beltran et al.,
2022). En la mujer, los canceres que mas se diagnostican en México son el de
mama Yy el cervicouterino, y son las dos primeras causas de muerte por neoplasias

malignas en mujeres mayores de 25 afios (Sanchez et al., 2022).



1.1.1. Leucemias

La hematopoyesis es un proceso altamente regulado por el cual las células madre
se diferencian y maduran en eritrocitos, megacariocitos y células inmunes de linaje
mieloide, linfoide o monocitico en la médula ésea o los tejidos linfaticos (figura 2).
Los errores genéticos, como las translocaciones cromosomicas reciprocas, las
deleciones cromosomicas, las mutaciones puntuales y las alteraciones
epigenéticas, pueden detener la maduracion de las células madre en diferentes
etapas de la hematopoyesis, o que da lugar a la proliferacion descontrolada de

células inmunes leucémicas inmaduras (Bispo et al., 2020).

La leucemia se refiere a la expansion clonal de células leucémicas en la médula
0sea, que clasicamente da como resultado un numero elevado de células del linaje
afectado en la sangre circulante y, con ciertas neoplasias malignas linfoides, una
proliferacion celular anormal en el tejido linfatico (Hurtado et al., 2012). Se pueden
clasificar como agudas o crénicas segun la rapidez de proliferacion y mieloides o
linfoides segun la célula de origen. Los subtipos predominantes son la leucemia
mieloide aguda (LMA) y la leucemia mieloide crénica (LMC), que afectan al linaje
mieloide; la leucemia linfoblastica aguda (LLA); y la leucemia linfocitica crénica
(LLC), que afecta a la cadena linfoide. Otras variantes menos comunes, como las
leucemias de células B y T maduras, y las leucemias relacionadas con células NK,
por nombrar algunas, surgen de los glébulos blancos maduros (Chennamadhavuni
et al., 2023).
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Figura 2. Hematopoyesis. Imagen tomada de Instituto Nacional del Cancer.



1.1.1.1. Leucemia mieloide crénica

La leucemia mieloide cronica (LMC), BCR-ABL1-positiva, se clasifica como una
neoplasia mieloproliferativa compuesta predominantemente por granulocitos
proliferantes y que tiene el cromosoma Filadelfia/translocacion t(9;22) (q34;911.2).
La LMC afecta tanto la sangre periférica como la médula 6sea. Existe una mayor
incidencia de LMC entre los sobrevivientes de la bomba atomica; sin embargo, se

desconocen los factores de riesgo predisponentes (Eden et al., 2023).

La oncoproteina de fusiéon BCR-ABL1 define la LMC. Entre el 90% y el 95% de los
pacientes con LMC tienen un cromosoma 22 acortado debido a una translocacion
reciproca t(9;22) (q34;q11.2) llamada cromosoma Filadelfia. El gen ABL1 codifica
una tirosina quinasa no receptora en el cromosoma 9, y BCR es una regién de grupo
de puntos de ruptura en el cromosoma 22 (Meza-Espinoza at al., 2022). La
oncoproteina traducida, en la mayoria de los casos, es de 210 kd y se llama p210
BCR-ABL1. El empalme alternativo da como resultado p190 y p230 BCR-ABL1, que
pueden mostrar diferentes presentaciones. Esta oncoproteina actua como una
tirosina quinasa defectuosa expresada de forma constitutiva. Las vias descendentes
afectadas incluyen JAK/STAT, PI3K/AKT y RAS/MEK; Implican el crecimiento
celular, la supervivencia celular, la inhibicidon de la apoptosis y la activacion de

factores de transcripcion (Faderl et al., 1999).

En México, estas enfermedades se presentan generalmente en pacientes mas
jévenes en comparacion con los de la poblacién caucasica. Las pruebas de rutina
BCR/ABL, disponibles desde 1994 en Meéxico, han permitido la verificacion
molecular del diagnéstico de LMC, el seguimiento de los pacientes y, mas
recientemente, la eleccion del tratamiento. El tratamiento con TKI, como imatinib,
dasatinib y nilotinib, entre otros, sigue siendo el tratamiento de eleccion para los
pacientes con LMC. Lamentablemente, los tratamientos con TKI son muy costosos,
lo que restringe su uso en economias limitadas, que son prevalentes en México
(Ruiz, 2016).



1.1.2. Cancer cervicouterino

El cancer de cuello uterino es el cuarto cancer mas comun entre las mujeres en todo
el mundo y es causado casi en su totalidad por el virus del papiloma humano (VPH).
La infeccién por VPH es un paso necesario para la formacion de casi todas las
lesiones precancerosas y cancerosas. La cepa del VPH que causa la infeccion
también afecta el riesgo. Mdltiples subtipos del VPH infectan a los seres humanos;
los subtipos 16 y 18 son los que exhiben una relacion mas estrecha con la formacién

de una displasia de grado alto y cancer (Fowler et al., 2023).

La deteccidén temprana incluye pruebas de VPH y pruebas de Papanicolaou. Las
pruebas de VPH identifican la exposicién a tipos de VPH de bajo y alto riesgo,
mientras que las pruebas de Papanicolaou identifican citologia anormal. La
prevencion primaria del cancer de cuello uterino consiste en la vacunacion contra el
VPH para prevenir esta enfermedad. La eficacia estimada de la vacunacion contra
el VPH es del 90 % (Spinner et al., 2019).

El cuello uterino esta revestido por epitelio escamoso estratificado que cubre el
exocérvix y el epitelio columnar secretor de moco caracteristico del canal
endocervical. La transicion entre estas dos poblaciones de células se denomina
unién escamocolumnar y se cree que es esta area la que corre mayor riesgo de
transformaciéon neoplasica viral (Grases et al., 2005). Los tumores que surgen en el
exocérvix suelen ser carcinomas de células escamosas, que representan
aproximadamente el 75% de los casos de carcinoma cervical invasivo. Por el
contrario, los tumores que surgen del endoceérvix tienen mas probabilidades de ser
adenocarcinomas. Los carcinomas de cuello uterino adenoescamosos, de células
pequefias o neuroendocrinos, papilares serosos y de células claras son subtipos

histolégicos menos comunes (Small et al., 2017).



1.2.Lineas celulares cancerigenas

1.2.1. Cultivos celulares in vitro

El cultivo celular se refiere a los métodos de laboratorio que permiten el crecimiento
de células eucariotas o procariotas en condiciones fisioldgicas (figura 3). Su origen
se remonta a principios del siglo XX, cuando se introdujo para estudiar el
crecimiento y la maduracion de los tejidos, la biologia de los virus y el desarrollo de
vacunas, el papel de los genes en la enfermedad y la salud, y el uso de lineas
celulares hibridas a gran escala para generar productos biofarmacéuticos
(Santacruz et al., 2017). Las aplicaciones experimentales de las células cultivadas
son tan diversas como los tipos de células que se pueden cultivar in vitro. Sin
embargo, en un contexto clinico, el cultivo celular se vincula mas comunmente a la
creacion de sistemas modelo que estudian la biologia celular basica, replican los
mecanismos de las enfermedades o investigan la toxicidad de nuevos compuestos

farmacolégicos (Segeritz & Vallier, 2017).

Es evidente que el estudio de la actividad celular in vitro tiene varias ventajas y
desventajas. La principal ventaja es la consistencia y reproducibilidad de los
resultados que se pueden obtener al utilizar un lote de células clonales. Los cultivos
celulares tienen un alto control del entorno fisicoquimico (es decir, pH, temperatura,
presidn osmatica, oxigeno y tension de didxido de carbono) que se puede controlar
con mucha precision, y el control de las condiciones fisiologicas, que se pueden
examinar constantemente (Zhao, 2023). Por otro lado, las principales desventajas
del cultivo celular son que requiere personal altamente calificado, las técnicas deben
realizarse utilizando estrictas técnicas de asepsia porque las células animales
crecen mas lentamente que muchos de los contaminantes comunes (por ejemplo,
bacterias, virus y hongos). Ademas, las células animales pueden no sobrevivir
cuando estan aisladas y, por lo tanto, no son capaces de una existencia
independiente y sostenible sin proporcionar un entorno complejo. Una de las
principales limitaciones del cultivo celular es el gasto y el esfuerzo que se debe
aplicar para obtener una cantidad relativamente baja de células (Arango et al.,
2013).



1.2.2. Células K562

Las células de leucemia mieloide, como lo son las células K562 (figura 3), pueden
ser un modelo util para el estudio de este cancer; estas células tienen una ventaja
de crecimiento sobre las células normales. La ventaja de crecimiento se debe a la
rapida tasa de proliferacion de las células blasticas de la leucemia, ya que estas
células en general se dividen mas rapidamente que las células sanas. Las células
leucémicas se acumulan debido a su incapacidad para madurar hasta convertirse
en células terminales funcionales que no se dividen. Dado que la maduracién y la
proliferacion son eventos vinculados, el crecimiento de células leucémicas podria
disminuir en gran medida si pudiera inducirse la maduracién celular (Hartmann &
Metzeler, 2019). La linea K562 esta compuesta por células blasticas indiferenciadas
con un diametro de aproximadamente 20 ym que son ricas en glicoforina. Estas
células tienen un citoplasma baséfilo que no contiene granulos y hay dos o mas
nucléolos prominentes. Una caracteristica destacada de la linea celular K562 es la
marcada anomalia cariotipica. Estas células tienen casi 1,5 veces el numero normal
de cromosomas: 70 XXX, -13, =17, +7, +9 (p11), mas un pequefio cromosoma
metacéntrico, Xp—, 3p—, 9p—, 1(15;18) (q21;923), r(22), 0 22qg—. Las células tienen un
pequefio anillo cromosémico r(22) o retienen el cromosoma Filadelfia (229-)
(Koeffler & Golde, 1980).
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Figura 3. Células de leucemia mieloide crénica K562. Imagen tomada de la ATCC.



1.2.3. Células HelLa

Las células HelLa (figura 4) fueron la primera linea celular humana establecida;
originada de una biopsia de carcinoma cervical de la paciente Henrietta Lacks. A
diferencia de una poblacién normal de células humanas, que se dividen de 40 a 50
veces antes de morir, las células HeLa pueden dividirse rapida e indefinidamente
(Hsu et al., 1976). El cariotipo de las células humanas normales contiene 46
cromosomas, mientras que las células HelLa tienen de 76 a 80 cromosoma, este
cariotipo esta asociado con el VPH, VPH18, que es responsable de casi todos los
casos de cancer de cuello uterino. EI VPH inserta su ADN en la célula huésped,
como resultado, la célula huésped comienza a sintetizar la proteina E6 que se une
e inactiva a la proteina p53, conocida como “guardian del genoma” debido a su
papel en la prevencion de mutaciones y la supresion del tumor. Por lo tanto, la
inactivacion de la proteina p53 puede tener consecuencias desastrosas (Kochetkov
et al., 2007).

Las células HelLa han tenido un impacto significativo en la ciencia y la medicina
moderna. Desde su aislamiento en 1951, estas células han revolucionado el estudio
de enfermedades. Se han utilizado en mas de 70,000 investigaciones en todo el
mundo, contribuyendo a importantes avances médicos y terapéuticos, las cuales
incluyen la prueba de la vacuna de la polio por Jonas Salk en la década de 1950,
descubrimientos cruciales en el estudio del cancer, el SIDA y otras enfermedades,
asi como contribuciones al desarrollo de tratamientos médicos y terapias (Arana et
al., 2022).
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Figura 4. Células de cancer cervicouterino HelLa. Imagen tomada de Villavicencio et al.,
2008.



1.3.Citotoxicidad

Un compuesto es citotdxico cuando daina la subestructura o funcién de una célula,
a menudo provocando la muerte celular, mientras que la toxicidad generalmente se
refiere a los efectos dafinos de los compuestos en organismos completos. La
citotoxicidad se utiliza para intentar predecir la toxicidad in vivo de los compuestos
y a menudo se mide en paralelo con las funciones celulares diana del farmaco para
medir la especificidad de un compuesto a la hora de afectar la funcion celular
deseada (Dougall & Unitt, 2015). La toxicidad es un evento complejo in vivo, donde
puede haber dafo celular directo, como ocurre con un farmaco anticancerigeno
citotoxico, efectos fisioldgicos, como el transporte de membrana en el riidn o
neurotoxicidad en el cerebro, efectos inflamatorios, tanto en el lugar de aplicacion
como en otros lugares, y otros efectos sistémicos. Actualmente, es dificil monitorear
efectos sistémicos y fisiolégicos in vitro, por lo que la mayoria de los ensayos
determinan efectos citotoxicos a nivel celular. Las definiciones de citotoxicidad
varian dependiendo de la naturaleza del estudio y si las células mueren o

simplemente tienen su metabolismo alterado (Freshney & Freshney, 2005).

La citotoxicidad es un término simplificado que se utiliza para describir un Unico
efecto toxico sobre cualquier tipo de célula que puede tener diversos origenes,
incluidas las células endoteliales, epiteliales 0 mesenquimales; o si se trata de un
tipo de célula especifico, por ejemplo, el término hemdlisis puede utilizarse para
describir el impacto citotoxico sobre un glébulo rojo (Salazar et al., 2022). La
citotoxicidad (incluida la hemolisis) es uno de los primeros puntos finales evaluados
en el desarrollo de farmacos y proporciona informacion util para establecer
parametros experimentales relacionados con la dosis para experimentos
farmacolégicos in vitro (Gould & Templin, 2023). La exposicion celular a un
compuesto citotéxico puede resultar en varios escenarios dentro de la célula. Para
este punto, la célula activa progresivamente la fase de muerte celular, ya sea por
medio de la activacion de la muerte celular programada (apoptosis) o por medio de
necrosis, donde la integridad de la membrana celular o el control de muerte se ven
perdidos (lstifli et al., 2019).



1.4.Viabilidad celular y ensayo MTS

La viabilidad celular se define como el numero de células sanas en una muestra y
la proliferacion de células es un indicador vital para comprender los mecanismos de
accion de ciertos genes, proteinas y vias involucradas en la supervivencia o muerte
celular después de la exposicidén a agentes toxicos. Existe una variedad de métodos
de ensayo basados en varias funciones celulares. Estos métodos se pueden
clasificar en diferentes categorias: métodos de exclusion de colorantes, métodos

basados en la actividad metabdlica, ensayo de ATP, etc (Huang et al., 2004).

MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)
es una sal de tetrazolio, descrita después de los compuestos MTT y XTT. MTS, en
presencia de metosulfato de fenazina (PMS), un agente de acoplamiento electrénico
se reduce a cristales de formazan por enzimas reductasas mitocondriales en células
vivas (Aysun et al., 2016). Los cristales de formazan reducido son solubles en agua,
se disuelven en medio de cultivo celular directamente y eliminan el uso de cualquier
solucion adicional o paso de lavado. La solucién reactiva MTS tiene mas estabilidad
de almacenamiento en comparaciéon con MTT o compuestos XTT aunque necesita
confirmacion con observacion microscopica. Este ensayo es util para detectar la
viabilidad celular en respuesta a farmacos, varios tipos de citocinas, factores de

crecimiento, farmacos citotoxicos y agentes anticancerigenos (Aysun et al., 2016).

El ensayo MTS a menudo se describe como un ensayo MTT de “un solo paso”, que
ofrece la comodidad de agregar el reactivo directamente al cultivo celular sin los
pasos intermitentes requeridos en el ensayo MTT (Kuete et al., 2017). En las células
viables, las enzimas oxidorreductasas dependientes de NAD(P)H expresadas en las
mitocondrias son capaces de convertir el tetrazolio en formazan coloreado,
proporcional a la actividad metabdlica de las enzimas mitocondriales en las células
vivas. La cantidad de formazan producido se puede cuantificar a través de la
absorbancia medida por un espectrofotometro y se utiliza para estimar el nimero
de células. El protocolo estandar para el ensayo MTS es muy simple (figura 5). El
reactivo MTS se agrega directamente a las células cultivadas y la absorbancia se

mide después de un periodo definido de incubacién (Wang et al., 2021).
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Figura 5. Protocolo estandar para el ensayo MTS. Imagen tomada y traducida de Kong,
2023.

1.5.Migracion celular y ensayo de cierre de herida

La migracion de células es parte integral de diversos procesos fisioldgicos en todas
las facetas de la vida. Estos van desde el desarrollo embrionario, la morfogénesis y
la cicatrizacién de heridas hasta la patologia de enfermedades como la metastasis
del cancer. Durante estos procesos de migracion, las células tienen que navegar a
través del espacio extracelular con una amplia variedad de microestructuras y
propiedades bioquimicas (Charras y Sahai, 2014). Esta matriz extracelular (MEC)
abarca desde superficies 2D, como la membrana basal, hasta entornos 3D
complejos, como los tejidos conectivos. Ademas de proporcionar la estructura que
sustenta la integridad del tejido, la MEC funciona como sustrato de unién, medio de
sefalizacion y pistas de movimiento, pero al mismo tiempo también puede actuar

como una barrera fisica para las células (Kurniawan et al., 2016).

La importancia de los estudios sobre la migracion celular en células de cancer radica
en que es un factor clave para el entendimiento de la metastasis, con ellos pueden
determinarse aquellos compuestos que puedan detener la invasion celular
(Migliaccio et al., 2023). Por su parte, los fibroblastos desempefian un papel
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fundamental en la cicatrizacion de heridas. /n vivo e in vitro, los fibroblastos migran
hacia las heridas y, en el proceso, las células adquieren sefiales que les permiten
secretar proteinas de la MEC y proliferar. Sin embargo, migran in vitro con diferentes
velocidades y morfologia en comparacion con los fibroblastos individuales en

cultivos celulares (Trepat et al., 2012).

Los ensayos de cicatrizacién de heridas son importantes porque pueden ayudar a
estudiar los mecanismos moleculares de reparacion de heridas y ayudar a
desarrollar nuevos tratamientos (Gonzalez, 2002). También se pueden utilizar para
estudiar la migracion e interaccién celular en una monocapa celular y para detectar
farmacos que puedan mejorar la curacion. Los ensayos de cicatrizacién de heridas
también son importantes porque son una alternativa sencilla, econdmica y ética a

los modelos animales (Jonkman et al., 2014).

El ensayo de cicatrizacion de heridas es sencillo, econémico y uno de los primeros
meétodos desarrollados para estudiar la migracion celular direccional bidimensional
(2D) in vitro. Este método imita la migracion celular durante la cicatrizacion de
heridas in vivo. Los pasos basicos implican crear una “herida” con un objeto afilado,
como la punta de una pipeta, en una monocapa de células (figura 6), capturar las
imagenes al principio y a intervalos regulares durante la migracion celular para
cerrar la herida y comparar las imagenes para cuantificar la tasa de migracion de
las células (Rodriguez et al., 2005). Los métodos mas avanzados producen tamanos
de herida mas controlables con bordes claramente definidos, sin danar la matriz

subyacente (Hernandez et al., 2019).

Cultivo de células scratch para

Vo ) o

Figura 6. Pasos para realizar la herida. Imagen tomada y traducida de Bise & Kanade.,
2010.
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1.6.Plantas de interés medicinal

Las plantas medicinales representan la forma mas antigua de medicacion utilizada
desde hace miles de afos en la medicina tradicional en muchos paises del mundo.
El conocimiento empirico sobre sus efectos beneficiosos se transmitié a lo largo de
los siglos dentro de las comunidades humanas. La informacion sobre la seleccion
de las plantas adecuadas, el momento preciso de recoleccion y el método de
produccion de medicamentos con su uso detallado se transmitid verbalmente de
una generacion a otra (Garcia et al., 2012). A finales del siglo XVIIl y principios del
XIX, con los avances en la quimica organica y la investigacién quimica adecuada,
se realizd6 una investigacion sistematica de los mecanismos de los principios
bioactivos de las plantas medicinales para la purificacién y caracterizacion después

del aislamiento de muchos principios bioactivos a base de hierbas (Marrelli, 2021).

Desde la antiguedad, los seres humanos buscaban remedios en la naturaleza para
curar sus enfermedades. El uso de las plantas medicinales fue instintivo, como en
el caso de los animales. En vista de que en esa época no habia suficiente
informacion sobre las causas de las enfermedades ni sobre qué planta y cémo podia
utilizarse como cura, todo se basaba en la experiencia (Petrovska, 2012). Con el
tiempo, se fueron descubriendo las razones para el uso de plantas medicinales
especificas para el tratamiento de ciertas enfermedades, Los productos naturales
desempefian un papel fundamental como fuente de compuestos farmacolégicos vy,
actualmente, en la farmacoterapia moderna se utilizan varios farmacos modernos

derivados de la medicina herbaria tradicional (Chandra et al., 2023).

1.6.1. Fitoquimicos

Los fitoquimicos son componentes bioactivos que estan naturalmente presentes en
las plantas y su presencia y secreciones varian de una planta a otra. Las clases mas
predominantes son los terpenoides, polifenoles, constituyentes fendlicos,
alcaloides, carotenoides, fitoesteroles, saponinas y fibras (Gasaly et al., 2020).

Desempenan un papel fundamental en la salud humana a través de varias formas
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efectivas como propiedades antioxidantes, efecto de diferenciaciéon celular,
mantenimiento de la reparacion del ADN, aumento de la apoptosis de las células

cancerosas, disminucion de la proliferacion celular, etcétera (Takur et al., 2020).

Muchos de los fitoquimicos como lo son los carotenoides, polifenoles,
organosulfuros, alcaloides y derivados presentes en las plantas (figura 7) han
demostrado ser opciones prometedoras para mejorar la eficiencia del tratamiento
en pacientes con cancer y disminuir las reacciones adversas. Varios de estos
fitoquimicos son compuestos biolégicamente activos de origen natural con un
importante potencial antitumoral (Drago et al., 2006). El desarrollo de una terapia
anticancerigena basada en fitoquimicos eficaz y con un perfil menor de efectos
secundarios comienza con la prueba de extractos naturales (de material vegetal
seco 0 humedo) para determinar la posible actividad biolégica anticancerigena,
seguido de la purificacion de fitoquimicos activos basados en el fraccionamiento

guiado por bioensayo y pruebas in vitro (Choudhari et al., 2020).

FITOQUIMICOS
Carotenoides Polifenoles Organosulfuros Alcaloides
B-Carotenos l Sulfanilamida Piperina
a-Carotenos Indoles Camptotecina
B-Criptoxantina Acido lipoico Vinblastina
Licopeno Disulfuro de difenilo Berberina
Flavonoides  Acidos Estibenos  Lignanos
- fendlicos
Ger:uste'ma : Reservatrol Podofilotoxina
Daidzeina Curcumina
EGCG Acido galico
Quercetina Acido cumarico

Acido cafeico

Figura 7. Clasificacion de los fitoquimicos. Imagen tomada y traducida de Srivastava et al.,
2013.
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1.6.1.1. Fenoles y flavonoides

Los compuestos fendlicos son una gran clase de metabolitos secundarios
ampliamente distribuidos en varios 6érganos de las plantas, como verduras, frutas,
especias, granos, legumbres y nueces, que desempefian papeles importantes en
diversos procesos fisioldgicos como la calidad de la planta, coloracion, sabor y
resistencia al estrés (Zhang et al., 2022). Las actividades antioxidantes,
antimicrobianas, anticancerigenas y antiinflamatorias naturales de los compuestos
fendlicos se han convertido en un tema de relevancia en términos de investigacion
y utilizacion en la actualidad. Los compuestos fendlicos poseen una estructura
quimica comun que comprende un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes
hidroxilo que se pueden dividir en varias clases, y los principales grupos de
compuestos fendlicos incluyen flavonoides, acidos fendlicos, taninos, estilbenos y

lignanos (PefRarrieta et al., 2014).

Los flavonoides y otros compuestos fendlicos se conocen comunmente como
metabolitos secundarios de las plantas que tienen un anillo aromatico que lleva al
menos un grupo hidroxilo (figura 8). Se han reportado mas de 8000 compuestos
fendlicos como sustancias naturales de las plantas (Zhang et al., 2022). Es muy
interesante notar que la mitad de estos compuestos fendlicos son flavonoides que
se presentan como aglicona, glicésidos y derivados metilados. Estas sustancias
fitoquimicas se presentan en nutrientes y medicinas herbales, se ha reportado que
tanto los flavonoides como muchos otros componentes fendlicos son antioxidantes
efectivos, anticancerigenos, antibacterianos, agentes cardioprotectores,
antiinflamatorios, promotores del sistema inmunoldgico, protectores de la piel de la
radiacion UV y candidatos interesantes para aplicaciones farmacéuticas y médicas

(Tungmunnithum et al., 2018).
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Figura 8. Estructura quimica de las clases de flavonoides. Imagen tomada y traducida de
Mutha et al., 2021.

1.6.2. Carica papaya

Carica papaya es una planta herbacea que pertenece a la familia Caricaceae. Las
plantas crecen bien en los trépicos y pueden alcanzar hasta 10 m de altura. La
planta se ha utilizado como etnomedicina durante décadas en los trépicos y
subtropicos, donde se cultiva principalmente. Los motivos terapéuticos para su uso
varian, siendo probablemente el mas comun el antihelmintico y como agente
abortivo potencial (Joachim et al., 2021). Las semillas y las hojas de papaya se han
asociado con la mejora de la diabetes mellitus, las complicaciones hepaticas y
renales, la fertilidad, la hiperglucemia, la disenteria amebiana y, recientemente,
actividades antitumorales. Los fitoquimicos se concentran principalmente en las
semillas y hojas de papaya, como los flavonoides, los fitoesteroles, los carotenoides,
los alcaloides, los compuestos fendlicos y los compuestos cianogénicos
(glucosinolato de bencilo) estan detras del poder terapéutico de la planta (Mora &
Bogantes, 2004).
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Los estudios de las ultimas tres décadas han proporcionado informacion importante
sobre las propiedades antitumorales de los extractos de papaya en una serie de
células cancerosas, como los preadipocitos humanos (SW872) y las células de
carcinoma hepatocelular (HepG2 y Huh-7); macréfagos asociados a tumores,
células de cancer de pulmén humano (H69), células de leucemia (K562), células de
leucemia promielocitica aguda (HL-60), células de cancer de mama (T47D), lineas
celulares de cancer de mama (ER- y Her-2),células pancreaticas de rata, eritrocitos
humanos, lineas celulares de cancer de préstata (CRL-1435, LNCaP, DU145, PC-
3) y células epiteliales de prostata (RWPE-1), células de adenocarcinoma de pulmén
(PC14), células T (Jurkat, Molt-4, carcinoma cervical) y células mononucleares de
sangre periférica humana (PBMC) (Joachim et al., 2021). Actualmente, se han
utilizado varios métodos para la preparacion de extracto de hoja de papaya (PLE),
los mas comunes son extracto acuoso, extracto etandlico y extracto metandlico
(Marroquin-Tun et al., 2017). El jugo de hoja de papaya se ha utilizado para la
prevencion de varias enfermedades, entre ellas se encuentran el dengue, el cancer
y la diabetes (Singh et al., 2020).

1.6.3. Justicia spicigera

Una de las plantas con gran potencial como fuente de fitoquimicos es Justicia
spicigera, conocida como ‘“hierba de la virgen”, “muicle”, “hierba delimalin?,
“‘muhuite”, “expaxihuitl’, entre otras, que pertenece a la familia de las Acanthaceae
(figura 9). Se cree que J. spicigera es una planta nativa de paises de América Latina
como Belice, Costa Rica, México, Honduras, entre otros (Fernandez et al., 2017).
Esta planta se puede cultivar a pleno sol o sombra parcial. Crece preferentemente
en climas calidos, pero también puede soportar temperaturas frias (-3 °C). J.
spicigera comunmente alcanza de 60cm a 1.5m de altura y sus hojas pueden
alcanzar alrededor de 0,02 m de largo. Esta planta presenta flores de color que
varian de rojo a azul oscuro, y ha sido ampliamente utilizada como colorante natural
y en la medicina tradicional como antidepresivo y ansiolitico (Lépez & Estrada,

2016).
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Kaempferitrina, O-sitosterol-3-3-glucdsido, alantoina y criptoxantina son algunos
compuestos que se encuentran en Justicia spicigera (Velazco-Escobar, 2008).
Varios estudios han informado los efectos de los extractos de J. spicigera en las
lineas celulares de cancer, incluidas las células de cancer de prostata, los cuales
tienen efectos sobre la proliferacion de estas células (Vega et al., 2012). Se ha
demostrado que los extractos etandlicos y acuosos de J. spicigera ejercen efectos
citotoxicos en lineas celulares de cancer humano de cuello uterino, mama, colon y
ovario (por ejemplo, CALO, INBL, HelLa, T47D, MCF-7, SW-480 y SKOV- 3 celdas)
y pueden reducir el crecimiento de células tumorales HeLa en un modelo de raton

inmunodeficiente (Fernandez et al., 2017).

Figura 9. Justicia spicigera. Imagen tomada de Esquivel, 2016.
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2. JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad grave que resulta en la muerte de millones de
personas alrededor del mundo, por lo que la investigacion dirigida a nuevas terapias
contra el cancer que resulten en beneficios como la atenuacion del régimen
terapéutico, la elusion a posibles efectos secundarios graves que puedan
desarrollar resistencia a tratamientos y la disminucién del costo de tratamiento son
importantes para los avances en la medicina. Gracias a ensayos in vitro sobre
citotoxicidad en lineas celulares cancerosas es posible identificar fitoquimicos con
propiedades antitumorales. Es por ello que la finalidad de este proyecto es identificar
la capacidad citotoxica de dos extractos de Justicia spicigera y dos de Carica

papaya en células cancerigenas, y su posible efecto en la migracion de fibroblastos.

3. OBJETIVOS
3.1.Objetivo general

Evaluar la citotoxicidad de extractos de Carica papaya y Justicia spicigera sobre las
lineas celulares K652 y Hela, asi como su efecto sobre la migracion celular en
células NIH 3T3.

3.2.0Objetivos particulares
-Establecer el cultivo de las lineas celulares K562, HeLa y NIH 3T3.

-Analizar el efecto de la concentracion de extractos etandlico-acuoso y acuoso de
Carica papaya y Justicia spicigera sobre la viabilidad de las lineas celulares K562,
HelLa y NIH 3T3.

-Evaluar el efecto de la concentracion de extractos etanolico-acuoso y acuoso de
Carica papaya y Justicia spicigera sobre la migracion celular por el ensayo de cierre
de herida en células NIH 3T3.

19



4. HIPOTESIS

4.1.Hipoétesis general

Los extractos etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya y Justicia spicigera
tienen un efecto citotoxico significativo sobre las células K562 y Hela en

comparacion con las células sanas de fibroblastos NIH 3T3.

4.2.Hipotesis especificas

-El extracto etanodlico-acuoso de Carica papaya y de Justicia spicigera presenta un
mayor efecto citotoxico en las células K562 y HeLa en comparacién con el extracto

acuoso.

-Los extractos de Carica papaya y Justicia spicigera no tienen un efecto citotdxico
sobre las células de fibroblastos NIH 3T3, lo que indica una selectividad hacia las

células cancerosas.

-Los tratamientos con extractos etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya y
Justicia spicigera no afectan la migracion de las células de fibroblastos NIH 3T3 en

el ensayo de cierre de herida.
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5. METODO

5.1.Establecimiento de la linea celular K562

Las células de esta linea fueron almacenadas en ultracongelacion a -80°C. Luego
de descongelarse, se expandieron a una confluencia no mayor de 2 x10°
células/mL. Las células se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con
SFB al 10% mas una solucion de penicilina/estreptomicina al 1%, preparada como
una solucion de 50.5 mL (45 mL de medio, 5 mL de SFB, y 500 pL de antibidtico), y

crecidas en condiciones estandar a 37°C y con 5% de COz2 (Lozzio & Lozzio, 1975).

5.2. Establecimiento de la linea celular HeLa

Las células de esta linea fueron almacenadas en ultracongelacion a -80°C. Luego
de descongelarse, se expandieron a una confluencia no mayor de 1 x10°6
células/mL. Las células se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco
suplementado con SFB al 10% mas una solucion de penicilina/estreptomicina al 1%,
preparada como una solucion de 50.5 mL (45 mL de medio, 5 mL de SFB, y 500 pyL
de antibidtico), y crecidas en condiciones estandar a 37°C y con 5% de CO:2

(Horoszewics et al., 1983).

5.3.Establecimiento de la linea celular NIH 3T3

Las células de esta linea fueron almacenadas en ultracongelacion a -80°C. Luego
de descongelarse, se expandieron a una confluencia no mayor de 1 x10°
células/mL. Las células se mantuvieron en medio DMEM alto en glucosa
suplementado con SFB al 10% mas una solucion de penicilina/estreptomicina al 1%,
preparada como una solucion de 50.5 mL (45 mL de medio, 5 mL de SFB, y 500 yL
de antibiético), y crecidas en condiciones estandar a 37°C y con 5% de COz2 (Lozzio
& Lozzio, 1975).

5.4.Obtencion de extractos

Los extractos etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya y Justicia spicigera
fueron obtenidos y caracterizados para el proyecto de maestria de la alumna Olivia

Mena Neve dentro de la Universidad Auténoma del Estado de México. Para ello, las
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hojas, el tallo de la hoja y peciolos de Carica papaya y Justicia spicigera fueron
almacenadas en ultracongelacion durante 24h, posteriormente se liofilizaron en frio
y al vacio, al terminar este proceso, las partes de las plantas se molieron en mortero
y se agrego 1g de masa en 15mL de agua con 15mL de etanol para el caso de la
solucion 50:50 etandlico-acuosa (proporcién volumen/ volumen), mientras que para
la solucion acuosa se agrego 1g de masa en 30mL de agua. Luego, las soluciones
se agitaron durante 1h repitiendo este paso, posteriormente las soluciones fueron
tratadas en bano ultrasénico a 40 kHz durante 40 min. Luego de filtrar las
soluciones, la masa obtenida se colocd en un rotavapor para eliminar el etanol. Con
la finalidad de maximizar la obtencion de extractos, la masa obtenida se almacend
en frascos de vidrio con una tapa de aluminio agujerada y se liofilizé durante 24
horas. Para el almacenamiento de los extractos se cubrié totalmente el frasco con
aluminio sin permitir la exposicién a la luz. Para la cuantificacién de los fenoles
totales se empled el método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton et al., 1965.
El método utilizado para la determinacion de flavonoides totales fue el de reactividad
diferencial del tricloruro de aluminio (Christ & Muller, 1960). Asi mismo, se determiné
la actividad antioxidante de los extractos por los métodos DPPH y ABTS, descritos

junto con los resultados obtenidos en la seccién de anexos (Blois, 1998).

5.5. Aplicacion de extractos

5.5.1. Establecimiento del control positivo de muerte

Basado en la literatura, se probaron distintas concentraciones de SDS (0.1, 1, 2, 5
y 10%) en medio de cultivo para determinar la concentracion que induce la muerte
celular del 100% en todos los tipos celulares utilizados en este trabajo (Saebo et al.,
2023). Se determind que para las células K562 todas las concentraciones probadas
indujeron al 100% la muerte celular, mientras que para las células HeLa y NIH 3T3
unicamente la concentracion de 10% SDS indujo la muerte celular al 100%, por lo
tanto, se utilizd esta ultima como control positivo de muerte celular para todas las

lineas celulares.
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5.5.2. Células K562

En 100 pL de medio, se sembraron 2x10* células por pocillo en una placa de 96
pozos. Durante un periodo de 24 y 48 horas, las células fueron tratadas con los
extractos acuoso y etandlico-acuoso previamente obtenidos y caracterizados en el
proyecto de maestria de la alumna Olivia Mena Neve en dosis de 300, 100, 50 y
25ug/mL. Como control positivo de muerte celular se utilizé 10% SDS. Las células
fueron almacenadas bajo incubacion a 37°C y 5% de COz2, renovando el medio de

cultivo cada 24 horas. Este ensayo se realizé por triplicado.

5.5.3. Células HeLa y NIH 3T3

En 100 pL de medio, se sembraron 4x103 células por pocillo en una placa de 96
pozos y se dejaron adherirse 24 horas. Durante un periodo de 24 y 48 horas, las
células fueron tratadas con los extractos acuoso y etandlico-acuoso previamente
obtenidos y caracterizados en el proyecto de maestria de la alumna Olivia Mena
Neve en dosis de 300, 100, 50 y 25ug/mL. Como control positivo de muerte celular
se utilizd 10% SDS. Las células fueron almacenadas bajo incubacion a 37°C y 5%
de COz2, renovando el medio de cultivo cada 24 horas. Este ensayo se realizd por

triplicado.

5.6.Ensayo MTS

Una vez concluido el tiempo de cultivo con cada extracto se realizé el ensayo de
citotoxicidad MTS anadiendo 20 uL de CellTiter 96® AQueous One Solution
Reagent formulado por Promega (5 mg/mL) previamente preparada (50 uL de
solucion PMS en 1 mL de solucién MTS) en 100 yL de medio directamente a los
pocillos de cultivo, incubando durante 1h a 37 °C, luego se registrd la absorbancia
medida a 490nm con un lector de placas. La cantidad de producto de formazan
medida por la cantidad de absorbancia de 490 nm es directamente proporcional al

numero de células vivas en cultivo.
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5.7.Ensayo de cierre de herida

Las células adherentes NIH 3T3 también fueron cultivadas en placas de 24 pozos
hasta una confluencia del 90% para realizar el ensayo de cierre de herida, una vez
alcanzada la confluencia se realizé una herida utilizando una punta de micropipeta
de 10 pL, posteriormente se retird el medio y se realiz6é un lavado a cada pozo con
solucion PBS para después reemplazar por medio con extractos acuoso y etandlico-
acuoso (v/v) previamente obtenidos y caracterizados en el proyecto de maestria de
la alumna Olivia Mena Neve dentro en dosis de 300, 100 y 50 pg/mL. Para el control
de este ensayo se utilizé unicamente medio de cultivo. Este ensayo se realizd por
triplicado. Se fotografiaron las células a las Oh de realizarse la herida y a las 24h
posteriores bajo microscopia éptica y con ayuda del software ImagedJ se calculé el
area de herida. Todas las fotografias fueron tomadas en el mismo punto con la

finalidad de hacer un calculo exacto de la herida luego de 24 horas.
5.8.Calculo de area de herida en el software ImageJ

El software y la herramienta “wound healing” fueron obtenidos de los siguientes

links:  https://imagej.net/software/fiji/ y Inicio-AlejandraArnedo/Herramienta de

cicatrizacion de heridas Wiki - GitHub (en inglés) (Arnedo, 2021). Luego de la

instalacion del software, las imagenes a analizar se abrieron en el programa dando
click en File/Open, posteriormente se abrié la herramienta Wound Healing dando
click en Plugings/Macros/Instal abriendo el archivo wound healing en formato .ijm
dentro de la carpeta con el mismo nombre. Finalmente se utilizaron los iconos en la

parte superior derecha para despueés seleccionar el area de herida a calcular.

5.9. Analisis de resultados

Los resultados representan la media + la desviacién estandar (DE) de un
experimento por triplicado. Indicando diferencias significativas segun la prueba
ANOVA (p=<0.05), seguida de una prueba de Tukey. Todos los analisis estadisticos
se realizaron utilizando el software GraphPad Prism10. Para asegurar la viabilidad
y la consistencia de los resultados, se emplearon células con un numero de pases

inferior a 10 en todos los experimentos.
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6. RESULTADOS
6.1. Efecto de los extractos sobre la viabilidad en células NIH 3T3

Los extractos etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya y Justicia spicigera no
mostraron tener efecto citotdéxico bajo ninguna de las concentraciones propuestas
(p > 0.05 para todas las comparaciones) sobre las células de fibroblastos NIH 3T3
comparado con el control no tratado y mostraron incremento en la densidad celular

a 24 y 48 horas de tratamiento (figuras 10, 11, 12y 13).

MTS con extracto etandlico-acuoso de C. papaya
en células NIH 3T3

2.0
Ea Control -
1.5- Bl 25ug/mL
g B 50ug/mL
S 1.0- EE 100ug/mL
2 Bl 300pg/mL
< 0.5
0.0-
24h 48h
Tiempo

Figura 10. Ensayo MTS con extracto etandlico-acuoso de Carica papaya en células NIH-
3T3. Valor p=0.771.
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MTS con extracto acuoso de C. papaya
en células NIH 3T3

207 mm Control -

1.5- B 25ug/mL
£ Em 50pg/mL
S 1.0- Em 100ug/mL
e Bl 300ug/mL
< 0.5

0.0-

24h 48h
Tiempo

Figura 11. Ensayo MTS con extracto acuoso de Carica papaya en células NIH-3T3.
Valor p=0.896.

MTS con extracto etandlico-acuoso de J. spicigera
en células NIH 3T3

2.0
Em Control -
1.5- Bl 25ug/mL
g B 50pg/mL
§ 1.0~ Em 100pg/mL
é Em 300pg/mL
0.5+
0.0-
24h 48h
Tiempo

Figura 12. Ensayo MTS con extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera en células
NIH-3T3. Valor p=0.124.
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MTS con extracto acuoso de J. spicigera
en células NIH 3T3

2.0
Em Control -
1.5- T B 25ug/mL
£ Em 50ug/mL
S 1.0- Em 100ug/mL
é B 300ug/mL

0.5

0.0-

24h 48h
Tiempo

Figura 13. Ensayo MTS con extracto acuoso de Justicia spicigera en células NIH-3T3.
Valor p=0.493.

6.2. Efecto de los extractos sobre la viabilidad en células K562

El extracto etandlico-acuoso de Carica papaya no mostrd diferencias notables
en la citotoxicidad sobre células K562 a diferentes concentraciones (25, 50, 100
y 300 pg/mL) y tiempos (24 y 48 horas), segun se observa en la grafica
(figura 14). Sin embargo, el analisis estadistico revel6 una diferencia significativa
(p < 0.05), sugiriendo un efecto sutil que no es facilmente apreciable
visualmente, ademas mostré proliferacion celular a partir de las 48 horas de
tratamiento a las concentraciones de 50, 100 y 300ug/mL. El extracto etandlico-
acuoso de Justicia spicigera no mostré efecto citotoxico significativo sobre las
células K562 desde la concentracion mas baja y hasta la mas alta luego de 24 y
48 horas de tratamiento (p > 0.05) (figura 16). Por otra parte, los extractos
acuosos de Carica papaya y Justicia spicigera tampoco mostraron tener efecto
citotoxico significativo sobre las células K562 bajo ninguna de las
concentraciones propuestas (p > 0.05) a ningun tiempo de incubacion (figuras
15y 17).
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MTS con extracto etandlico-acuoso de C. papaya
en células K562

207 l*;l Em Control -

1.5- Bl 25ug/mL
g B 50ug/mL
S 1.0- EE 100ug/mL
é Em 300pg/mL

0.5+

0.0-

24h 48h
Tiempo

Figura 14. Ensayo MTS con extracto etandlico-acuoso de Carica papaya en células K562.
Los asteriscos (*) indican diferencia estadistica significativa (*p<0.05,
**p<0.01,***p<0.001). Valor p=0.011.

MTS con extracto acuoso de C. papaya
en células K562

207 Em Control -

1.5 B 25ug/mL
£ Em 50ug/mL
5 1.0 Em 100pg/mL
e Bl 300pg/mL
< 0.5

0.0-

24h 48h
Tiempo

Figura 15. Ensayo MTS con extracto acuoso de Carica papaya en células K562.
Valor p=0.663.
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MTS con extracto etandlico-acuoso de J. spicigera
en células K562

2.0
Em Control -
1.5 Bl 25ug/mL
£ Em 50pg/mL
S 1.0- B 100pg/mL
8 mEm 300ug/mL
< 0.5
0.0-
24h 48h
Tiempo

Figura 16. Ensayo MTS con extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera en células
K562. Valor p=0.377.

MTS con extracto acuoso de J. spicigera
en células K562

2.0

Em Control -
1.5 B 25ug/mL
g B 50ug/mL
§ 1.0 Em 100pg/mL
e Bl 300pg/mL
< 0.5
0.0-
24h 48h
Tiempo

Figura 17. Ensayo MTS con extracto acuoso de Justicia spicigera en células K562.
Valor p=0.390.
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6.3.Efecto de los extractos sobre la viabilidad en células HeLa

Los ensayos biolégicos realizados con extractos etandlico-acuoso y acuoso de
Carica papaya no mostraron tener efecto citotdéxico sobre las células HelLa bajo
ninguna de las concentraciones propuestas a ningun tiempo de incubacion con
los extractos (p > 0.05) (figuras 18 y 19). El extracto etandlico-acuoso de Justicia
spicigera a las concentraciones de 50, 100 y 300ug/mL mostré tener efecto
citotoxico sobre las células HelLa unicamente después de 48 horas de
tratamiento (p < 0.05), con un efecto directamente proporcional a la
concentracion utilizada, mientras que el extracto acuoso de Justicia spicigera no
mostré un efecto citotoxico significativo para ninguna de las concentraciones
utilizadas a ningun tiempo propuesto de incubacion con los extractos (p > 0.05)

sobre estas células (figuras 20 y 21).

MTS con extracto etandlico-acuoso de C. papaya
en células HelLa

1.5+
Em Control -
Bl 25ug/mL
€ 1.0- Em 50ug/mL
§ Em 100pg/mL
§ 0.5- B 300ug/mL

24h 48h

Tiempo

Figura 18. Ensayo MTS con extracto etandlico-acuoso de Carica papaya en células HelLa.
Valor p=0.457.

30



MTS con extracto acuoso de C. papaya
en células HelLa

1.5+
Ea Control -
B 25ug/mL
€ 1.0- Em 50ug/mL
§ Em 100pg/mL
é 0.5 Bl 300pg/mL

24h 48h

Tiempo

Figura 19. Ensayo MTS con extracto acuoso de Carica papaya en células Hela.
Valor p=0.486.

MTS con extracto etandlico-acuoso de J. spicigera
en células HelLa

1.5+ —
' ,% mEm Control -
Bl 25ug/mL
€ 1.04 mEm 50pg/mL
§ Em 100pg/mL
0 Bl 300ug/mL
< 0.5 Hg/m
0.0-
24h 48h

Tiempo

Figura 20. Ensayo MTS con extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera en células
Hela. Los asteriscos (*) indican diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001). Valor p=0.003.
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MTS con extracto acuoso de J. spicigera
en células HelLa

1.5

B Control -

B 25ug/mL
g 1.0 B 50ug/mL
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2 Bl 300ug/mL
< 0.5

24h 48h
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Figura 21. Ensayo MTS con extracto acuoso de Justicia spicigera en células HelLa.
Valor p=0.180.

6.4.Ensayo de cierre de herida para las células NIH 3T3

Los ensayos bioldgicos realizados con extracto etandlico-acuoso y acuoso de
Carica papaya y Justicia spicigera no detuvieron la migracion celular en células
de fibroblastos NIH 3T3 bajo ninguna de las concentraciones propuestas (50,
100 y 300ug/mL) y mostraron incremento en la densidad celular a las 24 horas
de aplicar los extractos (p > 0.05 para todas las comparaciones), determinado

por el incremento del area cubierta por células (figuras 22, 23, 24 y 25).
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Ensayo de cierre de herida con extracto
etandlico-acuoso de C.papaya en células NIH 3T3
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Figura 22. Ensayo de cierre de herida con extracto etandlico-acuoso de Carica papaya en
células NIH. Valor p=0.385.

Ensayo de cierre de herida con extracto
acuoso de C.papaya en células NIH 3T3
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Figura 23. Ensayo de cierre de herida con extracto acuoso de Carica papaya en células
NIH. Valor p=0.596.
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Ensayo de cierre de herida con extracto
etandlico-acuoso de J. spicigera en células NIH 3T3
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Figura 24. Ensayo de cierre de herida con extracto etandlico-acuoso acuoso de Justicia
spicigera en células NIH. Valor p=0.839.

Ensayo de cierre de herida con extracto
acuoso de J. spicigera en células NIH 3T3
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Figura 25. Ensayo de cierre de herida con extracto acuoso de Justicia spicigera en células
NIH. Valor p=0.529.
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El area celular del grupo control aumenté en promedio 43.54%. Para el ensayo con
extracto etandlico-acuoso de Carica papaya, el area celular aument6é en promedio
49.63, 4596 y 47.6% para las concentraciones de 50, 100 y 300ug/mL
respectivamente. Para el ensayo con extracto acuoso de Carica papaya, el area
celular aumento en promedio 43.09, 51.67 y 38.27% para las concentraciones de
50, 100 y 300ug/mL respectivamente. Para el ensayo con extracto etandlico-acuoso
de Justicia spicigera, el area celular aumenté en promedio 46.79, 46.73, 37.22%
para las concentraciones de 50, 100 y 300ug/mL respectivamente. Finalmente, para
el ensayo con extracto acuoso de Justicia spicigera, el area celular aumenté en
promedio 55.79, 52.21 y 38.41% para las concentraciones de 50, 100 y 300ug/mL

respectivamente.

Las siguientes imagenes (figura 26, 27, 28 y 29) contienen fotografias obtenidas
mediante microscopia Optica bajo el objetivo 10x de los ensayos de cierre de herida
realizados en células NIH 3T3. En ellas se muestran las células NIH 3T3 bajo la
aplicaciéon de los extractos etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya y Justicia
spicigera a las concentraciones de 50, 100 y 300 ug/mL luego de 0 y 24 horas de
realizarse la herida. Las células fueron sembradas en una microplaca con 24 pozos.
Como puede observarse, en todos los tratamientos aplicados existe migraciéon
celular, lo que puede notarse como la disminucion del area de herida ahora ocupada

por células.
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Ensayo de cierre de herida con extracto etandlico-acuoso de C. papaya en
células NIH 3T3

Oh

Control

50pg/mL

100pg/mL

300ug/mL

Carica papaya en células NIH.

24h

Figura 26. Fotografias del ensayo de cierre de herida con extracto etandlico-acuoso de
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Ensayo de cierre de herida con extracto acuoso de C. papaya en células NIH

3T3

Oh

Control

50ug/mL

100pg/mL

300ug/mL

papaya en células NIH.

24h

Figura 27. Fotografias del ensayo de cierre de herida con extracto acuoso de Carica
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Ensayo de cierre de herida con extracto etandlico-acuoso de J. spicigera en

células NIH 3T3

Oh

Control

50pg/mL

100pg/mL

300ug/mL

24h

Figura 28. Fotografias del ensayo de cierre de herida con extracto etandlico-acuoso de

Justicia spicigera en células NIH.
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Ensayo de cierre de herida con extracto acuoso de J. spicigera en células NIH

3T3

Control

50ug/mL

100pg/mL

300ug/mL
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24h

spicigera en células NIH.

Figura 29. Foografl’as del ensayo de cierre de herida con extracto acuoso de Justicia
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7. DISCUSION

7.1.Citotoxicidad y extractos

La investigacidon sobre extractos de plantas como agentes antitumorales es
prometedora, ya que ofrece la posibilidad de desarrollar tratamientos menos téxicos
y con mayor selectividad hacia las células cancerosas. En este contexto, el presente
estudio se centr6 en evaluar el potencial citotoxico de extractos de plantas como

una estrategia para eliminar las células tumorales sin afectar las células sanas.

Los fenoles y flavonoides exhiben actividad antioxidante debido a su capacidad para
proteger contra el estrés oxidativo. Estos compuestos son susceptibles a la
oxidacion, lo que les otorga un caracter antioxidante marcado. Los fenoles
experimentan la oxidacion antes que otras especies susceptibles, o que les permite
proteger a las células de ataques oxidativos, como la accion de los radicales libres
ylaluz (Yu etal., 2021). Ademas, los fenoles pueden neutralizar los radicales libres,
quelar catalizadores metalicos, activar enzimas antioxidantes e inhibir oxidasas, lo
que contribuye a su actividad antioxidante. Los mecanismos especificos por los
cuales los fenoles presentan esta propiedad antioxidante son diversos y dependen

de las propiedades quimicas de cada fenol en particular (Yu et al., 2021).

Los fenoles y flavonoides presentan actividad antioxidante a través de diversos
mecanismos que permiten a los fenoles exhibir propiedades antioxidantes,
protegiendo las células contra el estrés oxidativo. Estos incluyen la transferencia de
atomo de hidréogeno (H): un mecanismo comun que implica la transferencia de un
atomo de hidrégeno de un antioxidante fendlico a una cadena que lleva un radical
libre (ROO -). Este proceso ayuda a neutralizar los radicales libres y proteger contra
el dano oxidativo (Ramos et al., 2023). Los compuestos fendlicos reaccionan con
una variedad de radicales libres mediante la transferencia de electrones, lo que
contribuye a su accién antioxidante. Otro mecanismo de accién implica la pérdida
secuencial de protones y la transferencia de electrones, lo que permite neutralizar
los radicales libres y prevenir el estrés oxidativo. Los fenoles también pueden actuar
como antioxidantes al quelar metales de transicidn, evitando asi su participacién en

reacciones generadoras de especies reactivas de oxigeno (Duran & Padilla., 1993).
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Los flavonoides presentes en Carica papaya, como la quercetina, la catequina y la
epicatequina, son compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes que
pueden contribuir a la citotoxicidad en células de cancer a través de varios
mecanismos (Avello & Suwalsky, 2006). Algunas formas en las que los flavonoides
de Carica papaya participan en la citotoxicidad en células de cancer incluyen su
actividad antioxidante, inhibicién de la proliferacion celular, induccion de apoptosis
y modulacién de la inflamacién. Estos mecanismos antioxidantes y citotoxicos de
los flavonoides presentes en Carica papaya pueden trabajar en conjunto para
ejercer efectos beneficiosos en la inhibicidn del crecimiento y la viabilidad de las
células cancerosas. (Kumar et al., 2022). En cuanto a Justicia spicigera, al igual que
con Carica papaya, los mecanismos por los cuales los fenoles y flavonoides de sus
extractos actuan son los similares. Dentro de estos, entre los flavonoides mas
comunes presentes en Justicia spicigera se encuentran la quercetina, la luteolina y

kaempferitrina (Pavoén et al., 2022)

Las ROS son moléculas que contienen oxigeno y tienen mayor reactividad que el
estado fundamental oxigeno molecular. Estas especies incluyen no solo los
radicales de oxigeno (superoxido, hidroxilo y peréxido) sino también moléculas no
radicales como el hidrégeno, el perdxido y el oxigeno singlete (Ray et al., 2012). Las
ROS se producen durante el metabolismo aerdbico normal, cuando las células estan
expuestas a ciertas formas de estrés se generan mayores niveles ROS. Los niveles
altos de ROS son perjudiciales para las células a través de reacciones con muchos
objetivos intracelulares, incluyendo proteinas, lipidos y ADN. Sin embargo,
numerosos estudios han indicado que las especies de oxigeno en bajas
concentraciones tienen una variedad de funciones fisioldgicas, incluida la regulacién
de genes, la transcripcidon, la transduccion de sefales, la mitosis, apoptosis y
senescencia (Oberley & Oberley, 1997).

La produccién de ROS esta elevada en las células cancerosas como resultado del
aumento de la tasa metabdlica, la mutacion genética y la hipoxia relativa. Por lo que,
en general se considera que los antioxidantes son beneficiosos tanto para la

prevencion como para el tratamiento del cancer, ya que pueden reducir los niveles
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de ROS, lo que lleva a una reduccion del estrés oxidativo. Sin embargo, estudios
anteriores demostraron que las células cancerosas se adaptan a un alto nivel de
ROS activando vias antioxidantes, lo que resulta en una mayor eliminacion de ROS.
(Nakamura & Takada, 2021). Por lo tanto, para atacar eficazmente las células
cancerosas es necesario identificar vias de sefializacién especificas de deteccion
de ROS que median las diversas funciones celulares reguladas por el estrés, pues
se requiere un delicado equilibrio de los niveles intracelulares de ROS para la

funcion de las células cancerosas (Nakamura & Takada, 2021).

Ademas, Las especies reactivas de oxigeno pueden regular positivamente los
niveles de ARNm de las ciclinas que participan en el ciclo celular para acelerar la
transicion de la fase G1 a la S, incluidas la ciclina B2, la ciclina D3, la ciclina E1y la
ciclina E2. Siendo asi, para este caso que convendria atacar a las células de cancer
con un antioxidante en lugar de aumentar las ROS hasta un punto en que las células

decidan entrar a muerte celular (Liou & Storz, 2010).

7.1.1. Carica papaya

Carica papaya posee una excelente actividad antioxidante (anexos Ill Y IV) que
juegan un papel en la neutralizacion de la generacion de radicales libres y la
prevencion de patogénesis. Los PLE interactuan con una amplia gama de moléculas
objetivo como lo son los antioxidantes o las enzimas y ejercen actividad terapéutica
contra diversas enfermedades (Ramos et al., 2023). Los objetivos moleculares
vitales implicados en la prevencion del cancer son la supresion de la actividad de la
ADN topoisomerasa l/Il, alteracion de las vias de sefalizacion, regulacion negativa
de la expresion genética de Bcl-2 y Bcl-XL, regulacion positiva de la expresion
genética de Bax, Bak, caspasa 3 escindida y aumento de la expresion de P53 (Singh
et al., 2020).

Las diferencias entre las actividades antioxidantes de las plantas se pueden atribuir
a sus diferencias en el contenido fendlico y sus composiciones, asi como a otros
compuestos no fendlicos (Mahattanatawee et al., 2006). Ademas, el contenido total
de fenoles y flavonoides pueden ser vinculados a diferentes variedades de plantas
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y a los diferentes métodos de extraccion de antioxidantes utilizados. Factores como
la madurez del fruto, el clima, la postcosecha y el almacenamiento a diferentes pH
también influyen en el TCP y TFC. Se sabe que las condiciones de almacenamiento
son otro factor que afectan el contenido de polifenoles y flavonoides en plantas
(Mahattanatawee et al., 2006).

Las hojas de Carica papaya contienen varios fitoquimicos identificados con
propiedades antioxidantes. Se han encontraron flavonoides en las hojas de papaya,
que se denominaron quercetina, kaempferol 3-rutinésido, quercetina3-(2G-
rhamnosilrutinésido), quercetina 3-rutindsido, kaempferol 3-(2G-
rhamnosilrutinésido), miricetina 3-ramnodsido. ElI acido cafeico, el acido
protocatequiico, la quercetina, la 5,7-dimetilcumarina, el acido p-cumarico y el acido
clorogénico se encuentran entre las sustancias fendlicas que se encuentran en las
hojas (Sharma et al., 2020). Existe evidencia que sugiere que las hojas contienen
una amplia gama de fitoquimicos, incluida carpaina, kaempferol 3-(2G-
glucosilrutindsido), kaempferol 3-(2 -ramnosilgalactosido), 7-ramnosido, kaempferol
3-ramnosil-(1->2)-galactésido-7-ramnosido, luteolina 7-galactosil-(1->6)-
galactésido, orientina 7-O-ramndsido, acido 11-hidroperoxi-12,13-epoxi-9-

octadecenoico, palmiticamida y 2-hexaprenilo. -6-metoxifenol (Anshu et al., 2022).

Segun Otsuki et al., el extracto acuoso de Carica papaya en concentraciones entre
0,625 a 20 mg/ mL inhibi6 el crecimiento celular en la linea celular de leucemia
(K562) y la linea celular de carcinoma cervical (Hela). Sin embargo, el extracto
acuoso de Carica papaya en este trabajo se aplicé a menores concentraciones (25,
50, 100 y 300ug/mL) y no mostro efecto citotoxico significativo sobre las células de
cancer K562 y Hela, esto pudo deberse a que las concentraciones propuestas
fueron bajas para apreciar un efecto citotoxico sobre estas células de cancer. Por
su parte, el extracto etandlico-acuoso de Carica papaya no mostré un efecto
citotoxico significativo a las concentraciones de 25, 50, 100 y 300ug/mL en células
K562 a las 24 ni a las 48 horas de tratamiento. Se observé una tendencia hacia una
mayor citotoxicidad a las 24 horas en comparacion con las 48 horas. Esto puede

ser explicado por mecanismos de defensa, reparacion o adaptaciéon de las células
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cancerigenas que mitiguen el efecto inicial del extracto (Dehghan-Nayeri et al.,
2020).

Entre las posibles razones que pueden ayudar a contextualizar la falta de efectos
citotoxicos del extracto acuoso de Carica papaya sobre células K562 y HelLa se
encuentra la dosis baja, ya que como se describidé anteriormente, se han probado
concentraciones mas altas de extractos de Carica papaya que mostraron ser
citotoxicas en células K562 y HeLa. Se encuentran también el tiempo de exposicion,
la resistencia celular y algunos mecanismos de accion especificos, pues los
mecanismos de accidon de los compuestos de la papaya en células K562 y HelLa
pueden no estar directamente relacionados con la induccidon de citotoxicidad en

estas lineas celulares (Priyadurairaj et al., 2020).

La resistencia de las células K562 a los extractos de Carica papaya y la falta de
citotoxicidad podrian estar relacionadas con varios mecanismos que explican la
capacidad de las células para adaptarse y sobrevivir a tratamientos citotdxicos.
Algunas posibles razones incluyen el desarrollo de resistencia, pues las células
K562 pueden desarrollar resistencia a los compuestos presentes en los extractos
de Carica papaya debido a la seleccidn de subpoblaciones celulares resistentes
durante la exposicion repetida a tratamientos citotéxicos (Martinez-Torres et al.,
2016). Esta resistencia puede estar mediada por mecanismos como la
sobreexpresion de proteinas de resistencia a farmacos o la activaciéon de vias de
supervivencia celular. Otra posible razén es la activacion de vias de supervivencia.
Las células K562 pueden activar vias de supervivencia celular, como la via de
senalizacion del factor de transcripcion NF-kB o la via de PI3K/Akt, que les permiten
contrarrestar los efectos citotéxicos de los extractos de Carica papaya y promover

su supervivencia (Martinez-Torres et al., 2016).

Otras razones que pueden explicar la resistencia de las células K562 hacia los
extractos de Carica papaya son las alteraciones en la expresion génica y las
interacciones con el microambiente celular. La adaptacion de las células K562 a los
extractos de Carica papaya puede implicar alteraciones en la expresién génica que

les confieren resistencia a los compuestos citotoxicos (Avelino-Flores et al., 2016).
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Estos cambios genéticos pueden modificar la respuesta celular y reducir la eficacia
de los tratamientos. Por otra parte, el microambiente celular, que incluye factores
como la presencia de células vecinas, factores de crecimiento y sustancias
secretadas, puede influir en la respuesta de las células K562 a los extractos de
Carica papaya. Las interacciones con el entorno celular pueden modular la
sensibilidad de las células a los tratamientos citotoxicos. Estos mecanismos de
resistencia pueden conferir a las células la capacidad de sobrevivir y proliferar a
pesar de la exposicion a compuestos citotdéxicos de la papaya (Avelino-Flores et al.,
2016).

Las células K562 pueden hacerse resistentes a los extractos de Carica papayay no
exhibir citotoxicidad debido a su capacidad de diferenciarse en progenitores de
granulocitos, eritrocitos y monocitos, asi como a su produccion de hemoglobinas
embrionarias en fetos. Ademas, la relacion entre los niveles intracelulares de ROS
y la respuesta a diferentes tratamientos con extractos de plantas en las lineas
celulares K562 sugiere posibles mecanismos de resistencia y citotoxicidad en estas
células, lo que podria estar vinculado a la inmunidad innata y adquirida (Benezer-
Benezer et al., 2008). Por ejemplo, la activacion de macréfagos proinflamatorios M1
mediante citocinas y componentes microbianos, asi como la estimulacién de
macrofagos M2 antiinflamatorios por otras citocinas, podrian influir en la respuesta
de las células K562 a los extractos de Carica papaya. Estudios experimentales han
demostrado el potencial de compuestos como quinonas para actuar como agentes
antitumorales con alta selectividad en lineas celulares neoplasicas, lo que abre la
puerta a investigaciones futuras sobre la resistencia y citotoxicidad en células como
las K562 (Arencibia, et al., 2003).

7.1.2. Justicia spicigera

Justicia spicigera es una planta muy utilizada en la medicina tradicional mexicana,
y su uso para el tratamiento del cancer ha aumentado en los ultimos afios. Hoy en
dia, se sabe que varios tipos de compuestos, incluidos los carbohidratos simples;

pectinas; glicoproteinas; compuestos fendlicos (tales como glucdsidos de
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kaempferol) y antocianinas (tales como cianidina 3-O-glucésido y cianidina 3,5-
diglucdsido); resina; y los aceites esenciales y minerales (potasio, acetato y oxalato
de calcio, sulfato y cloruro de sodio) estan presentes en la planta Justicia spicigera
(Alonso et al.,, 2012). Ademas, se han determinado compuestos fendlicos
especificos de la planta, como la campferitrina y el kaempferol-3-o-ramnosido (Lin
et al., 2016). Estas ultimas moléculas se han aislado de las hojas, mientras que los
taninos se han extraido de las flores. En estudios actuales, se han identificado
muchos tipos de fitoquimicos en J. spicigera, estos compuestos, que se extraian
principalmente de las hojas, se les han atribuido propiedades bioldgicas especificas,
como actividad antioxidante, antibacteriana, antifungica y antidiabética, junto con
otras propiedades farmacoldgicas contra la gonorrea, enfermedades orales,
disenteria, parasitos, anticancerigeno, antileucemia y antianemia. (Castro et al.,
2022).

El extracto acuoso de Justicia spicigera en células K562 no resulté citotdxico a las
concentraciones de 25, 50, 100 y 300ug/mL. No existen resultados reportados sobre
la citotoxicidad de extractos de Justicia Spicigera en células de cancer K562, por lo
que este es el primer trabajo que describe el efecto citotoxico de los extractos
etandlico-acuoso y acuoso de Justicia Spicigera en células K562, para el caso de
las células NIH 3T3, Vega et al., (2009) reportan que el extracto acuoso de Justicia
Spicigera no es citotdéxico para esta linea celular. Debido a que los resultados
demostraron la nula citotoxicidad del extracto acuoso de Justicia spicigera en
células K562, HeLa y NIH 3T3 luego de realizar la medicion de absorbancia a 490nm
del ensayo bioldgico MTS a las 24 y 48 h, el extracto acuoso de Justicia Spicigera
no fue citotoxico para las células de cancer probadas y tampoco para las células

control.

El extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera no mostré un efecto citotdxico
significativo en células K562 a las concentraciones de 25, 50, 100 y 300 ug/mL luego
de 24 ni 48 horas de tratamiento. Sin embargo, se observé una tendencia hacia una
mayor citotoxicidad a las 24 horas en comparacion con las 48 horas. En cambio,

mostro efecto citotéxico en células HeLa en las concentraciones de 50, 100 vy
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300ug/ML luego de 48 horas, lo que corresponde con la literatura reportada (Alonso
et al., 2012). Ademas, los extractos etandlico-acuoso y acuoso de Justicia spicigera

no mostraron a su vez efecto citotdxico en células sanas de fibroblastos NIH 3T3.

Para hacer un analisis completo de los extractos, es necesario considerar la
composiciéon de los extractos analizados, que depende de factores como el tiempo
de cosecha, el clima, el tipo de suelo, la humedad, la altitud y la presion; ademas de
que las condiciones de extraccion son las que, en ultima instancia determinan la
cantidad y la naturaleza quimica de los metabolitos extraidos (Stanciauskaite et al.,
2021). En este sentido, mientras los estudios previos solo reportan compuestos
polifendlicos como parte del contenido de sus extractos, algunos analisis
fitoquimicos del extracto etandlico/acuoso sugiere la existencia de metabolitos
secundarios como cumarinas, flavonoides, esteroles y saponinas. La presencia de
estos compuestos en el extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera podrian
respaldar el efecto biolégico alcanzado en la linea celular de cancer de cancer
cervical HelLa, ya que algunos flavonoides y cumarinas ejercen una actividad
antiproliferativa a través de varios mecanismos en varias lineas celulares de cancer
(Marshall et al., 1994).

El método de obtencion de extractos de plantas puede afectar significativamente su
efecto citotoxico debido a la influencia que tiene en la composicidén quimica final del
extracto, asi, la citotoxicidad puede variar dependiendo de como se extraen los
compuestos bioactivos. Uno de los métodos de extraccidn es la utilizacion de
solventes, como en el caso del método de extraccion utilizado para realizar este
proyecto. Aqui la polaridad del solvente utilizado para la extraccidén juega un papel
crucial en la seleccion de los compuestos que se extraen (Lin et al., 2016).
Solventes polares como el agua o el etanol extraen principalmente compuestos
polares como polifenoles, flavonoides y taninos, mientras que solventes apolares
como el hexano o el cloroformo extraen principalmente compuestos apolares como
lipidos, resinas y aceites esenciales. La composicidon quimica del extracto
resultante, determinada por la polaridad del solvente, puede influir directamente en

su efecto citotdxico. La extraccion por ultrasonido también puede afectar el
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rendimiento de los extractos en su efecto citotoxico. Este método utiliza ondas de
ultrasonido para acelerar el proceso de extraccion. La energia de las ondas de
ultrasonido puede romper las paredes celulares de las plantas, liberando mas
compuestos bioactivos. Sin embargo, también puede causar la degradacion de

algunos compuestos sensibles al calor (Cosquillo et al., 2020).

Una variable importante dentro del método de extraccion que influye en la
citotoxicidad del extracto es la temperatura. Las temperaturas altas pueden
descomponer algunos compuestos bioactivos sensibles al calor, reduciendo su
efecto citotdxico. Otro factor potencial influyente en el potencial citotéxico de los
extractos obtenidos es el tiempo de extraccion (Huertas et al., 2013). Un tiempo de
extraccion prolongado puede llevar a la extraccion de una mayor cantidad de
compuestos, pero también puede aumentar la degradacién de algunos
componentes, lo que puede afectar la citotoxicidad. Asi mismo, la presencia de otros
compuestos en el extracto, como los taninos, puede afectar la citotoxicidad de los
compuestos bioactivos. Algunos taninos pueden aumentar la citotoxicidad de otros

compuestos, mientras que otros pueden reducirla (Diaz et al., 2011).

De igual forma debe considerarse que el efecto alcanzado en los extractos
dependera de la sensibilidad de la linea celular utilizada (Marshall et al., 1994). En
ensayos preliminares, se observo un efecto diferencial del extracto etandlico-acuoso
de Justicia spicigera en otra linea celular, siendo toxico para las células DU-145
(células de carcinoma prostatico independientes de andrégeno) a dosis menores
que las necesitadas para alcanzar el efecto antiproliferativo en la linea dependiente
de androgeno LNCaP. Este hallazgo sugiere la posible participacion del receptor de
andrégenos en el mecanismo de accion del extracto etandlico-acuoso de Justicia

spicigera (Fernandez, 2015).

Existen estudios que sefialan la efectividad del extracto acuoso de Justicia spicigera
como efecto citotdxico en la linea celular de cancer de mama humano T47D, en la
linea celular de adenocarcinoma de prostata PC3, en células humanas de
adenocarcinoma de seno MCF7, en células humanas de adenocarcinoma

colorrectal Caco-2 y en células de cancer de préstata LNCaP, siendo la mayoria
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efectivo luego de 72 horas de incubacion con el extracto (Vega et al., 2009;
Gonzalez & Emiko, 2021).

7.2.Ensayo de cierre de herida

Los resultados presentados en este trabajo sobre el ensayo de cierre de herida con
extractos etandlico-acuoso y acuoso de Carica papaya y Justicia spicigera no
muestran un efecto potencial de cicatrizacion, pues no tienen diferencia significativa
respecto al tratamiento control en el que no se aplicd ningun extracto. Esto no puede
ser directamente comparado con la literatura reportada, ya que los estudios sobre
el efecto de Carica papaya en ensayos de cierre de herida solo se han realizado in
vivo en ratas, en otros tipos celulares diferentes a la linea celular NIH o con extractos
de diferentes partes de la planta a las utilizadas en este trabajo, mostrando un efecto
positivo en la cicatrizacién de la herida (Nayak et al., 2012) (Salazar-Gomez &
Alonso-Castro, 2022).

Es importante destacar que las células de fibroblastos NIH 3T3 tienden a migrar y
cambiar de posicion, esto se debe a que son células moviles que desempefian un
papel crucial en la reparacion de tejidos y la formacién de la matriz extracelular
(Fernandez, 2015). En un cultivo in vitro, los fibroblastos se mueven en respuesta a
senales quimicas vy fisicas, como la presencia de factores de crecimiento o la
presencia de una superficie adecuada para la adhesién, como lo es la superficie del
pozo de una microplaca. Esta capacidad de migracion es esencial para su funcion
en la cicatrizacion de heridas y en la regeneracion de tejidos (Ramirez-Fariaz et al.,
2023). Por lo tanto, es posible que dentro de las imagenes pueda apreciarse un

cambio organizacional de la monocapa celular.
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8. CONCLUSIONES

El extracto etandlico-acuoso de Carica papaya no tiene efectos citotoxicos
significativos in vitro a las concentraciones de 25, 50, 100 y 300ug/mL luego de 24
y 48 horas de tratamiento en células de leucemia mieloide K562, en células de
cancer cervicouterino HelLa ni en células de fibroblastos NIH 3T3, utilizadas como
células control. Ademas, dichos extractos no muestran un efecto inhibitorio in vitro

sobre la migracion celular en células NIH 3T3.

El extracto acuoso de Carica papaya no tiene efectos citotdxicos significativos in
vitro a las concentraciones de 25, 50, 100 y 300ug/mL luego de 24 y 48 horas de
tratamiento en células de leucemia mieloide K562, en células de cancer
cervicouterino HelLa ni en células de fibroblastos NIH 3T3, utilizadas como células
control. Ademas, dichos extractos no muestran un efecto inhibitorio in vitro sobre la

migracion celular en células NIH 3T3.

El extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera no tiene efectos citotoxicos
significativos in vitro a las concentraciones de 25, 50, 100 y 300ug/mL luego de 24
y 48 horas de tratamiento en células de leucemia mieloide K562 ni en células de
fibroblastos NIH 3T3, utilizadas como células control. Ademas, dichos extractos no

muestran un efecto inhibitorio in vitro sobre la migracion celular en células NIH 3T3.

El extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera muestra efectos citotdxicos in vitro
en células HelLa a las concentraciones de 50, 100 y 300ug/mL luego de 48 horas
de tratamiento, siendo 300ug/mL la concentracion mas eficiente sobre la
citotoxicidad de estas células. Mientras que a las mismas concentraciones luego de
24 horas de tratamiento no exhibieron evidencia de citotoxicidad significativa. Asi
mismo, el extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera no es citotdéxico a ninguna
de las concentraciones y a ningun tiempo de tratamiento utilizados en células de
fibroblastos NIH 3T3. Ademas, este extracto no muestra un efecto inhibitorio in vitro
sobre la migracion celular en células NIH 3T3, es decir, no mostré un efecto

citostatico sobre estas células.

Por su parte, el extracto acuoso de Justicia spicigera no mostré un efecto citotoxico
in vitro a las concentraciones de 25, 50, 100 y 300ug/mL luego de 24 y 48 horas de
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tratamiento en células de leucemia mieloide K562, en células de cancer
cervicouterino Hela ni en células de fibroblastos NIH 3T3, utilizadas como células
control. Ademas, dicho extracto no muestra un efecto inhibitorio in vitro sobre la
migracion celular en células NIH 3T3, es decir, no mostrd un efecto citostatico sobre

estas células.

La relevancia clinica de los efectos observados en las células sanas y cancerosas
radica en el potencial de los extractos de plantas para el desarrollo de nuevos
tratamientos. El extracto etandlico-acuoso de Justicia spicigera mostro citotoxicidad
en ceélulas de cancer cervicouterino Hela, esto sugiere un potencial para el
desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos. Ademas, el extracto de esta
planta mostré selectividad hacia estas células, lo que resulta en un factor positivo,

ya que reduce el riesgo de efectos secundarios en células sanas.

Los resultados obtenidos en este trabajo ofrecen alternativas naturales, pues son
extractos de plantas alternativos a los tratamientos convencionales, especialmente
para pacientes que no toleran bien los tratamientos actuales. Asi mismo estos
extractos de plantas podrian usarse en combinacion con tratamientos
convencionales para mejorar su eficacia y reducir los efectos secundarios como una

forma de efectos sinérgico.
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9. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos sugieren que el extracto etandlico-acuoso de Justicia
spicigera tienen un potencial terapéutico hacia células de cancer cervicouterino
Hela, por lo que es importante identificar los compuestos activos responsables de
los efectos observados, asi como profundizar en los mecanismos de accion de
estos. Lo que puede lograr mediante técnicas de fraccionamiento y analisis quimico,
que permitira comprender mejor como interactuan con las células y como ejercen
sus efectos. Se exhorta a profundizar en el estudio de los efectos de los extractos
de Carica papaya y Justicia spicigera en células HeLa para explicar por qué Carica

papaya no tiene un efecto citotdxico en estas células.

Asi mismo, se sugiere investigar las diferencias entre los metabolitos secundarios y
su via de accion, sobre células de cancer, en extractos de Carica papaya y Justicia
spicigera para explicar porque esta primera planta no tuvo un efecto citotoxico sobre

las células HelLa mientras que la segunda planta si.

Se propone realizar combinaciones con tratamientos convencionales. Pues explorar
el potencial de los extractos de plantas para ser utilizados en combinacion con
tratamientos convencionales para la cicatrizacion de heridas o el cancer permitira
mejorar la eficacia de los tratamientos existentes y reducir los efectos secundarios.
Se propone también el desarrollo de nuevos productos basados en los extractos de

plantas, como medicamentos para el tratamiento del cancer.

Para demostrar la selectividad de los extractos hacia células de cancer se propone
realizar experimentos dirigidos hacia otros tipos celulares considerados sanos con
la finalidad de demostrar que los extractos no afectan a ningun tipo de célula sana.
Ademas, seria util realizar experimentos in vivo para determinar los efectos que los
extractos puedan provocar en un sistema complejo u organismo. Si los estudios in
vivo son exitosos, se pueden realizar estudios clinicos en humanos para evaluar la
eficacia y seguridad de los extractos de plantas en pacientes para después optimizar
la formulacidon de los extractos de plantas y garantizar su estabilidad,

biodisponibilidad y eficacia.
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Finalmente, con la finalidad de obtener resultados que reflejen si existen extractos
de plantas que posean potencial anti metastasico, se propone realizar el ensayo de
cierre de herida en células cancerigenas para evaluar el potencial citostatico de
Carica papaya y Justicia spicigera. Por otra parte, para averiguar si estas plantas
tienen un potencial adicional de cicatrizacion se propone realizar mas ensayos de
cierre de herida in vitro. Ademas, se sugiere probar con rangos de concentraciones
mas amplios para los extractos de estas plantas, asi como de mayores tiempos de
incubacién con los extractos para continuar evaluando el efecto citotdxico de estos

y optimizar su formulacion.
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11. ANEXOS

Anexo |. Determinaciéon de compuestos fendlicos totales

Para la cuantificacion de los fenoles totales se empled6 el método de Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton et al., 1965. Se elabord una curva de calibracion de acido
galico (AG) en un rango de concentracion de 0 a 100 mg AG/Litro (L), obteniéndose
una curva de calibracidn con una ecuacién de la forma y=0.0109x-0.0008 donde
y=Absorbancia y x= concentracion del extracto y un coeficiente de determinacion
(R2)=0.9996, para la posterior determinacion de fenoles totales en los extractos se
utilizaron 200 ul de cada muestra, a los cuales se agregaron 1 mL del reactivo Folin-
Ciocalteu diluido 1:9 en agua destilada, se agité la mezcla por 2-3 segundos y se
afiadieron 800 pl de Carbonato de Sodio 7.5% (Na2C0s), mezclandose

vigorosamente por otros 2-3 segundos.

La reaccién se dejoé reposar por 2 horas a temperatura ambiente y protegida de la
luz. Luego, se mididé la absorbancia por duplicado a 760 nm mediante un
espectrofotometro GENESYS 10S de espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis).
El contenido de compuestos fendlicos totales en los extractos se expresé en mg

equivalentes de acido galico por gramo de extracto (MEAG/g).

Solvents
J. spicigera leaves extract F Test
H20
MetOH E1OH MetOH- H2O  EtOH- H20
e
(50/50% w/v) (50/50% v/v)
45.985 46.598 53.692 89.024 42,638
F384=91.24
+2517a | £6.161a | 654056 +3.158 ¢ 15842 g
Phenols C. papaya leaves extract
(mgGAE/g extract)
23.037 31.405 52.943 71.322 79.821 | F44.4=688.91
£1.151a +588 b +0.664 ¢ +0.984 4 +1.415¢

Different letters in superscripts indicate statistically significant differences at P<0.0001.

Tabla 1. Contenido total de fenoles de los extractos de hoja de Justicia spicigera y Carica
papaya.
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Anexo ll. Determinacion de flavonoides totales

El método utilizado para la determinacién de flavonoides totales fue el de reactividad
diferencial del tricloruro de aluminio. Para preparar la curva de calibracion, se utilizé
Quercetina (Q) con un rango de concentracién de 0-0.020 mgQ/mL. La curva de
calibracion obtenida fue de 0.004-0.02 mgQ/ml, representada por la ecuacién
y=31.95x-0.02 donde y=Absorbancia y x= concentracion del extracto y con un

coeficiente de determinacion (R2) de 0.9918.

Para medir los flavonoides totales en los extractos, se tom6 1mL de cada extracto y
se le afadio 1mL de tricloruro de aluminio 1% (AIClIs) disuelto en una mezcla 1:1 de
etanol y agua destilada. Se homogeneiz6 vigorosamente por 2-3 segundos, se dejo
reposar por 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Después del
tiempo de reaccion, se midio la absorbancia por duplicado a 410nm utilizando un
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis. Finalmente, el contenido de flavonoides
totales se expres6 en mg Equivalentes de quercetina por gramo de extracto
(mEQ/Qg).

Solvents
L spicigera leaves extract F Test
HZ0
MetOH FtOH MetOH- HZO EtOH- H20
(50/50% v/iv) (50/50% w/v)
F324=113.8

33.522 38.813 20.562 45.049 16.791 '
$3580c |xd127b | 228544 11.074 a 12508 ¢

Flavonoids C. papaya leaves extract

(mgQE/qg extract

gQE/g ) _ F354=52153

56.545 51.887 15.132 19.335 51.276
30280 | 217636k | 20307c¢ 1045 d +4.076 b

Different letters in superscripts indicate statistically significant differences at P<0.0001.

Tabla 2. Contenido total de flavonoides de los extractos de hoja de Justicia spicigera y
Carica papaya.
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Anexo lll. Determinacion de actividad antioxidante por el método de DPPH

Se preparé una curva de calibracién de Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (Trolox) en un rango de concentracion de 0-100 pgTrolox/mL,
obteniendo una curva de calibracion representada por la ecuacion y=-
0.141x+1.2501 donde y=Absorbancia y x= -concentracion del extracto vy
R2=0.9963.

Luego, se tomaron 200 ul de cada extracto y se les afadieron 800 ul de buffer
tris(hidroximetil)aminometano clorhidrato (Tris-HCI) 0.1M, se homogeneizaron
vigorosamente por 2-3 segundos y se les agregé 1 mL del reactivo DPPH. Se
homogeneizaron vigorosamente por 2-3 segundos y se dejaron en reposo por 30
minutos a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Después del tiempo de
reaccion, se midid la absorbancia por duplicado a 515nm utilizando el
espectrofotometro  GENESYS 10S UV-Vis. La capacidad antioxidante fue

expresada en mg Equivalentes de Trolox por gramo de extracto (mgETrolox/g).

Anexo IV. Determinacion de actividad antioxidante por el método de ABTS

Se preparo una curva de calibracion de Trolox 2mM en un rango de concentracién
de 0-0.8, representada por la ecuacién y=-0.1446x+0.8789 donde y=Absorbancia y
x= concentracion del extracto y R2=0.9836. Luego, se tomaron 100 pl de cada
extracto y se les afiadieron 3 mL del reactivo ABTS adicionado con 88 ul de
persulfato de potasio 140 mM (K2SO4) ajustado a 0.74 unidades de absorbancia a

734nm utilizando metanol.

Se homogeneizaron por 2-3 segundos, se dejaron en reposo por 10 minutos a
temperatura ambiente y protegidos de la luz. Después del tiempo de reaccién, se
midié la absorbancia por duplicado a 734nm utilizando el espectrofotometro
GENESYS 10S UV-Vis. La capacidad antioxidante fue expresada en mg
Equivalentes de Trolox por gramo de extracto (mETrolox/g).

70



Solvents
). spicigera leaves extracts

MetOH- H2O | EtOH- H2O

MetOH EtOH
© (50/50% v/iv) (50/50% w/v)

?r:r;a{arf extract) 17.237 18.023 8.338 12.72

g g +1716c  $1949¢ +0.125q +0.165 b
DPPH 8673 9.352 2.974 4.028
(mgTrolox/g extract) +0502c¢ 103104 102800 +0.068 b

C. papaya leaves extract

?r:r;a{arf extract) 22.535 25.941 21.804 29.002

g g +0.427q  :166b  +1.2054 £09b
DPPH 18.187 21.07 14.635 17.29
(mgTrolox/g extract) 1t0662a 03876 03¢ 1028 d

H20

9.679
+0.209 a

2.778
+0.102 a

45.877
5426 ¢

12.7
+0.97 e

F test

F29.4=83.22

F294=762.7

F29.4=83.94

F29,4=187.23

Different letters in superscripts indicate statistically significant differences at P<0.0001.

Tabla 3. Actividad antioxidante de los extractos de hoja de Justicia spicigera y Carica

papaya.
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