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RESUMEN

El cancer de préstata es la segunda neoplasia maligna en hombres a nivel
mundial, y se posiciona en México como primer lugar en incidencia y mortalidad en
hombres mayores a 65 afos. Las células prostaticas sanas y al inicio de la
enfermedad son dependientes de andrdgeno, sin embargo, pueden convertirse en
andrégeno independientes en un cancer de prOstata avanzado, situacion en la
cual el pronéstico de supervivencia en el paciente es menor y ocurre la migracion
celular. Actualmente, existen diversos tratamientos utilizados contra el cancer de
préostata, siendo los farmacos anti-androgenos los de primera eleccion. La
enzalutamida pertenece a este grupo. Sin embargo, las células cancerosas logran
crear resistencia a estos tratamientos por lo tanto en la presente investigacion se
plantea la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento que favorezcan la
eficacia de los farmacos existentes y frenen la migracion de las células
cancerosas. Stevia pilosa y Stevia eupatoria, dos especies del género Stevia,
contienen B-sitosterol, estigmasterol, luteolina y quercetina en su composicion y
que estos compuestos han demostrado efecto anticarcinogénico en diversos
estudios in vitro e in vivo, es por ello que estas especies fueron seleccionadas
para este estudio. Se evalud el efecto de los extractos metandlicos de ambas
especies sobre la proliferacion de células de cancer de préstata dependientes de
androgenos LNCaP y androgeno independientes PC-3, mediante una curva de
concentracion respuesta y el efecto sobre la migracion por el ensayo herida. Los
resultados demostraron que los extractos de ambas especies disminuyeron la
proliferacion celular con las concentraciones de 2000 ug/mL y 2500 ug/mL para
LNCaP Y PC-3, respectivamente; mientras que el ensayo de migracién para
células andrégeno independientes no mostré cierre en la herida desde las 24
horas hasta las 72 horas con la concentracién de 2500 pg/mL para los extractos
metandlicos de Stevia pilosa y Stevia eupatoria. Se concluyé que los extractos
metanodlicos de Stevia pilosa y Stevia eupatoria disminuyen la proliferacion en
ambas lineas célulares de cancer de préstata LNCaP y PC-3, y muestran efecto
anti-migratorio, pero no se pudo observar un efecto aditivo con enzalutamida.

Palabras clave: cancer de prostata, Stevia pilosa, Stevia eupatoria, enzalutamida,
proliferacion, migracion.



SUMMARY

Prostate cancer is the second most harmful disease in men worldwide. In Mexico,
it is positioned as first in incidence and mortality in men over 65 years of age. Both
healthy prostate cells and the onset of cancer are androgen dependent, however,
they can become androgen independent in an advanced prostate cancer. When
the cell becomes androgen independent, the prognosis for patient survival is less
and cell migration occurs to other organs. Currently, there are several treatments
used in prostate cancer, the anti-androgens being the first drug choice.
Enzalutamide belongs to this group. However, cancer cells manage to create
resistance to these treatments. So we try to look for new more effective agents,
which enhance the response of existing therapeutic drugs and stop migration of
cancer cells. Stevia pilosa and Stevia eupatoria are two species from the genus
Stevia; it is know that this species contains [-sitosterol, stigmasterol, luteolin,
guercetin in their composition and these compounds show anti-cancer effects This
is the reason why these species were selected for this study. We evaluated the
effect of S.pilosa and S. eupatoria methanolic extracts on the proliferation of
androgen-dependient LNCaP and androgen-independient PC-3 prostate cancer
cells by a concentration-response curve. The effect on migration was evaluated by
wound healing assay. The results shown that both extracts decreased cell
proliferation with 2000 pg/mL and 2500 pg/mL for LNCaP and PC-3 respectively;
with the wound healing assay of androgen-independent cells, it was not show
wound closure from 24 hours to 72 hours with 2500 ug/mL for methanolic extracts
of Stevia pilosa and Stevia eupatoria. It was concluded that Stevia pilosa and
Stevia eupatoria methanolic extracts decreased cell proliferation in both androgen-
dependent (LNCaP) and androgen-independent cells (PC-3) of prostate and
showed an anti-migratory effect, but we cannot observed an additive effect with
enzalutamide.

Keywords: prostate cancer, Stevia pilosa, Stevia eupatoria, enzalutamide,
proliferation, migration.
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1. INTRODUCCION

El cancer de préstata es la segunda neoplasia maligna en hombres a nivel
mundial, y se posiciona en México, como primer lugar en incidencia y mortalidad
en hombres mayores de 65 afos. Existen factores de riesgo que pueden llevar al
desarrollo del cAncer de prostata como lo son la edad, historia familiar, genética,
dieta y factores ambientales.

El cancer de prostata inicia con una atrofia inflamatoria proliferativa donde las
células prostaticas dependen de los andrégenos, le sigue una neoplasia
intraepitelial prostatica, cdncer de prostata localizado y finalmente metéstasis a
otros Organos, en estas Ultimas etapas las células pierden la respuesta a los
androgenos. Los andrégenos son hormonas sexuales masculinas cuyas funciones
son: determinacion del sexo (formaciéon de los genitales externos masculinos),
espermatogénesis, desarrollo de caracteres sexuales secundarios, crecimientos
de huesos, eritropoyesis. La activacion de la via de sefalizacion del receptor de
androgenos es esencial para el desarrollo fisiologico de la préstata, regulando la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis de las células prostaticas. Debido a esta
via de sefalizacion, los farmacos anti-andrégenos son el tratamiento de primera
eleccion, existiendo en la actualidad los de primera generacién (flutamida,
bicalutamida, nilutamida) y los de segunda generacién (enzalutamida). La
enzalutamida tiene una afinidad hacia los receptores de androgenos (RA) ocho
veces mayor que los anti-andrégenos de primera generacion, ademas de actuar
en tres niveles importantes de la via de sefalizacion de los RA, no obstante, las
células de cancer de prostata logran crear resistencia hacia esos farmacos, es por

ello que se requiere de coadyuvantes para esta terapia.

El género Stevia cuenta con una amplia variedad de compuestos entre todas sus
especies, lo que lo hace blanco de estudios fitoquimicos, que han permitido
encontrar alguno de los metabolitos presentes en sus especies. En el caso de
Stevia pilosa y Stevia eupatoria, se han identificado fitoesteroles como B-sitosterol

y estigmasterol, al igual que los flavonoides quercetina y luteolina.



El B-sitosterol es un agente prometedor que exhibe varias funciones incluyendo
actividad antifangica, anti-inflamatoria, antihipercolesterolémica y antibacteriana;
sumandose a estas actividades, recientemente, se ha sugerido que tiene efecto
anticancerigeno en cancer de pulmon, mama y colén. A la quercetina se le han
atribuido diferentes propiedades entre las que destacan la actividad
antiinflamatoria, antigenotéxica y antitumoral. La luteolina tiene propiedades
antioxidantes y se ha reportado que inhibe el desarrollo de tumores solidos. Es por
la riqueza en compuestos dentro del género Stevia y la necesidad de combatir el
cancer de prostata tanto en etapas tempranas como avanzadas, que se llevo a
cabo el estudio del efecto de los extractos de Stevia pilosa y Stevia eupatoria
sobre células de cancer de prostata, asi como su posible efecto aditivo o sinérgico

para potenciar el efecto de la enzalutamida.



2. ANTECEDENTES
2.1 Cancer

El cancer es una enfermedad en la que las células del cuerpo destruyen la
armonia del organismo pluricelular al proliferar cuando no deberian hacerlo e

invaden tejidos en los que no deberian penetrar (Alberts, 2006).

Las células cancerosas y su progenie se definen por dos propiedades heredables:
1) proliferan en contra de las limitaciones normales e 2) invaden y colonizan
territorios que en condiciones normales estan reservados para otras células. La
combinacion de estas dos caracteristicas determina un peligro mortal. Las células
que tienen la primera propiedad pero no la segunda proliferan en forma excesiva
pero permanecen agrupadas en una sola masa que produce un tumor, pero el
tumor en este caso es benigno y por lo general puede extirparse en forma
completa y con margenes libres por medio de la cirugia. Un tumor es canceroso
solo si sus células tienen la capacidad de invadir los tejidos circundantes, caso en
el cual se dice que es maligno. Las células tumorales malignas con esta propiedad
invasora pueden separarse del tumor primario, ingresar en la corriente sanguinea
o0 en los vasos linfaticos y formar tumores secundarios 0 metastasis en otros sitios
del cuerpo (Alberts, 2006).

Se considera que la transformacion maligna de las células normales tiene lugar
mediante la adquisicién progresiva de una serie de alteraciones moleculares que
les confieren una ventaja para el desarrollo de la enfermedad y son comunes a

todos los tipos de canceres (Hanahan y Weinberg, 2000):

Autosuficiencia en el crecimiento

¢ Resistencia a estimulos antiproliferativos
e Evasion de la muerte celular programada (apoptosis)
e Capacidad replicativa ilimitada

e Capacidad de invasion y metastasis

Segun datos obtenidos de la OMS, en 2012 hubo 14 millones de nuevos casos de

cancer, y 8.2 millones de muertes relacionadas con el cancer. Los canceres

3



diagnosticados con mas frecuencia en el hombre fueron los de proéstata, pulmon,
estdbmago, higado, colon y recto. Se prevé que el nimero de nuevos casos

aumente en aproximadamente un 70% en los proximos 20 afios.
2.2 Cancer de Prostata

El cancer de prostata (CaP) es un trastorno heterogéneo y multifocal. Alrededor de
70% de los casos de CaP se originan en la zona periférica de la glandula
prostatica, el 15% - 20% en la zona central y solo el 10% - 15% en la zona
transicional. ElI CaP puede asumir diversos patrones histolégicos, pero la mayoria
de los casos corresponde a adenocarcinoma acinar, que surge de las células
epiteliales prostaticas las cuales expresan receptores de andrégenos. El
adenocarcinoma ductal, carcinoma mucionoso y adenocarcinoma en “anillo de

sello” son extremadamente raros (Felgueiras et al., 2014).

El desarrollo y homeostasis de la prostata requiere de una sefializacion
bidireccional entre los constituyentes de las células epiteliales y las células
estromales, incluyendo fibroblastos y células del muasculo liso, vasculatura,
factores solubles y proteinas de matriz extracelular. Esta sefalizacion esta
interrumpida en el cancer, donde el estroma comienza a desorganizarse, los
fibroblastos prostaticos normales no malignos son reemplazados por fibroblastos
activados asociados a cancer, y la composicion de la matriz extracelular se altera
(Leach et al., 2015).

2.2.1 Anatomia de la préstata

La prostata es una glandula mixta tubulo alveolar que se encuentra solo en los
hombres y es un 6rgano que forma parte del sistema reproductor masculino
(Mendoza, 2013). Esta glandula rodea el cuello de la vejiga y de la uretra, y esta
cubierta por una capa fibrosa y muscular (Figura 1). Se divide anatbmicamente en
cinco lébulos (anterior, medio, posterior y dos laterales). Una divisiobn que
correlaciona mejor con las caracteristicas fisiol6gicas y patologicas, divide la
prostata en regiones periférica, central, transicional y periuretral (Ramirez-
Balderrama et al., 2013).
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Figura 1. Vejiga y préstata, corte sagital mediano de la pelvis (Taguchi, 2006).

La préstata humana normal es considerada un complejo glandular tubulo alveolar
dividido en dos compartimentos, el estromal y el epitelial. EI compartimiento
estromal consiste en una matriz de tejido conectivo formado por una amplia
variedad celular, como tejido nervioso, fibroblastos, linfocitos, macrofagos y
células de musculo liso, con funciones estructurales e inmunoldgicas definidas. El
compartimiento epitelial estd formado por un complejo glandular epitelial inmerso
en una matriz de tejido conectivo organizado por glandulas que se ramifican desde
la uretra hasta los acinos secretores. El epitelio esta integrado por tres variedades
celulares (Figura 2), las epiteliales luminales, las epiteliales basales y las

neuroenddcrinas (Ramirez-Balderrama et al., 2013).

Las células epiteliales luminales constituyen la mayoria del epitelio prostatico,
estan diferenciadas y llevan a cabo las funciones secretoras (liberan antigeno
prostatico especifico y fosfatasa acida a la luz glandular); la mayoria de estas
células depende de la sefalizacion de andrégenos para su supervivencia (Xin,
2012).
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Figura 2. Imagen simplificada que ilustra las estructuras glandulares de préstata
(Xin, 2012).

Las células epiteliales basales por el contrario, estan poco diferenciadas, no tienen
actividad secretora, estan distribuidas en la membrana basal y su nimero es
menor; se caracterizan morfolégicamente, por ser pequefias con formas
aplanadas cuboides, expresan bajos niveles de receptores androgénicos y son
independientes de andrégenos para su sobrevida. Sin embargo, pueden expresar
receptores B de estrégenos y proliferar durante la terapia estrogénica (Ramirez-
Balderrama et al., 2013).

Las células neuroendocrinas son el tercer tipo de células epiteliales, constituye
solo una fraccidbn muy pequefia y se encuentran ubicadas entre las células del
compartimiento basal (Xin, 2012). Esta variedad celular tiene propiedades duales
de células endocrinas y neuronas. Las células neuroendocrinas forman una red de
comunicacién gue, a través de una gran variedad de productos secretados, regula
las funciones celulares, la secrecién y la diferenciaciébn prostatica (Ramirez-
Balderrama et al., 2013).



La funcion principal de la prostata es producir el liquido que enriquece el semen y
nutre a los espermatozoides, a fin de que éstos puedan ser viables para la
fecundacion después de la eyaculacién (Mendoza, 2013).

2.2.2 Epidemiologia del Cancer de Prostata

El CaP es la segunda neoplasia maligna mas frecuente en hombres, con casi un
millon de nuevos casos diagnosticados cada afio, de los cuales un tercio son
fatales y representa aproximadamente el 10% de todos los nuevos casos de
cancer en los hombres a nivel mundial. Sin embargo, en los paises occidentales
incluyendo paises europeos y EUA, aproximadamente 25% de los nuevos casos

de cancer en hombres se deben a CaP (Tao et al., 2015).

De acuerdo con GLOBOCAN un estimado de 1.1 millones de casos de cancer de
préstata, a nivel mundial, fueron diagnosticados en 2012, de los cuales 70% de los
casos (759,000) se encontraron en pacientes de regiones mas desarrolladas. La
incidencia de CaP varia mas de 25 veces en todo el mundo (Figura 3); las tasas
son mas altas en Australia/Nueva Zelanda, América del Norte (111.6 y 97.2 por
100,000, respectivamente), y en Europa Occidental y del Norte, debido a que la
practica de antigeno prostéatico especifico (PSA) y la posterior biopsia se ha
generalizado en esas regiones. Las tasas de incidencia son también relativamente
altas en ciertas regiones menos desarrolladas, como el Caribe (79.8), el sur de
Africa (61.8) y de América del Sur (60.1). Sin embargo, siguen siendo bajos en

Asia con tasas estimadas de 10.5y 4.5 en el este y sur-central (GLOBOAN, 2012).

Con un estimado de 307,000 muertes en 2012, el cancer de pristata es la quinta
causa principal de muerte por cancer en hombres a nivel mundial (6.6% del total
de muertes en hombres). Las tasas de mortalidad son generalmente mas altas en
poblaciones con predominio de raza negra (Caribe, 29 por 100,000 y Africa Sub-
sahariana 19-24 por 100,000), muy bajas en Asia (2.9 por 100,000 en centro y sur

de Asia) e intermedias en América y Oceania (Bashir, 2015).
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Figura 3. Incidencia y mortalidad de Cancer de Préstata a nivel mundial
(GLOBOCAN, 2012).

En México, segun el Instituto Mexicano del Seguro Social en 2013, el cancer de
prostata es la causa mas frecuente de mortalidad por tumores malignos en
hombres con un 16% de incidencia en México. Los datos mas recientes
publicados por el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) indican que la tasa

de mortalidad es 13 defunciones por cada 100 hombres.
2.2.3 Factores de riesgo

Existen varios factores importantes que influyen en el riesgo de tener cancer de

préstata, como la edad, etnia, historia familiar, dieta y agentes ambientales.



2.2.3.1 Edad y etnia

El CaP es una enfermedad de hombres de edad avanzada; 6 de cada 10 casos
son diagnosticados en pacientes con una media de edad de 65 afos. Es poco
comun que la enfermedad se presente antes de los 40 afos, pero la probabilidad
de desarrollar CaP aumenta después de los 50 afios (Bashir, 2015). Est4 estimado
gue mientras la incidencia de CaP es alrededor de 1 en 55 hombres en un rango
de edad de 40-60 afos, este se incrementa ocho veces, de 1 a 7 hombres en un
rango de edad de 60-80 afos (Tao et al., 2015).

La poblacion afroamericana tiene la tasa mas alta de CaP en el mundo (23.0 por
100,000 hombres). La tasa de incidencia entre los afroamericanos es 60% mayor
que la poblacion de hombres blancos (139.9 por 100,000 hombres). La tasa de
incidencia para todas las razas es 147.8 por 100,000 hombres. Por otra parte,
para el periodo 2007 — 2011, la tasa de mortalidad para afroamericanos fue 2.4

veces mayor que en la poblacién de hombres blancos (Bashir, 2015).
2.2.3.2 Historia familiar

Ademas de la edad y el origen racial, la historia familiar de la enfermedad es otro
factor de riesgo importante. Varios estudios han mostrado que el riesgo de
desarrollar CaP se incrementa de 2 a 3 veces en hombres que tienen familiares de
primer grado (padre, hermano, hijo) con una historia positiva de CaP, aunado a
esto, en hombres gue tengan dos o mas familiares de primer grado afectados por
CaP, el riesgo de desarrollar la enfermedad aumenta a 5 veces. La mayoria de
casos (64%) de CaP de inicio temprano reportaron una historia familiar de la
enfermedad y mas del 40% con familiares de primer grado afectados (Bashir,
2015).

Estudios en gemelos nordicos, demostraron que, gemelos monocigotos tenian un
riesgo de 50% mayor que los gemelos dicigéticos. En la Tabla 1 se muestra el

resumen del riesgo relacionado con una historia familiar (Tao et al., 2015).



Tabla 1. Riesgo relativo e intervalo de confianza al 95% relacionado con la historia
familiar del CaP (Bashir, 2015).

Riesgo relativo
Grupo de riesgo para Cap
(IC 95%)
Padre con CaP 2.35(2.02-2.72)
Hermano(s) con CaP 3.14 (2.37-4.15)
Un familiar de primer grado afectado 2.48 (2.25-2.74)
Familiar de primer grado diagnosticado <65 afios 2.87 (2.21-3.74)
Familiar de primer grado diagnosticado a los 65 afios 0 mas. 1.92 (1.49-2.47)
Familiares de segundo grado afectados 2.52 (0.99-6.46)
Dos o mas familiares de primer grado afectados. 4.39 (2.61-7.39)

2.2.3.3 Dieta

Una amplia variedad de factores dietéticos estan implicados en el desarrollo del
CaP. El consumo de grasas, especialmente grasas poliinsaturadas, muestra una
fuerte correlacién con la incidencia y mortalidad del CaP. En el estilo de vida
occidental, el mayor consumo de grasas, carne roja y productos lacteos puede ser
responsable de desarrollar el mayor riesgo de CaP. En un estudio multiétnico de
factores dietéticos, el riesgo de desarrollar CaP fue asociado positivamente con la
ingesta total de grasas en la poblacion de raza blanca, asiaticoamericanos y
africanoamericanos (Bashir, 2015). Se ha encontrado que la obesidad esta
asociada con el incremento de la incidencia de CaP agresivo asi como la
recurrencia del CaP. Es probable que la mortalidad especifica por CaP también se

eleve significativamente por la obesidad (Tao, 2015).
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Los retinoides, incluidos la vitamina A, ayudan a regular la diferenciacion y
proliferacion de células epiteliales, con una asociacion positiva con el riesgo de
CaP. La vitamina C es un eliminador de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
radicales libres, pero no hay una asociacién consistente con la ingesta y el riesgo
de CaP. Una deficiencia de vitamina D puede ser un factor de riesgo, la forma
hormonal, 1,25-dihidroxivitamina D, inhibe la invasividad y tiene efectos
antiproliferativos y antidiferenciativos en CaP. La vitamina E (a-tocoferol) es un
antioxidante que inhibe el crecimiento de las células de CaP a través de la
apoptosis. En Finlandia se llevo a cabo un estudio clinico donde pudieron concluir
gue una ingesta diaria de vitamina E disminuye el riesgo de CaP en un 32%. En
cuanto al Zn, la relacion entre el zinc de la dieta y el riesgo a padecer la
enfermedad no es claro hasta el momento, sin embargo, existen datos donde la
concentracion de Zn se reduce a un 90% en prostatas con cancer. La ingesta de
alcohol no tiene una asociacion significativa con el riesgo de desarrollar CaP
(Bostwick et al., 2004).

2.2.3.4 Agentes ambientales

Una clase de agentes ambientales que ha recibido mucha atencién son los
quimicos de alteracion endécrina (EDC, Endocrine Disrupting Chemicals), estos
estan definidos como un agente ambiental que altera positiva 0 negativamente la
actividad hormonal y que puede conducir a la carcinogénesis, particularmente en
los 6rganos reproductores. Se ha identificado que los EDCs ejercen un efecto
sobre estrogenos, andrégenos y actividades de la tiroides. Ciertos residuos de
pesticidas en los alimentos, quimicos usados en la produccién de plasticos y
fitoestrégenos en productos vegetales, se comportan como EDCs (Bostwick et al.,
2004).

La vinclozolina, es un EDC usado comunmente como fungicida en la fruta utilizada
en la industria. La vinclozolina y sus dos metabolitos principales, M1 y M2, tienen
propiedades anti-androgénicas. La exposicion prenatal a vinclozalina tiene como
resultado defectos de desarrollo en el aparato reproductor masculino y la

exposicién en la pubertad promueve cambios morfologicos y de expresién de
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genes. Ademas de los defectos reproductivos observados, se han reportado

anomalias en el comportamiento y aprendizaje (Anway y Skinner, 2008).

Las enzimas androgénicas clave que pueden ser blanco de los EDC son el
citocromo P450 (CYP17), el cual tiene funciones de hidroxilasa y liasa, y es
responsable de la sintesis de los precursores de todos los andrégenos, esteroides
y Sa-reductasa que convierte la testosterona en su forma activa (Robitaille et al.,
2015).

2.2.4 Diagnéstico

Los cuatro procedimientos comunmente usados para el diagndstico del cancer de
prostata son: examen de tacto rectal (DRE, digital rectal examination), niveles de
Antigeno Prostatico Especifico (PSA) en sangre, ecografia transrectal (TRUS,
transrectal ultrasound) y biopsia (National Institute for Health and Care Excellence,
2014).

2.2.4.1 Examen de tacto rectal (DRE)

El DRE mejoroé significativamente la estadificacion del CaP a principios de 1900 y
fue recomendado anualmente para los hombres de 50 afios de edad y mayores.
Es una evaluacion subjetiva y dependiente de la habilidad del médico en el
reconocimiento de la sensacion del tumor; desafortunadamente, este método no
permite que se examine manualmente toda la prostata. La DRE es una evaluacion
importante cuando se usa en conjunto con otras herramientas de diagnostico,
como el PSA (Kash et al., 2014).

2.2.4.2 Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

El PSA es una proteina producida especificamente por las células epiteliales del
tejido prostatico benigno y maligno. Su funcion bioldgica consiste en licuar el
coagulo seminal, lo cual aumenta la motilidad de los espermatozoides (Duskova y
Vesely, 2015).
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La mayor parte del PSA se encuentra en la sangre en forma libre, y una pequefa
porcion se halla formando complejos con otras proteinas, entre las que se

encuentran al- antiquimiotripsina y a2-macroglobulina (Pinto y Vallejos, 2012).

En 1986, el PSA fue aprobado por la Administraciéon de Alimentos y Farmacos de
los Estados Unidos (FDA, USA Food and Drug Administration) para monitorear el
CaP y en 1994 se aceptd como una herramienta para la deteccion de la
enfermedad en hombres mayores de 50 afios. Aunque representa uno de los
biomarcadores mas usados en la deteccion y el manejo del CaP, no es el ideal y
causa muchas controversias (Duskova y Vesely, 2015); pues a pesar de ser una
proteina érgano-especifica puede verse afectada, elevandose, por agrandamiento
de la préstata, prostatitis, eyaculacion, una edad avanzada, ejercicio en bicicleta,
algunas condiciones urologicas y ciertos medicamentos; o bien, disminuirse por

inhibidores de la 5-a-reductasa, obesidad y uso de aspirina (Daniyal et al., 2014).
2.2.4.3 Ecografia transrectal (TRUS)

Los avances tecnoldgicos en ecografia y biopsia desde 1940 han hecho de TRUS
una herramienta integral en la deteccion de las primeras etapas del CaP. Es una
técnica de imagen que utiliza ondas sonoras inofensivas y sus ecos para crear un
“‘mapa” de la préstata. Este procedimiento detecta aproximadamente el 68% de los
canceres en la zona periférica de la prostata y el 8% de la zona central (Kash et
al., 2014).

2.2.4.4 Biopsia

El diagnéstico de cancer se confirma mediante una biopsia con aguja guiada por
TRUS. La observacion directa, por ecografia, asegura que se extraigan muestras
de todas las zonas de la glandula. Los sujetos con prostatitis deben ser sometidos
a un ciclo de antibioticoterapia antes de la biopsia. En algunos casos, pueden
observarse niveles anormales de PSA y una biopsia negativa, por lo que lo

recomendable es repetir el procedimiento (Longo et al., 2012).

Actualmente, un aproximado de 25% de los hombres sometidos a biopsia con

niveles de PSA por encima del umbral, seran diagnosticados con CaP. Las tasas
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de deteccion tienen un estimado de 14-22% en la primer biopsia, 10-15% en la
segunda biopsia y 5-10% para la tercer biopsia (National Institute for Health and
Care Excellence, 2014).

La necesidad de una biopsia basal se determina en funcion de la concentracion de
PSA, un DRE sospechoso o ambos; debe tenerse en cuenta la edad biolégica del
paciente, las posibles enfermedades concomitantes y las consecuencias

terapéutica (Heidenreich et al., 2010).

El primer valor elevado de PSA no conlleva a una biopsia inmediata, se debe
comprobar al cabo de unas semanas con el mismo analisis en condiciones
normalizadas, sin eyaculacion ni manipulacibn, como sedaje cistoscopia 0
reseccion transuretral, y sin infeccion urinaria; en el mismo laboratorio de
diagnéstico, utilizando los mismos métodos (Heidenreich et al.,, 2010).
Comprobados los niveles de PSA, la biopsia basal esta recomendada para
hombres con niveles en suero de PSA por encima de un umbral de diagnéstico
actualmente fijado en 3ng/ml para hombres de entre 50 y 59 afios, 4ng/ml para
aquellos que estan en un rango de edad de 60 a 69 afios y de 5ng/ml para
quienes superan los 70 afios de edad (National Institute for Health and Care
Excellence, 2014).

Las indicaciones para repetir una biopsia son principalmente tres: elevacién en los
niveles de PSA o que estos sean persistentes, un DRE sospechoso y proliferacion

microacinar atipica (ASAP) (Heidenreich et al., 2010).
2.2.5 Tratamiento

Los tratamientos para el cancer de préstata incluyen terapia hormonal,

prostatectomia, radioterapia y quimioterapia.
2.2.5.1 Terapia hormonal

Su objetivo es suprimir los estimulos sobre la prostata mediante la supresion de la
liberacién de hormona luteinizante hipofisaria. Para ello se puede usar estrégenos,
progestagenos y antagonistas de la LHRH. Se puede recurrir a la ablacién de las

fuentes enddcrinas por medio de orquidectomia bilateral, suprarrenalectomia
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bilateral o hipofisectomia, asi como la inhibicién de la accién androgénica en los
tejidos efectores (inhibicion intracelular), para lo que se puede utilizar
antiandrégenos esteroideos y antiandrogenos no esteroideos (Lozano, 2004).

2.2.5.2 Prostatectomia

Fue inicialmente realizada para aliviar los sintomas de la obstruccién urinaria,
ahora desempeia su papel en los enfermos con procesos confinados a la
préstata. Se puede practicar por via perineal o retropubica (Denmeade e Isaacs,
2002).

2.2.5.3 Radioterapia

Se puede utilizar en estadios tempranos del CaP, en el control de la enfermedad
localmente avanzada y como paliativo en el tratamiento de los sintomas de la
metastasis. Las modalidades son esencialmente: braquiterapia o implantes locales
radiactivos, la radiacion externa y el tratamiento con radiofarmacos (Lozano,
2004).

2.2.5.4 Quimioterapia

Inicialmente muchos pacientes responden a la terapia hormonal pero, con el
tiempo, desarrollan ineficacia al tratamiento androgénico. Esto lleva a probar la
guimioterapia citotéxica como tratamiento para el CaP hormona-refractario

(Denmeade e Isaacs, 2002).
2.3 Andrégenos

Los andrégenos forman parte de las hormonas esteroideas y presentan funciones
esenciales en el desarrollo y fisiologia del cuerpo humano (Tabla 2). Es conocida
su funcién en los hombres, donde participan en la diferenciacién sexual durante la
vida intrauterina (diferenciacion de conductos de Wolff, glandulas anexas y
genitales externos), desarrollo de caracteres sexuales secundarios en la pubertad

y pospubertad, regulacion del eje gonadal (“feedback” negativo a la LH), inicio y
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mantenimiento de la espermatogénesis y desarrollo de la masa muscular (Levalle

y Lalosa, 2015).

Tabla 2. Principales funciones de los androgenos en el varén (Fox, 2008).

Tipo Funcion del androgeno

Determinacion del | Crecimiento y desarrollo de los conductos wolffianos en

sexo epididimo, conducto deferente, vesiculas seminales y
conductos eyaculadores.
Transformacion del seno urogenital en prostata.
Formacion de los genitales externos masculinos (pene y
escroto).

Espermatogénesis En la pubertad: culminacion de la division meibtica y

maduracion precoz de las espermatides.

Después de la pubertad: mantenimiento de Ia
espermatogénesis.

Caracteres sexuales

secundarios

Crecimiento y mantenimiento de los Organos sexuales

accesorios.
Crecimiento del pene.
Crecimiento del pelo facial y del vello axilar.

Crecimiento del cuerpo.

Efectos anabolizantes

Sintesis proteica y crecimiento muscular.
Crecimientos de los huesos.
Crecimiento de otros érganos (incluyendo la laringe).

Eritropoyesis.
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2.3.1 Testosterona

La testosterona es el androgeno natural mas importante, cuya produccion ocurre
principalmente en las células de Leydig, en los testiculos y en menor cantidad, en

ovarios y corteza suprarrenal (Mendoza-Patifio, 2008).
2.3.1.1 Biosintesis de la testosterona

El proceso por el cual el colesterol es convertido en hormonas esteroideas
biolégicamente activas se le llama esteroidogénesis. Las células de Leydig pueden

sintetizar colesterol a partir de aceti CoA, sin embargo, lo obtienen
fundamentalmente del plasma, a partir de los ésteres de colesterol que forman las

lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Gal-lglesias et al., 2007).

Receptor LDL
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Figura 4. Internalizacion del colesterol a la célula por los receptores LDL y el flujo
intramembranal mediado por la proteina StAR para iniciar esteroidogénesis (Miller
y Auchus, 2011).

La conversion de colesterol a pregnenolona se lleva a cabo en la mitocondria, el
paso del colesterol libre desde la membrana mitocondrial interna se considera un

paso limitante de la ruta biosintética. En los ovarios, los testiculos y las glandulas
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suprarrenales, este flujo intramitcondorial de colesterol es estimulado por la
proteina reguladora aguda esteroidégena (StAR) (Figura 4), la cual se sintetiza
rapidamente en respuesta de AMPc y posee una vida media breve, lo que permite
un control fino y rapido de la esteroidogénesis (Yen et al, 2001).

El paso del colesterol a pregnenolona, envuelve tres distintas reacciones
quimicas, catalizadas por la enzima CYP11A1, 20a-hidroxilacion, 2-hidroxilacion y
la escision de la cadena lateral del colesterol, produciendo pregnenolona. Estas
reacciones se llevan a cabo en un solo sitio activo que esta en contacto con la

membrana mitocondrial interna (Miller y Auchus, 2011).

La pregnenolona sale de la mitocondria y pasa al reticulo endoplasmético liso.
Dos rutas conducen a la sintesis de testosterona en el testiculo, una a partir de la
17a-hidroxi-pregnenolona, conocida como ruta delta 5, y otra a partir de la hidroxi-
progesterona o delta 4. En el testiculo humano la principal ruta de produccion de
testosterona es la via delta 5, mientras que la delta 4 predomina en los ovarios
(Gal-Iglesias et al., 2007). La pregnenolona experimenta una 17a-hidroxilacién
para convertirse en 17a-hidroxipregnenolona, este esteroide luego sufre la
escision de la ligadura C17-20 para formar dehidroepiandrosterona (DHEA). Estas
dos reacciones son mediadas por una Unica enzima CYP17. La enzima 3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa/A®> > A* isomerasa (3BHSD) convierte la DHEA
en A*-androstenodiona. La 3BHSD posee como minimo dos isoenzimas humanas
codificadas por genes distintos. La enzima que cataliza la actividad de los 3HSD
en los ovarios, testiculos y las glandulas suprarrenales es de tipo IlI; la tipo |
cataliza la actividad de 3BHSD en la placenta, las mamas y los tejidos
extracelulares. Por Gltimo la conversién A*-androstenodiona en testosterona es
catalizada por un grupo de enzimas, denominadas 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17BHSD) y, a veces, designadas 17-cetoesteroide reductasa,
dado que también son capaces de catalizar la reaccion inversa (Figura 5) (Yen et
al, 2001).
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Figura 5. Biosintesis de la testosterona (Finco et al. 2015).

La testosterona recién sintetizada, circula en la sangre, donde se une a la
albumina y a la hormona sexual ligada a globulina (SHBG), con una pequefia
fraccion disuelta libre en el suero. Cuando la testosterona libre entra en las células
prostéticas, 90% es convertida a dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5-a-
reductasa (SRD5A), DHT es la hormona més activa (Figura 6), teniendo cinco
veces mas afinidad para el receptor de androgenos (RA) que la testosterona
(Feldman y Feldman, 2001).

OH OH
| ‘ wirH | '...mH
' Sa-fedwu.:a '
0 0 E:
H
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Figura 6. Estructura de la testosterona y la conversion por 5a-reductasa a

dihidrotestosterona (Feldman y Feldman, 2001).
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2.4 Vias de sefalizacion implicadas en el cancer de préstata.

La progresion del cancer de prostata depende de la disminucién de los niveles de
andrégenos hasta un cancer de prostata andrégeno independiente (Joshi, et al.,
2015). Existen varias vias de sefializacion (Figura 7) y una relaciéon entre ellas que

esta implicada en la patofisiologia del cancer de prostata (Felgueiras et al., 2014).
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Figura 7. Vias de sefalizacion celular esenciales pare el desarrollo del CaP vy el

cruce entre ellas (Felguerias et al. 2014)
2.4.1 Via de sefializacion de RA

El receptor de andrégenos (RA) es un factor de transcripcion que dirige la
regulacion génica en respuesta a ligandos androgénicos, incluyendo la
testosterona y su derivado dihidrotestosterona (DHT). La sefializacion de RA juega
un rol central en el crecimiento, diferenciacion y funcidbn de los genitales
masculinos internos y externos, y por lo tanto, es critica para la fertilidad
masculina, aunque también tiene un rol en la fertilidad y reproduccién femenina,

siendo expresada en los ovarios y el endometrio uterino (Querol et al., 2013).
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En el epitelio prostatico y las células estromales, la testosterona es convertida a su
forma mas activa DHT, por la enzima 5-a-reductasa. La testosterona o DHT se
une al sitio de union a ligando del RA, causando un cambio de conformacion y la
activacion del receptor. Esto permite la formacion del homodimero y la
translocacion del RA del citoplasma al nucleo. Dentro del nudcleo, el RA se une a
los elementos de respuesta, reclutando co-factores (co-activadores o
correpresores) que regulan la transcripcién de genes diana (Figura 8). En células
prostaticas malignas, la via de sefializacion de RA conduce a un crecimiento
incontrolado y el balance entre la tasa de proliferacion celular y la tasa de
apoptosis se pierde (Schalken et al., 2015). EI RA en ausencia de andrégenos se
encuentra inactivo en el citoplasma, unido a proteinas de shock térmico (Hsp 70 y
Hsp 90) y sus chaperonas formando un complejo dinamico (Levalle y Lalosa
2015).
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Figura 8. Via de sefalizacion de RA (Tan et al., 2014).
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2.4.2 Vias de sefalizacion involucradas con estrogenos

Los niveles de estrégenos circulantes en hombres tienden a incrementar con la
edad, debido a que existe una descomposicion de andrégenos y una
predominancia de estrogenos, los cuales pueden regular el crecimiento prostatico
directa o indirectamente por via de regulacion de otras hormonas, tales como

prolactina u hormona luteinizante (Felgueiras, 2014).

Los receptores de estrogenos (RE) también exhiben una activacion de otras vias:
fosfolipasa C/proteina quinasa C, Ras/Raf/proteina quinasa activada por
mitogenos (MAPK), quinasa de fosfatidil inositol (P13K)/Akt, CAMP/PKA. Diferentes
genes codifican dos subtipos de RE, REa y RER, los cuales exhiben diversas
isoformas. Las isoformas de RE influencian en la préstata humana de diferentes
maneras, dependiendo la variante expresada y el uso de los promotores
alternativos, por ejemplo REB1 inhibe la proliferacion de las células prostaticas
epiteliales y la transicion epitelial-mesenquimal, mientras REB 2/5 promueve la

metéstasis (Felgueiras, 2014).
2.4.3 Via de sefalizacion activada por IGF-1 y PI3K/Akt

El factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) produce en las células prostaticas
estromales en respuesta a una estimulacion de andrégenos. En células normales,
esta via es reprimida por las proteinas de union a IGF (IGFBPs), el cual se une
con alta afinidad a IGF-1 y evita su interaccion con el receptor. La activacion
sostenida de la via de sefalizacién de IGF-1 es responsable de la proliferacion de
las células de cancer de prostata (Felgueiras, 2014).

En general los efectos de esta via en CaP son debido a la amplificacion del gen
Akt o sus quinasas rio arriba como PI3K, delecibn/mutacion de reguladores
negativos tales como PTEN, PPP1y PPP2 (Felgueiras, 2014).

2.4.41L-6 y sefalizacion de JAK/STAT

Las interleucinas, especialmente IL-6, han mostrado jugar un rol importante en el
desarrollo y progresién del CaP. IL-6 se une a su receptor y activa la sefializacién
celular de JAK (Felgueiras, 2014).
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La iniciacion de JAK estimula la proliferacion, diferenciacion y migracion celular.
Las mutaciones que disminuyen la actividad de la via JAK/STAT inhiben estas
funciones, mientras que aquellas que activan o fallan para regular la sefializacion
de JAK correctamente, causan enfermedad inflamatoria y un rango de canceres

incluyendo el cdncer de prostata (Joshi et al., 2015).

Subsecuente a la activacion de JAK, el transductor de la sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) es fosforilado y traslocado al nucleo. STAT3 fosforila el
AR en la serina 772, un proceso esencial para su actividad transcripcional
(Felgueiras, 2014).

2.5 Farmacos Anti-andrégenos

El creciente reconocimiento de la dependencia de andrégenos de las células de
cancer de prostata condujo al desarrollo de anti-andrégenos de primera
generacion. Ciproterona (CPA) fue el primer anti-andrégeno esteroideo “puro”,
bloqueando la union de la dihidrotestosterona al RA, sin embargo, como efectos
secundarios provocaba la perdida de libido e impotencia por lo que la busqueda de
anti-androgenos no esteroideos puros inicié. Los anti-androgenos no esteroideos
actuan solo en los receptores androgénicos y su efecto local causa un incremento
en suero de testosterona, la cual preserva la libido y potencia en muchos
pacientes (Wong et al., 2014).

La flutamida fue el primer anti-andrégeno no esteroideo aprobado por la FDA en
1989 para el tratamiento del cancer de prostata (Wong et al., 2014), pero debido a
la significativa toxicidad gastrointestinal ha sido remplazada por bicalutamida y
nilutamida, aprobadas por FDA en 1995 y 1996, respectivamente (Park y
Eisenberg, 2015). Sin embargo, las limitaciones de los anti-andrégenos de primera
generacion formaron la base para el desarrollo de anti-andrégenos de segunda

generacion.
2.5.1 Enzalutamida

La enzalutamida es un farmaco anti-androgeno de segunda generacion derivado

de feniltiohidantoina con una sulfonamida en la cadena lateral (Figura 10)
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(Guerrero et al., 2013), que afecta la via de sefalizacion de los RA en tres etapas
clave: ejerciendo su efecto mediante el bloqueo de la unién de los andrdgenos al
RA, por inhibicién de la translocacién nuclear de RA activo, y por alterar la union
con el DNA (Figura 11) (Schalken y Fitzpatrick, 2015).

O

Figura 9. Estructura quimica de la enzalutamida (Stanford, 2013).

A diferencia de los anti-andrégenos de primera generacién, como la bicalutamida,
la enzalutamida no induce efectos agonistas en la sefializacion de AR en células

gue sobreexpresan AR de tipo salvaje (Guerrero et al. 2013).

La enzalutamida fue aprobada en el 2012 inicialmente como tratamiento para el
cancer de prostata metastasico resistente a castracion (MCRPC) después de la
quimioterapia con docetaxel, seguido de la ampliacién de la indicacion para su uso
en pacientes sin tratamiento previo de quimioterapia en 2014 (Park y Eisenberg,
2015).

Este farmaco no requiere un tratamiento concurrente con corticoesteroides, y su
absorcion no esta afectada por la ingesta de alimentos; sin embargo, se asocia
con un bajo riesgo de sufrir convulsiones (<1%), por lo tanto debe evitarse en
pacientes con enfermedades subyacentes que predisponen a una convulsion
(Park y Eisenberg, 2015).
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Figura 10. Mecanismo de accion de enzalutamida (Schalken y Fitzpatrick, 2015).

La enzalutamida tiene una afinidad de dos a tres veces menor para el RA que la
dihidrotestosterona, sin embargo, esta afinidad es ocho veces mayor para el
receptor que los anti-andrégenos de primera generacién como la bicalutamida. Por
otra parte, la enzalutamida mantiene su antagonismo puro en células prostaticas

gue sobreexpresan RA (Ramadan, 2015).
2.6 Stevia

Stevia, es un género de plantas herbaceas y arbustivas distribuido exclusivamente
en el continente Americano, desde el sur de Estados Unidos hasta el centro y sur
de América. Mas de 200 especies pertenecen a este género, la mayoria de las
especies estan distribuidas entre México (aproximadamente 100 especies) y Brasil
(aproximadamente 40 especies). Los miembros de Stevia crecen en una variedad
de habitats que van desde el bosque montafioso hasta las orillas de rios y valles

secos, prefiriendo climas semi-humedos o frios (Ferrazzano et al, 2015).
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El género Stevia tiene una amplia variedad en su composicion quimica, la cual ha
sido blanco de estudios fitoquimicos, que han permitido encontrar algunos de los
metabolitos que presenta esta especie, como lo son: aceites esenciales y otros
constituyentes volatiles, derivados de la acetofenona, benoxofurano y cromeno,
sesquiterpenos, diterpenos, tetraciclicos, triterpenos y esteroles, flavonoides
(Alvarez-Garcia, 2005).

Varios de los compuestos obtenidos de Stevia son conocidos por poseer
actividades biol6gicas importantes, por ejemplo, los flavonoides han mostrado
tener actividades antimicrobianas y antifingicas, aunadas a acciones
anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes; los sesquiterpenos, ejercen

actividad antiinflamatoria y pro-apoptética (Carifio-Cortés et al., 2007).

Numerosas especies de Stevia son conocidas por sus usos etnofarmacolégicos,
algunas utilizadas para el tratamiento de condiciones cardiacas (S. cardiatica
Perkins), como antidiarreico (S. balansae Hieron, S. trifiada) o diurético (S.

eupatoria, S. pilosa) por poner algunos ejemplos (Ferrazzano et al, 2015).

Tabla 3. Usos medicinales de algunas especies de Stevia. (Ferrazzano et al,

2015).
Especies Usos Medicinales
S. balansae Hieron Afecciones intestinales
S. cardiatica Perkins Enfermedades cardiacas
S. connata Lag. Afecciones gastricas
S. eupatoria (Spreng) Willd Enfermedades renales
S. glandulosa Hook & Arn Antipirético
S. lucida Lag. Analgésico, antiinflamatorio
S. nepetifolia H.B.K. Afecciones ginecoldgicas
S. pilosa Lag. Enfermedades renales e intestinales. Antipirético
S. puberula Hook Afecciones gastricas
S. rebaudiana (Bert.) Bertoni | Afecciones ginecologicas
S. rhombifolia Kunth Afecciones gastricas
S. salicifolia Cav. Afecciones intestinales, antireumatico
S. serrata Cav. Antitusivo
S. trifida Lag. Afecciones gastrointestinales

26




2.6.1 Stevia pilosa y Stevia eupatoria

Se han realizado analisis de la composicion quimica en raices de Stevia eupatoria
y se obtuvieron los compuestos acetato 8-14-seco-oleana-8(26)-13(14)-dien-33-iol,
B-Sitosterol, estigmasterol, friedelanol y derivados de longipineno; mientras que
para Stevia pilosa se aislaron B-Sitosterol, estigmasterol asi como derivados de

longipineno (Pérez-Pérez, 2006).
2.7 Fitoesteroles

Los fitoesteroles (esteroles de plantas) son la contraparte del colesterol en
productos de origen animal. Los fitoesteroles mas comunes en la dieta son -
sitosterol, campesterol y estigmasterol, representando alrededor de 50% - 65%,
10% - 40% y 0 — 35%, respectivamente (Zhao et al., 2009). Las mejores fuentes
dietéticas de fitoesteroles son los aceites vegetales sin refinar, nueces, semillas y
legumbres (Awad y Fink, 2000). El interés en estudiar a los fitoesteroles radica en
sus efectos para reducir la absorcion del colesterol de la dieta ofreciendo
proteccion para enfermedades cardiovasculares, y en afios recientes que
presentan propiedades anticancerigenas (Awad y Fink, 2000). Estudios en
animales han demostrado que una dieta que contiene una mezcla de 2% de
fitoesteroles inhibe el crecimiento celular del cancer, reduce el tamafio del tumor, y
disminuye la incidencia de cancer de colén, mama y prOstata inducidos por
carcinégenos especificos (Zhao et al, 2009).
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3. JUSTIFICACION

El cancer de préstata inicialmente responde a la terapia anti-androgenos. Sin
embargo, las células prostéaticas cancerigenas logran crear resistencia, hecho que
limita la efectividad de los farmacos, por lo que se ha dado marcha a la basqueda
de alternativas contra el cancer que sean mas efectivas, que potencien la
respuesta de las drogas terapéuticas ya existentes y permitan detener la migracion
de las células cancerosas. Posibles candidatos propuestos en este trabajo son
Stevia pilosa y Stevia eupatoria, ya que como parte de su composicidon quimica
presentan polifenoles y fitoesteroles, los cuales han demostrado que tienen efecto

anticancerigeno contra los canceres de mama, pulmén y colon.
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4. HIPOTESIS

Los extractos de Stevia pilosa y Stevia eupatoria inhiben la proliferacion y la
migracion de células de cancer de préstata responsivas a andrégenos LNCaP y no
responsivas a andrégenos PC-3.

29



5. OBJETIVOS
5.1 General

Evaluar el efecto de los extractos de Stevia pilosa y Stevia eupatoria en la
proliferacion y migracion en células de cancer de préstata responsivas a

androgenos LNCaP y no responsivas a andrégenos PC-3.
5.2 Especificos

+ Examinar la toxicidad de los extractos de Stevia apilosa y Stevia eupatoria en

células no transformadas.

* Evaluar los cambios inducidos por los extractos de Stevia pilosa y Stevia

eupatoria en la proliferacion de células de cancer de prostata LNCaP y PC-3.

« Estudiar mediante el ensayo herida, el efecto de Stevia pilosa y Stevia
eupatoria sobre la migracién de células de cancer de préstata andrégeno

dependiente y andrégeno independientes.

* Evaluar el efecto de la combinacién del extracto de Stevia pilosa con

enzalutamida en la proliferacion de células de cancer de prostata LNCaP y PC-3.

* Analizar el efecto de la combinacion del extracto de Stevia eupatoria con
enzalutamida en la proliferacibn de ambas lineas celulares de cancer de

préstata.

» Estudiar con la técnica de ensayo herida la migracién de las células de cancer
de préstata expuestas a la combinacién de Stevia pilosa con enzalutamida y

Stevia eupatoria con enzalutamida.
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6. METODOLOGIA
6.1 Cultivo celular

La linea celular PC-3 fue adquirida en ATCC. La linea LNCaP fue amablemente
donada por la Dra. Brenda Anguiano del Instituto de Neurobiologia, UNAM,
campus Juriquilla y la linea celular de Fibroblastos humanos fue proporcionada por
la Dra. Claudia Lucia Vargas Requena, del laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Autonoma de Ciudad Juéarez. Estas células se cultivaron en medio F-
12K, RMPI-1640 y DMEM respectivamente, cada uno con 10% de suero fetal
bovino, 50 yL de solucién de suplemento penicilina-estreptomicina-fungizona a

37°C en una atmosfera humidificada de 95% aire y 5% CO..
6.2 Ensayo de proliferaciéon celular

Células LNCaP y PC-3 se sembraron en placas de cultivo de 24 pozos durante 48
horas en medio de cultivo suplementado con 10% de SFB y una mezcla de
antibioticos y antimicoticos. Posteriormente, se reemplazé el medio viejo por
medio fresco y se trataron con diferentes concentraciones de los extractos
metandlicos de raiz de Stevia pilosa y Stevia eupatoria (250, 500, 1000, 2000,
2500 y 3000 pg/ml), los cuales fueron proporcionados por la Dra. Raquel Carifio
Cortés de la Universidad Autonoma de Hidalgo (UAEH), y se disolvieron en agua
destilada. Del mismo modo se realiz6 el ensayo de proliferaciéon para la
Enzalutamida a diferentes concentraciones (10, 20, 30, 40 y 50 pM), el farmaco
fue disuelto en DMSO y una misma cantidad de DMSO se agreg6 a todos los
grupos incluyendo el control. Después de 48h de estos tratamientos, las células
fueron tripsinizadas y contadas con ayuda del hematocitometro y azul tripano. El

namero de células se determind contando cada muestra por triplicado.
6.3 Ensayo herida

Se cultivaron las células PC-3 en una placa de 6 pocillos hasta confluencia (90%),
tres heridas por pocillo se realizaron con ayuda de una punta estéril amarilla

(P200), arrastrandola por la monocapa con un angulo de inclinacion de 30 grados
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(no perpendiculares a la placa) y guiandose con una regla flameada para hacerlo
lo més recto posible, sin retirar el medio. Posterior a la herida, el medio fue
retirado de las placas y se lavaron suavemente con 1 mL de PBS, para finalmente

agregar el medio nuevo con o sin tratamiento.

Se tomaron fotografias a tiempo de 0, 24, 48 y 72h para observar el avance del

cierre de la herida. El ensayo fue realizado por triplicado.
6.4 Analisis estadistico

Para encontrar diferencias significativas en las pruebas de proliferacion celular, se
llevaron a cabo andlisis de varianza (ANOVA) de una via con prueba post hoc
Tukey, andlisis de varianza de dos vias con prueba pos hoc Sidak para 3

experimentos independientes con 3 réplicas cada uno.
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7. RESULTADOS
7.1 Fibroblastos humanos. Curva de proliferacién.

Se realiz6 una curva de proliferacion con fibroblastos humanos, con el fin de
observar el efecto que tenia el extracto metanodlico de Stevia pilosa (S. pilosa) en
células no transformadas. En la figura 11, se muestra que las concentraciones de
250 pg/mL, 500 pg/mL y 1000 pg/mL no tienen diferencia significativa con
respecto al control, sin embargo, a partir de la concentracion de 2000 ug/mL, se

reduce el porcentaje de células vivas.

Fibroblastos humanos
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Figura 11. Efecto del extracto metandlico de Stevia pilosa en la proliferacion de
fibroblastos humanos con 48 horas de tratamiento. La grafica representa la media
+ EE de 3 experimentos independientes. Para el analisis estadistico se realizo un
ANOVA con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

El extracto metandlico de Stevia eupatoria (S. eupatoria) fue probado sobre la

proliferacion de fibroblastos humanos, teniendo como resultado diferencia
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significativa con respecto al control a partir de los 2000 pg/mL, por lo que el

extracto fue seguro de usar hasta los 1000 pg/mL (Figura 12).
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Figura 12. Efecto del extracto metanodlico de Stevia eupatoria en la proliferacion de
fibroblastos humanos con 48 horas de tratamiento. La grafica representa la media
+ EE de 3 experimentos independientes. Para el andlisis estadistico se realizé un
ANOVA con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

7.2 Células andrdgeno dependientes LNCaP.
7.2.1. Curva de proliferacion con Stevia pilosa.

En el caso de las células andrégeno dependientes (LNCaP) se observé una
disminucién en el porcentaje de células vivas dependiente de la concentracion del
extracto metanodlico de Stevia pilosa, presentando diferencia significativa con

respecto al control a partir de los 250 ug/mL (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del extracto metandlico de Stevia pilosa en la proliferacion de
células andrégeno dependientes con 48 horas de tratamiento. La gréafica
representa la media + EE de 3 experimentos independientes. Para el andlisis
estadistico se realiz6 un ANOVA con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

7.2.2 Curva de proliferacion con Stevia eupatoria

En el tratamiento con Stevia eupatoria se encontré una diferencia significativa con
respecto al control en la disminucion del porcentaje de células a partir de los 250
pg/mL, sin embargo, no se observo diferencia significativa entre 250 ug/mL, 500
pg/mL y 1000 pg/mL (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del extracto metandlico de Stevia eupatoria en la proliferacion de
células andrégeno dependientes con 48 horas de tratamiento. La gréafica
representa la media £+ EE de 3 experimentos independientes. Para el analisis

estadistico se realiz6 un ANOVA con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

7.2.3 Comparacién del efecto del extracto metandlico de Stevia pilosa vs el

extracto metandlico de Stevia eupatoria en LNCaP.

Se realiz6é una grafica comparativa entre los extractos, observandose que no habia
diferencia significativa entre el efecto antiproliferativo de S. pilosa y S. eupatoria
(Figura 15).
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Figura 15. Comparacion entre los extractos metandlicos de Stevia pilosa y Stevia
eupatoria en la proliferacion de células androgeno dependientes con 48 horas de
tratamiento. La grafica representa la media * EE de 3 experimentos
independientes. Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA de dos vias con
prueba post hoc Sidak (P < 0.05).

7.2.4 Curva de proliferacion con Enzalutamida

Se observé una disminucion en el porcentaje de células vivas dependiente de la
concentracion del farmaco enzalutamida, registrando el mayor efecto en la

concentracion de 40 uM (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la enzalutamida en la proliferacion de células andrégeno
dependientes con 48 horas de tratamiento. Se muestra la media + EE de 3
experimentos independientes. Para el analisis estadistico se realizO un ANOVA
con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

7.2.5 Combinacién de los extractos metandlicos de Stevia pilosa y Stevia

eupatoria con enzalutamida.

Para la combinacion se eligieron las concentraciones de 500 yg/mL y 1000 pg/mL

de los extractos en conjunto con 40 yM de enzalutamida.

El tratamiento combinatorio de 40 uM de enzalutamida con 500 ug/mL del extracto
metandlico de Stevia pilosa y la combinacion de 40 yM de enzalutamida con 1000
pMg/mL del extracto metandlico de Stevia pilosa presentaron una disminucion en el
porcentaje de células vivas en un 77% y 80% respectivamente, este porcentaje
resultdé ser menor al que se registré6 con el tratamiento individual del extracto
metandlico de Stevia pilosa, sin embargo, el resultado de la combinaciéon es

estadisticamente igual al mostrado con el tratamiento de enzalutamida (figura 17).
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En la combinacién con el extracto metanélico de S. eupatoria (figura 18), se
observd un comportamiento similar al presentado con el extracto metandlico de S.
pilosa, donde la combinacién de enzalutamida con el extracto muestran una
disminucioén significativa con respecto al tratamiento usando solo el extracto pero,
una reduccion del porcentaje de células vivas estadisticamente igual al mostrado

con el tratamiento individual de enzalutamida.
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Figura 17. Efecto de la combinacion de enzalutamida con el extracto metandlico
de Stevia pilosa sobre la proliferacion de células andrégeno dependientes con 48
horas de tratamiento. Se muestra la media + EE de 3 experimentos
independientes. Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA con prueba post
hoc Tukey (P < 0.05).
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Figura 18. Efecto de la combinacion de enzalutamida con el extracto metanolico
de Stevia eupatoria sobre la proliferacion de células androgeno dependientes con
48 horas de tratamiento. Se muestra la media + EE de 3 experimentos
independientes. Para el andlisis estadistico se realiz6 un ANOVA con prueba post
hoc Tukey (P < 0.05).

7.3 Células andrégeno independientes PC-3.
7.3.1 Curva de proliferacion con Stevia pilosa.

Para las células andrégeno independientes, se observo un efecto dependiente de
la concentracion del extracto metandlico de Stevia pilosa, presentando una
diferencia significativa sobre la diminucion del porcentaje de células vivas a partir
de los 250 pg/mL (figura 19).
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Figura 19. Efecto del extracto metandlico de Stevia pilosa sobre la proliferacion de
células androgeno independientes con 48 horas de tratamiento. Se muestra la
media + EE de 3 experimentos independientes. Para el andlisis estadistico se
realiz6 un ANOVA con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

7.3.2 Curva de proliferacion con Stevia eupatoria.

El efecto que el extracto de Stevia eupatoria presentd en esta curva, es
dependiente de la concentracién y disminuye el porcentaje de células vivas de

manera significativa a partir de los 250 pg/mL (figura 20).
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Figura 20. Efecto del extracto metandlico de Stevia pilosa sobre la proliferacion de
células androgeno independientes con 48 horas de tratamiento. Se muestra la
media + EE de 3 experimentos independientes. Para el andlisis estadistico se

realiz6 un ANOVA con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

7.3.3 Comparacion del efecto del extracto metandlico de Stevia pilosa vs el

extracto metandlico de Stevia eupatoria.

Se hizo la comparacién del efecto que ambos extractos metandlicos de Stevia
estaban presentando en las células andrégeno independientes (figura 21), para
poder conocer cudl de los dos extractos tenia mayor efecto sobre estas células. Al
hacer el analisis estadistico, se observo que el extracto metandlico de S. pilosa y

el extracto metandlico de S. eupatoria no presentaban diferencia significativa.
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Figura 21. Comparacion entre los extractos metandlicos de Stevia pilosa y Stevia
eupatoria en la proliferacién de células andrégeno independientes con 48 horas de
tratamiento. La grafica representa la media *+ EE de 3 experimentos
independientes. Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA de dos vias con
prueba post hoc Sidak (P < 0.05).

7.3.4 Curva de proliferacion con Enzalutamida

La disminucién en el porcentaje de células vivas se mostr6 dependiente de la
concentracion del farmaco enzalutamida, registrando el mayor efecto en la

concentracion de 40 uM (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de la enzalutamidda en la proliferacion de células androgeno
independientes con 48 horas de tratamiento. Se muestra la media + EE de 3
experimentos independientes. Para el analisis estadistico se realizO un ANOVA
con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

7.3.5 Combinacién de los extractos metandlicos de Stevia pilosa y Stevia

eupatoria con enzalutamida.

Para la combinacién se eligieron las concentraciones de 500 ug/mL y 1000 pg/mL

de los extractos en conjunto con 40 uM de enzalutamida.

El tratamiento combinatorio de 40 yM de enzalutamida con 500 ug/mL del extracto
metanolico de Stevia pilosa y la combinacién de 40 uM de enzalutamida con 1000
pMg/mL del extracto metandlico de Stevia pilosa presentaron una disminucion en el
porcentaje de células vivas en un 40% y 60% respectivamente, este porcentaje
resultd ser menor al que se registro con el tratamiento individual del extracto
metanolico de Stevia pilosa, sin embargo, el resultado de la combinacion es

estadisticamente igual al mostrado con el tratamiento de enzalutamida (figura 23).
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En la combinacién con el extracto metandlico de S. eupatoria (figura 24), se
observd un comportamiento similar al presentado con el extracto metandlico de S.
pilosa, donde la combinacién de enzalutamida con el extracto muestran una
disminucioén significativa con respecto al tratamiento usando solo el extracto pero,
una reduccion del porcentaje de células vivas estadisticamente igual al mostrado

con el tratamiento individual de enzalutamida.
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Figura 23. Efecto de la combinacion de enzalutamida con el extracto metandlico
de Stevia pilosa sobre la proliferaciéon de células andrégeno independientes con 48
horas de tratamiento. Se muestra la media + EE de 3 experimentos
independientes. Para el analisis estadistico se realizé un ANOVA con prueba post
hoc Tukey (P < 0.05).
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Figura 24. Efecto de la combinacion de enzalutamida con el extracto metanolico
de Stevia eupatoria sobre la proliferacion de células androgeno independientes
con 48 horas de tratamiento. Se muestra la media + EE de 3 experimentos
independientes. Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA con prueba post
hoc Tukey (P < 0.05).

7.3.6 Ensayo herida

Para evaluar el efecto de los extractos metandlicos de ambas especies de Stevia
sobre la migracion, se realiz6 en ensayo herida. En la figura 25, se muestra el
resultado obtenido con S. pilosa, donde para las 24 horas se observd un cierre
completo de la herida en el control, para la concentracion de 250 pg/mL se
observo un cierre total a las 48 horas de tratamiento, mientras que para la
concentracion de 1000 ug/mL, el cierre de la herida se presentd hasta las 72 horas
y, finalmente, la concentracion de 2500 ug/mL no mostré cierre de la herida por al

menos 72 horas.
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Figura 25. Micrografias del ensayo herida para las células andrégeno
independientes (PC-3). Se muestra el efecto de Stevia pilosa sobre la migracion-
en la linea celular PC-3 a las 24, 48, y 72 horas.

Con el extracto de S. eupatoria (figura 26), se observd un efecto similar que en
Stevia pilosa, el control y la concentracion de 250 yg/mL presentaron un cierre de
la herida a las 24 horas, mientras que el cierre total para la concentracion de 1000
Mg/mL se pudo apreciar hasta las 72 horas, sin presentarse el cierre de la herida
con la concentracién de 2500 ug/mL.
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Figura 26. Micrografias del ensayo herida para las células androgeno
independientes (PC-3). Se muestra el efecto de S. eupatoria sobre la migracién

en la linea celular PC-3 a las 24, 48,y 72 horas.

Se realiz6 un analisis estadistico del efecto que ambos extractos presentaron
sobre la migracién de células andrégeno independientes, donde se obtuvo como
resultado que Stevia pilosa (figura 27) present6 un porcentaje de cierre de herida a
las 24 horas de 100%, 83%, 54% y 37% para el control, 250 pyg/mL, 1000 pyg/mL y
2500 pg/mL respectivamente, cambiando estos porcentajes a 100%, 100%, 71% y
38% a las 48 horas, finalizando el ensayo a las 72 horas con los siguientes
porcentajes: 100%, 100%, 100% y 40%.
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Figura 27. Efecto del extracto metandlico de Stevia pilosa sobre la migracion
celular en PC-3. Se muestra la media + EE de 3 experimentos independientes.
Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA de dos vias con prueba post hoc
Tukey (P < 0.05).

Para el extracto metandlico de S. eupatoria (figura 28) los porcentajes de cierre de
herida a las 24 horas fueron 100% para el control y 250 pg/mL, 54% para 1000
pg/mL y 42% para 2500 ug/mL. Los porcentajes se modificaron para las
concentraciones de 1000 pg/mL y 2500 pg/mL en las siguientes 24 horas,
mostrando un porcentaje de 77% y 48% respectivamente. Al finalizar el ensayo el
cierre de la herida estaba cerrado en su totalidad con la concentracion de 1000

pg/mL, mientras que para 2500 pg/mL, el porcentaje en el cierre fue de 55%.
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Figura 28. Efecto del extracto metandlico de Stevia eupatoria sobre la migracion
celular en PC-3. Se muestra la media + EE de 3 experimentos independientes.
Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA de dos vias con prueba post hoc
Tukey (P < 0.05).

7.3.7 Ensayo herida para la combinacion de los extractos metandlicos de
Stevia pilosa y Stevia eupatoria con enzalutamida.

Se realiz6 el ensayo herida para las células androgeno independientes tratadas
con la combinacion de los extractos de Stevia y la enzalutamida; en este caso, se
utilizaron las concentraciones de 500 pg/mL de los extractos con 40 uM de
enzalutamida y 1000 pyg/mL de los extractos con 40 uyM de enzalutamida. Los
resultados obtenidos nos muestran que Stevia pilosa en combinacion con el
farmacto antiandrogeno no presenta cierre de la herida desde las 24 horas hasta
las 72 horas (figura 29).
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Figura 29. Micrografias del ensayo herida para las células androgeno

independientes (PC-3). Se muestra el efecto de la combinacion de S. pilosa con

enzalutamida sobre la migracion en la linea celular PC-3 a las 24, 48, y 72 horas.

Para la combinacion de Stevia eupatoria con enzalutamida, se observé el mismo
comportamiento que con el extracto de Stevia pilosa durante las 72 horas de

duracion del ensayo (Figura 30).

Se llevé a cabo el andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el ensayo
herida para las combinaciones, mostrando un cierre en la herida de 40%, 45% y
48% para las 24, 48 y 72 horas respectivamente con la combinacién de 500 ug/mL
de Stevia pilosa con 40 uM de enzalutamida; mientras que para la concentracion
de 1000 pg/mL con 40 uM de enzalutamida la herida cerro 40%, 42% y 45% para
las 24, 48 y 72 horas (Figura 31).
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Figura 30. Figura 26. Micrografias del ensayo herida para las células andrégeno
independientes (PC-3). Se muestra el efecto de la combinacion de S. eupatoria

con enzalutamida sobre la migracion en la linea celular PC-3 a las 24, 48,y 72

horas.
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Figura 31. Efecto de la combinacién del extracto metandlico de Stevia pilosa con

enzalutamida, sobre la migraciéon celular en PC-3. Se muestra la media + EE de 3
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experimentos independientes. Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA de

dos vias con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).

En cuanto a de Stevia eupatoria con enzalutamida en su primera combinacion se
presentd un cierre en la herida de 45%, 60% y 63% para las 24, 48 y 72 horas,
mientras que para la combinacién de 1000 ug/mL el cierre fue de 42%, 54% y 56%

para las 24, 48 y 7 horas respectivamente (Figura 32).
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Figura 32. Efecto de la combinacion del extracto metandlico de Stevia eupatoria
con enzalutamida, sobre la migracion celular en PC-3. Se muestra la media + EE
de 3 experimentos independientes. Para el analisis estadistico se realizé un
ANOVA de dos vias con prueba post hoc Tukey (P < 0.05).
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8. DISCUSION
8.1 Curva de proliferacion de Fibroblastos humanos

Se utilizo la linea celular de fibroblastos humanos como control de citotoxicidad
para los extractos metandlicos de Stevia, sin observarse disminucion en el
porcentaje de células vivas hasta 1000 ug/mL; a partir de 2000 pg/mL la cantidad
de células vivas se reduce en un 50% hasta terminar con un 26% de células vivas
con 3000 ug/mL. Por lo tanto, las concentraciones seguras para usar sobre las
células de cancer de prostata sin afectar células normales van de 250 ug/mL a
1000 pg/mL.

8.2 Células de cancer de préostata: LNCaP y PC-3
8.2.1 Curvas de proliferacién

Para la linea celular andrégeno dependiente LNCaP, se observé disminucion
significativa en el porcentaje de células vivas con todas las concentraciones
utilizadas, mostrando el mayor efecto en 2000 pg/mL con ambos extractos
metandlicos (Stevia pilosa y Stevia eupatoria). Al ensayar con las células
androgeno independientes PC-3, se obtuvo una disminucién significativa en el
porcentaje de células vivas a partir de la concentracion de 250 pg/mL hasta 3000
pg/mL, presentando un mayor efecto a la concentracion de 2500 ug/mL (figuras
13, 14, 19 y 20). Debido a que las células LNCaP son mas sensibles a los
tratamientos por presentar un estadio temprano de la enfermedad, la
concentracion mas efectiva fue menor que la concentraciéon de las células PC-3,
dado que estas al ser andrégeno independientes representa un cancer de prostata

avanzado.

No se ha reportado efecto de estas dos especies de Stevia sobre la proliferaciéon
en células cancerigenas, sin embargo, existen reportes de otras especies como el
de Lopez et al. (2016), quienes observaron que el extracto etanolico de Stevia
rebaudiana tiene un efecto antiproliferativo sobre células de cancer de colén

HCT116, mostrando una ICso de 230 pg/mL, mientras que los extractos
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metandlicos de S. pilosa y S. eupatoria, presentaron un mayor efecto con 2000
pg/mL para LNCaP y 2500 ug/mL para PC-3. La diferencia entre concentraciones
de Stevia rebaudiana y las dos especies utilizadas en este trabajo pueden
explicarse debido a que si bien, comparten algunos compuestos como polifenoles,

difieren en otro como estevidsido.

El esteviosido es un glucido diterpénico que se encuentra como componente
abundante en Stevia rebaudiana, conocido por su intensa dulzura y usado como
endulzante no calérico en muchos paises. Algunos estudios han sugerido que,
ademas del dulzor, el esteviésido puede ofrecer beneficios terapéuticos debido a
que cuenta con propiedades antihipertensivas, antihiperglucémicas,
antiinflamatorias y anticancerosas (LOpez et al, 2016). Entre las propiedades
anticancerosas del esteviosido, se ha observado que induce apoptosis a través de
la via mitocondrial en células de cancer de mama MCF-7 (Paul et al., 2012). En
células de cancer de colon HT-29, induce apoptosis, incrementando la caspasa-3
y la caspasa-9, ademas, presentd arresto celular en la fase G2/M (Ren et al.,
2016). Debido a que el esteviésido es un compuesto principal en Stevia
rebaudiana y que no se ha encontrado en S. pilosa o S. eupatoria, podemos
sugerir que el efecto en la primera especie y, por lo que el hecho de que la ICsy es
menor que para las especies estudiadas en este proyecto, es debido al

esteviosido.

Los extractos metandlico de S. pilosa y S. eupatoria presentan flavonoides como
luteolina y quercetina (Carifio-Cortés et al., 2006). Se sabe que la luteolina posee
diversas actividades bioldgicas, incluyendo efecto antiinflamatorio, antioxidante y
antiproliferativo; ademas se ha demostrado que este flavonoide causa arresto en
el ciclo celular e induce apoptosis en una amplia gama de lineas células de cancer
como prostata (PC-3), higado (SMMC7721), colon (COLO205) y cancer cervical
(HeLa); también se ha reportado que la luteolina disminuye significativamente el
namero de tumores por rata cuando se administra en las etapas de iniciacion y
post-iniciacion de la carcinogénesis del cancer de colon (Lu et al., 2017). Por otra

parte, a la quercetina se le han atribuido varias actividades farmacologicas como
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antimicrobiano, antiinflamatorio, antioxidante, asi como antigenotoxico,
quimiopreventivo y actividad antitumoral (Haghi et al., 2017). Khorsandi et al.
(2017) demostraron que la quercetina disminuye la viabilidad e inhibe la
proliferacion de células de cancer de mama MCF-7 mediante la activacion de la
apoptosis, incrementando la expresion de Bax, caspasa-3 y disminuye la
expresion de Bcl-2. En conjunto con la activacion de la apoptosis, también se
encuentra la activacion de la necroptosis, mediante un aumento la expresion de
RIPK1 y RIPK3. Tanto la luteolina como la quercetina fueron probadas en células
de cancer de prostata PC-3 y DU145, donde se observd, que ambos flavonoides

presentaron arresto en el ciclo celular en la fase S (Zhang et al., 2017).

Otros compuestos presentes en S. pilosa y S. eupatoria, son los fitoesteroles (B-
sitosterol, estigmasterol), de los cuales existen varios estudios sobre el efecto
inductor de apoptosis que presentan en células de cancer de colén (HT-29),
cancer de prostata (LNCaP), cancer de higado (HepG2) y cancer de mama (MDA-
MB-231). El pB-sitosterol ha mostrado efecto antiproliferativo, activando
preferencialmente la via de sefializacién de Erk 1/2, ademas induce la apoptosis al
disminuir la expresiéon de la proteina anti-apoptética Bcl-2 y mostrando un
moderado incremento en la proteina pro-apoptética Bax, en células de cancer de
mama MDA-MB-231. En células LNCaP, el B-sitosterol causa cambio en el patrén
de los fosfolipidos de membrana, principalmente en esfingomielina, por lo que se
sugiri6 que el fitoesterol afectaba el ciclo de esfingomielina activandolo e
incrementando la produccion de ceramida, favoreciendo la apoptosis (Awad y
Fink, 2000; Woyengo et al., 2009; Vundru et al., 2013). Por otra parte, el
estigmasterol en células de cancer de higado (HepG2) ha mostrado inducir la
apoptosis al incrementar Bax, caspasa-8, caspasa-9, p53 y disminuir Bcl-2 (Kim et
al., 2014) (Figura 33).

Debido a los efectos de los compuestos presentes en Stevia pilosa y Stevia
eupatoria, sobre lineas celulares de cancer, podemos sugerir gue ambos extractos
tiene la capacidad de inhibir la proliferacion mediante arresto celular, activando

vias de sefializacién como Erk 1/2 o el ciclo de esfingomielina, ademas de activar

56



vias de apoptosis por incremento de proteinas pro-apoptoéticas Bax, caspasas y

disminucion de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2.

¢ Fitoesteroles \L
Aumenta Disminuye Membrana
Caspasa-3 Bcl-2 (Esfingomielina)
Familia MAPK P13k
(Erk,) Akt SMasa (+) SMS (-)
Ceramida
PP2A
Apoptosis

Figura 33. Mecanismos de accidén propuestos para [(-sitosterol. Abreviaturas:
SMasa, esfingomielinasa; SMS, esfingomielina sintasa; PP2A, proteina fosfatasa
A (Modificado de Awad y Fink, 2000; Woyengo et al., 2009).

El ensayo realizado para observar el efecto antiproliferativo al combinar los
extractos de Stevia con enzalutamida, mostraron que no habia un efecto aditivo.
La enzalutamida ademas de presentar un mecanismo de accion sobre la via del
receptor de andrdgeno, se ha observado que tiene un efecto en la activacion de
las caspasas 8 y 3; Pilling et al. (2017), observaron una sobreexpresion de la
caspasa 8 en células de cancer de prostata LNCaP, mientras que unos afios
antes, Guerrero et al. (2013) observaron en células LNCaP y C4-2, una
sobreexpresion de caspasa 3. Estos efectos encontrados con enzalutamida son
los que se han observado con los compuestos presentes en Stevia pilosa y Stevia
eupatoria (B-sitosterol, estigmasterol, luteolina y quercetina), por lo tanto,
podriamos sugerir que el efecto sobre la apoptosis de las células no se aumenta

con la combinacién debido a que tanto los extractos como la enzalutamida estan
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activando las mismas vias, en su lugar, podria existir una competencia entre los

compuestos mas que una adicidén de efectos por mecanismos diferentes.

8.2.2 Ensayo herida

Estudios del efecto de Stevia sobre la migracion en células de cancer, no se han
realizado hasta el momento; sin embargo, existen estudios de los compuestos

encontrados en este género.

Awad y colaboradores en 2001, encontraron que el B-sitosterol disminuia la
invasion y metastasis en células de cancer de préstata PC-3 in vitro e in vivo,
observaron la reduccion de metéstasis a nodulos linfaticos y pulmones, aunque las
vias por las cual el fitoesterol presenta este efecto no fueron analizadas en este
estudio. En el caso de la luteolina, se ha observado efecto sobre las
metaloproteasas (MMPs), las cuales son necesarias para la degradaciéon de la
membrana basal permitiendo asi la invasién y migracion a sitios secundarios; asi
mismo se presenta un efecto sobre los inhibidores enddgenos de las MMPs, los
TIMPs. La luteolina, en lineas celulares de glioblastoma, U251MG Y U87MG,
disminuye los niveles de proteina MMP-2, MMP-9 e incrementa TIMP-1 y TIMP-2,
sugiriendo que el efecto antimigratorio de luteolina es resultado de un desbalance
MMP/TIMP. En adicion, la luteolina presenta efecto sobre la transicién epitelio-
mesénquima (TEM), disminuyendo la expresion proteica de marcadores
mesenquimales como N-cadherina, Vimentina y [-catenina, aumentando la

expresion proteica de E-cadherina (Wang et al., 2015).

Con lo anterior, podemos sugerir que los extractos metandlicos de Stevia pilosa y
Stevia eupatoria presentan un efecto anti-migratorio afectando la expresion de
MMPs e involucrandose en el proceso de TEM, dejando como perspectiva de este

trabajo el andlisis de las proteinas que favorecen la invasion y migracién celular.
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9. CONCLUSIONES

1.- Los extractos metanolicos de Stevia pilosa y Stevia eupatoria disminuyen la
proliferacion de las células androgeno dependientes (LNCaP) y andrégeno
independientes (PC-3) de manera dosis-dependiente, mostrando un mayor efecto

con la concentracion de 2000 pg/mL en LNCaP y 2500 pyg/mL en PC-3.

2.- La migracion celular de PC-3 es inhibida por los extractos metandlicos de
Stevia pilosa y Stevia eupatoria, desde las 24 horas hasta las 72 horas de

tratamiento con la concentracion de 2500 pg/mL.

3.- La combinacion de los extractos metandlicos de Stevia pilosa y Stevia
eupatoria con el farmaco enzalutamida no tiene efecto aditivo en la inhibicion de la

proliferacion de LNCaP y PC-3, para las concentraciones y tiempos estudiados.

4.- El efecto antiproliferativo y antimigratorio de los extractos metandlicos de
Stevia pilosa y Stevia eupatoria es dependiente de la concentracion y el tiempo de

exposicién al tratamiento.
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