UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA
PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS
QUIMICO BIOLOGICAS

COMPARACION DEL EFECTO INHIBIDOR DE LA PROLIFERACION Y
MIGRACION DEL EXTRACTO DE Stevia tomentosa Y LA MEZCLA DE B-
SITOSTEROL Y ESTIGMASTEROL EN CELULAS DE CANCER DE MAMA.

TESIS

QUE COMO PARTE DE LOS REQUISITOS PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
PRESENTA:

Q. F. B. Marian Astrid Mera Cazares

DIRIGIDA POR:

Dra. Jesica Esther Escobar Cabrera

QUERETARO
ENERO 2023
MEXICO



REPOSITORIO
INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

Direccion General de Bibliotecas y Servicios Digitales de
Informacién

[©loke)

Comparacion del efecto inhibidor de la proliferacion y

migracion del extracto de Stevia tomentosa y la mezcla

de B-sitosterol y estigmasterol en células de cancer de
mama.

por

Marian Astrid Mera Cazares

se distribuye bajo una Licencia Creative Commons
Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional.

ClaveRIl: FQMAC-253076-0223-123



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE QUIMICA
PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICOBIOLOGICAS

/s/ COMPARACION DEL EFECTO INHIBIDOR DE LA PROLIFERACION Y

47 MIGRACION DEL EXTRACTO DE Stevia tomentosa Y LA MEZCLA DE g-

SITOSTEROL Y ESTIGMASTEROL EN CELULAS DE CANCER DE
MAMA

TESIS
QUE COMO PARTE DE LOS REQUISITOS PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

PRESENTA:
Q.F.B. Marian Astrid Mera Cazares

DIRIGIDA POR:
Dra. Jesica Esther Escobar Cabrera

COMITE TUTORAL

I f [ =

Presidente <

Dra. Maria Guadalupe Garcia Alcocer &

Secretario

Dra. Laura Cristina Berumen Sequra 1 —

Vocal

M.en C.QB_Eli Martinez Roj

} oo
Suplente 7? A >
Dra. Alicia Irasema Mendieta Trejo U

Suplente

Dra. Silvia Lorena Amaya Llano Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pina
Directora de la Facultad de Quimica Directora de Investigacion y Posgrado
Centro Universitario
Santiago de Querétaro
Enero de 2023



Agradecimientos

A Dios, por darme la fortaleza y todo lo que he necesitado para poder llegar hasta

aqui.
A CONACYT por darme la beca que me permitié concentrarme en mi maestria.
A FOPER por los recursos necesarios para la investigacion.

A la Dra. Jesi, por haber creido en mi desde el servicio social y por aguantar los

multiples correos en poco tiempo cada que se me ocurre algo.
A la Dra. Alcocer y la Dra. Berumen, por siempre brindarme una palabra de aliento.

A Eli e Irasema; por leerme, por siempre ensefiarme, ayudarme cuando lo

necesitaba, darme consejos e incluso en algunas ocasiones ayudarme a relajarme.

A mis papas; por siempre estar ahi dandome su amor incondicional, por seguir

apoyandome como siempre y por seguirme la corriente en cada una de mis locuras.

A mi pato, por ser siempre mi mejor amiga y darme siempre una excusa para

tomarme un descanso.

A May, por cuidar a mis hijas los fines de semana y darle un respiro a mi salud

mental.
A mi Lana, por ser mi perrito de servicio no oficial.
A mis gordos, por siempre ser parte de mis recuerdos.

A Meli, Alberto, Karen, Sugey y Xol por siempre preguntarme ¢ Como vas?



INDICE

Péagina

RESUMEN ...ttt ettt e b e e s bt e s ae e s et s be e be e bt e s beesaeesateeateenbeenbeesaeesanenas X
ABSTRACT et b ettt s h et e bt e st e bt s bt et e s bt et e nbeebe et e sbeeat e beehe et e beennenes Xi
1. INTRODUGCCION ..ottt tesee ettt st en s s s s nas 1
2. ANTECEDENTES ... .ottt ettt sttt ettt e s b e s ae e st s beebe e bt e beesaeas 3
P R O T (o ] SO PU TP 3
2.2 TIPOS AE CAMNCEN .....eeiiieeeeeeeiitee et e ettt e e e e e e ettt e e e e e e s st bbbt aea e e e e e e nnbbeeeeeaeeas 3
ARG O | (o] p[oTo =T g =TSy PSPPSR 4
2.4 Vias de sefializacion importantes €N CANCET ...........ceeieieeiiiiiiiiiie s e eeeeeaaens 7
2.4.1 CIClO CEIUIAT ...ttt e e 7
A AN o o] ) (0 1= TSRS 8
2.5 GlANAUIA MEBIMANIA .....eeeeeiiie et e e e eaeens 10
2.5.1 MOrfologia MACIOSCOPICA. ....vveeieeeiiiiiiiiiieee e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e eeeaeens 10
2.5.2 MOrfologia MICTOSCOPICA. .. ..uviiiieeiiiiiiiit ettt a e e e e 11
O Ta (ol go (-l 4 T 1o o - WP PR TP 12
2.6.1 Epidemiologia del CANCEr de MamMa.........cccooiiiiiiiiiiiiiiee e 12
2.6.2 Clasificacion molecular de cancer de Mama.............cceeeeiiiiiiiiiiiieieeeeiiiieeeeens 13
2.6.3 Estadios de CANCEr A& MAME .......ccuuuiiiiiiieeee et e e e e 14
2.6.3 Sintomas de CANCEr d& MAMI@........c.uuuriiiieeeee it e e e e eens 15
2.6.4 D F= Vo | 0 1] oo R 16
2.6.5 TTAAIMIEINTOS .....eeeiiiieiiiiiineieeeee e s s nnnnnnnes 17
2.6.6 Mecanismos de resistencia a qUIMIOtErapeutiCOS ..........coovrruvrririiiieeeeiiiiiiieeeeenn 19
2.7 ProOUCEOS NATUIAIES .....uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeieeeeeee ettt sbesnesnnnes 20
R Sl C L= a1 o RS (oA - LSRR 22
2.8.1 Efecto anticancerigeno de diferentes especies de Stevia.........cccccceevviiiiireeeennnn. 22



2.8.2 Composicion quIMICa de la StEVIA..........cuviieiiiiiiiiiieie e 23

2.9 STEVIA TOMIEINTOSEL. 1.ttt 23
2.9.1 Efecto anticancerigeno de Stevia tomeNntOSa.........ccceeeevviviiiiiiiiiie e, 24
2.9.2 Moléculas con efecto anticancerigeno presentes en Stevia tomentosa.............. 25
3. JUSTIFICACION ..ottt ss st s et s s sas s sasassnaens 27
4. PREGUNTA DE INVESTIGACION .....cooveiiieeieteeeteeeeeeeeresesaesesessese s sesse s sessssassenans 28
B, HIPOTESIS ...ttt sttt sn et n st ss s s s sanansanennens 28
B. OBJIETIVOS. ...ttt ettt ettt st e b e e be e s bt e s abesabesabeesbeenbeesseesanesaseenseans 29
IO o TT= ()Y o T [T a1 - PP 29
6.2  ODbjetivos €SPECITICOS.....uuiiiii i e 29
7. MATERIALES Y METODOS ...ttt et sesasss s ssss s s s sssassassssans 30
7.1 MAEETIAIES ...ttt 30
7.2 MELOUOS. ... ettt e e e e e et e e e e e e e aaaeas 30
7.2.1 CUILIVO CRIUIAN ... 30
7.2.2 Disolucion del extracto metanolico de Stevia tomentosa. .............cccveeeeee.. 30
7.2.3 Disolucion de la mezcla de fitoesteroles ... 31
7.2.4 PrOlfEIaCiON ..o 31
7.25 1o =TT (o] o SO 31
7.2.4 ANAIISIS ESTAUISTICO ... 32
8. RESULTADOS ...ttt ettt b ettt s h st st e bt et e sbe et e bt sae et e sbesaeenees 33

8.1 Proliferacion de células de cancer de mama dependientes de hormonas tratadas

CON €l extracto de StEVIA tOMENTOSA. ... ...eeneee e e e enaeen 33

8.1.1 Curva de proliferacion de células MCF-7 tratadas con extracto de Stevia

tomentosa33

8.1.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama dependientes de hormonas
MCF-7 34

8.2  Proliferacion de células de cancer de mama triple negativo tratadas con el

Lo = Te (o 0[S (N Y/ = W (6] 1 [<] 4| (0 KoY= WP 34



8.2.1 Curva de proliferacién de células MDA-MB-231 tratadas con extracto de Stevia

tomentosa34

8.2.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama triple negativo MDA-MB-
22 35

8.3  Proliferacion de células de cancer de mama dependientes de hormonas tratadas

con la mezcla de fItOBSIEIOIES .......ii i 36
8.3.1 Curva de proliferacion de células MCF-7 tratadas con la mezcla de fitoesteroles36

8.3.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama dependientes de hormonas

MCF-7 tratadas con la mezcla de fitoeStErOIES. ......c..vve i 37

8.4  Proliferacion de células de cancer de mama triple negativo tratadas con la

0 [SYA ol b= W0 [ {1 (0 TT] (=1 (0] (=3 TP 38

8.4.1 Curva de proliferacion de células MDA-MB-231 tratadas con la mezcla de

LTL(O Y=Y (=T 0] [ST TP 38

8.4.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama independientes de
hormonNas MDA-MB-231........co o e e e e e et e e e e e e e earaaaas 39

8.5  Comparacion del efecto del extracto de Stevia tomentosa y la mezcla de
fitoesteroles sobre la proliferacion de células de cancer de mama dependientes de

(00T g Lo ] aT= TP 40

8.6  Comparacion del efecto del extracto de Stevia tomentosa y la mezcla de

fitoesteroles sobre la proliferacion de células de cancer de mama triple negativo........ 41

8.7  Comparacion del efecto del extracto de Stevia tomentosa sobre células MCF-7
contra CElUIAS MDA-MB-231.......ouiiiii e e e e e e e e 42

8.8  Comparacion del efecto de la mezcla de fitoesteroles sobre células MCF-7 contra
CEIUIAS MDA-MB-231L. ... e e e e e e et e e e e e e e e e e r it e e aaeas 43

8.9  Efecto antimigratorio del extracto de Stevia tomentosa sobre células de cancer
A€ MAMA MOCF-7. ..ottt nnnnes 44

8.10 Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol)

sobre células de caAncer de MamMa MCF-7. ... 46

8.11 Efecto antimigratorio del extracto de Stevia tomentosa sobre células de cancer
de Mama MDA-MB-23L. ... e e e e et e e e e e e e e ettt eaaaaaaaane 48



8.12 Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol)

sobre células de cancer de mama MDA-MB-231. ...oouiiieiee e 50

8.13 Comparacién del efecto antimigratorio del extracto de Stevia tomentosa contra la
mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) sobre células de cancer de mama
M C 7 . ettt ——— ettt —————————————————————————————————_—_—. 52

8.14 Comparacién del efecto antimigratorio del extracto de Stevia tomentosa contra la
mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) sobre células de cancer de mama
Y1 A V2 B 3 PP 53

8.15 Comparacién del efecto antimigratorio del extracto de Stevia tomentosa sobre

células dependientes de hormonas MCF-7 y triple negativo MDA-MB-231. ................. 54

0. DISCUSION.....ooiicecteeeeeeeee ettt sae e s 57

9.1 Proliferacién y migracién de células dependientes de hormonas MCF-7 y MDA-MB-

231 tratadas con un extracto metanoélico de Stevia tomentoSaA.........ccevveevveeieereeenieenenn, 57

9.2 Comparacion del efecto de un extracto de Stevia tomentosa con el efecto de una
mezcla de fitoesteroles (B3-sitosterol y estigmasterol) sobre la proliferacién y migraciéon
de células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 y triple negativo
MDA-MB-23. ettt e et e e e e e ra s 59

9.3 Comparacion del efecto de ambos tratamientos sobre la proliferacion y migracion
de células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 contra triple negativo
MDA-MB-23 . et ettt a e e e e 61

9.4 Vias de sefializacion involucradas en el efecto de Stevia tomentosa sobre células

(o [l or= 1 gTel=T G o [N 0 1 F= 1 1 T- VOO 64
1O CONCLUSIONES. ...ttt e e e et e et esaree e e et e s e e e e e esareeeaseeesaneeeaeresareeeneeas 66
11 REFERENCIAS. ...t e et e e et e et e s aeeesaeeesareeeaeeesareeeanneesaneeeaeresareeeneeas 67



INDICE DE TABLAS

Tabla Pagina
1. Clasificacion molecular de cancer de Mama ............covvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 13
2. Estadios del CANCEr d& MAIMA .........uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieieieeareeeeeeeerreaereeeeeeer e 14
3. Diagndstico del CANCEr e MAaMA ......vuuiiiieeiei i e e e e aaaees 16
4. Mecanismos de resistencia a quImMIoterapeuUtiCOS ............cuuvviieeiieeerieeiiiiiiei e eeeeeennnns 19
5. Moléculas con efecto anticancerigeno en Stevia tomentosa............cccceeviviiiiieeeeennn. 25
6. Diferencias moleculares entre las lineas MCF-7 y MDA-MB-231. ..........cccccvvvveeeennn. 62

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
L. CHCIO CRIUIAT .ttt ettt ettt eneenes 7
VA= TS0 SR Fo =T 0] o] (0 1] 1< TSR 10
3 Estructura macroscdpica de la glandula mamaria...........cccceeeeeeveiiecieneceeceseeeee e 11
4. Estructura microscépica de la glandula mamaria. ..........ccoceeeeveevienieceeveceee e 12
5. Estadistica del CANCEr 08 MAIMA .......ccooiviririerieeeeeese et 12
6. Sintomas del CANCEr dE MEAIMA .......ccooieiririieeee ettt enes 15
S (=)= N (0] 0 11T (017 LS 24

8. Efecto del extracto de Stevia tomentosa en la proliferacién de células de cancer de
mama MCF-7 luego de 24 horas de tratami€nto. .........ccceoeeirereninieneieeeeese e 33
9. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MCF-7.........ccccccovvvveveveveeeennnne. 34
10. Efecto del extracto de Stevia tomentosa en la proliferacién de células de cancer de
mama MDA-MB-231 luego de 24 horas de tratamiento..........c.ccoevuereieirenenenieneseeeeeeneens 35
11. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MDA-MB-231..........cccccveenene. 36
12. Efecto de la mezcla de fitoesteroles en la proliferacion de células de cancer de mama
MCF-7 luego de 24 horas de tratami€nto. ..........cceceeeeerireerenieese ettt e e ae s 37
13. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MCF-7 obtenida a partir de los
resultados de la curva de proliferacion. ...........ceoeveveieieiciceceseeee e 38
14. Efecto de la mezcla de fitoesteroles en la proliferacion de células de cancer de mama
MDA-MB-231 luego de 24 horas de tratamiento. .........cccceevvreeieneeiene e 39
15. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MDA-MB-231 obtenida a partir
de los resultados de la curva de proliferaCion. ...........ccccoveeeveiiceceeeeeeeesee e 40
16. Gréafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de fitoesteroles y el
extracto completo de Stevia tomentosa en células MCF-7. ........cccccovveveieiiecececeseeeee 41
17. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de fitoesteroles y el
extracto completo de Stevia tomentosa en células MDA-MB-231. ........cccccoovevevievieieneennnne. 42
18. Grafica comparativa del efecto del tratamiento un extracto de Stevia tomentosa sobre
células dependientes de hormonas MCF-7 contra células triple negativo MDA-MB-231... 43
19. Grafica comparativa del efecto del tratamiento una mezcla de fitoesteroles sobre
células dependientes de hormonas MCF-7 contra células triple negativo MDA-MB-231... 44
20. Micrografias del efecto del extracto de Stevia tomentosa sobre células MCF-7........... 45

Vii


file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832216
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832217
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832218
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832219
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832220
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832221
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832223
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832234

21. Efecto antimigratorio del extracto metanélico de hoja de Stevia tomentosa a las 0, 6,12
y 24 horas sobre células dependientes de hormonas MCF-7..........cccccvevrennennennennenens 46

22. Micrografias del efecto del extracto de la mezcla de fitoesteroles sobre células MCF-7.

23. Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) a las
0,6,12 y 24 horas sobre células dependientes de hormonas MCF-7. .......cccccocvvevevvevveenenenn. 48

24. Micrografias del efecto del extracto de Stevia tomentosa sobre células MDA-MB-231.

25. Efecto antimigratorio del extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa a las 0,6,12
y 24 horas sobre células independientes de hormonas MDA-MB-231..........ccccocvervennenns 50

26. Micrografias del efecto del extracto de la mezcla de fitoesteroles sobre células MDA-

27. Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) a las
0,6,12 y 24 horas sobre células independientes de hormonas MDA-MB-231. .................... 52
28. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de fitoesteroles y el
extracto completo de Stevia tomentosa en células MCF-7. ........ccoeveveieinieseneseeeeeene 53
29. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de fitoesteroles y el
extracto completo de Stevia tomentosa en células MDA-MB-231. ........ccccoovvevevieveeeeneennnne. 54
30. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con el extracto completo de Stevia
tomentosa en células MCF-7 Yy MDA-MB-231. ........cccooiiiiireierieeeieeeeete e eeaeneas 55
31. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de fitoesteroles en
CEIUIAS MCF-7 Y MDA-MB-23L......ccutiieirieiirieeeieiee ettt sttt be st s 56

viii


file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832236
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832236
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832238
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832238
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832240
file:///C:/Users/m_am_/OneDrive/Escritorio/Marian/Maestría/Tesis%202.0/Tesis%2005-01-23.docx%23_Toc123832240

MCF-7

MDA-MB-231

ACS
CTCA
CDC

ACRONIMOS

Michigan Cancer Center 7, Células dependientes de
hormonas

M.D. Anderson - Metastatic Breast 231, Células
triple negativo

American Cancer Society

Cancer Treatment Centers of America

Center for Disease Control and Prevention



RESUMEN

El cancer de mama ocupa el primer lugar de casos de cancer femenino en México.
Si bien la enfermedad cuenta con distintos tratamientos, todos ellos presentan
efectos secundarios adversos. Ademas, las células cancerigenas son capaces de
adquirir resistencia a ellos, por este motivo la busqueda de terapias mas inocuos y
gue puedan sobrellevar esa resistencia es importante. Los productos naturales, han
sido utilizados a lo largo de la historia humana para el tratamiento de diversos
malestares y es por ello que actualmente la investigacion de productos naturales
usados por la medicina tradicional, se ha posicionado como una opcion viable como
anticancerigenos. México es un pais de gran biodiversidad y, por lo tanto, de
considerable diversidad de productos naturales. La Stevia tomentosa es una
especie endémica de México del género Stevia.

La Stevia tomentosa cuenta con un estudio realizado por este grupo de
investigacion en el que se demostrd su efecto antiproliferativo y antimigratorio.
Debido a todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar si el extracto de
Stevia tomentosa tiene el mismo efecto que una mezcla de B-sitosterol vy
estigmasterol, los fitoesteroles mas reportados como sus componentes, para ello se
realizaron estudios de proliferacion por la técnica de azul tripano y de migracién por
ensayo herida en lineas celulares de cancer de mama dependientes de hormonas
MCF-7 y triple negativo MDA-MB-231. Se encontrd que tanto para la proliferacion
como para la migracion de las células de cancer de mama el efecto antiproliferativo
y antimigratorio del extracto de Stevia tomentosa es mayor que el de la mezcla de
fitoesteroles, lo que podria hablar de que los compuestos diferentes a fitoesteroles
contenidos en el extracto contribuyen al efecto antiproliferativo y antimigratorio.

Palabras clave:

Cancer de mama, Stevia tomentosa, vias de sefializacion, Ciclo celular, apoptosis,

fitoesteroles.



ABSTRACT

Breast cancer ranks first in female cancer cases in Mexico. Although the disease
has different treatments, all of them have unwanted side effects, moreover, cancer
cells have the ability of acquiring resistance to them. For this reason, the search for
safer treatments that can overcome that resistance is important. Natural products
have been used throughout human history for the treatment of various ailments and
that is why currently the investigation of natural products used by traditional medicine
has been positioned as a viable option to use anticancer agents. Mexico is a country
of great natural diversity and, therefore, of great diversity of natural products. Stevia
tomentosa is an endemic Mexican species of the genus Stevia.

Stevia tomentosa has a study carried out by this research group in which its
antiproliferative and antimigratory effect was demonstrated. Due to all the above, the
objective of this work is to determine if the extract has the same anticancerogenic
effect as a mixture of the two phytosterols most reported (B-sitosterol and
stigmasterol) as components of Stevia tomentosa, for this purposes proliferation with
trypan blue technique and migration with wound healing technique assays were
performed in breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231. This study
demonstrated that Stevia tomentosa has a bigger antiproliferative and antimigratory
effect on both cell lines than the phytosterol mixture. This could imply that the
molecules different to phytosterols of the extract contribute to the antiproliferative
and antimigratory effects.

Keywords:

Breast cancer, Stevia tomentosa, Signaling pathways, Cell cycle, apoptosis,

phytosterols
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1. INTRODUCCION
El cancer de mama es el tipo de cancer mas diagnosticado en mujeres a nivel
mundial, y en México causa alrededor de 15.3% de los casos registrados de esta
enfermedad. Los casos de cancer de mama han ido en aumento en la ultima década
posicionando a la enfermedad como la primera causa de mortalidad femenina a
nivel mundial. En México, los tumores malignos son la cuarta causa de muerte
femenina. De los 105, 963 casos nuevos de cancer femenino reportados en México
en 2020, 29,929 se trataron de cancer de mama. Los tratamientos actuales,
generan graves efectos adversos y en etapas mas avanzadas de la enfermedad se
disminuye su efectividad. La basqueda de nuevos quimioterapéuticos y/o sustancias
de origen natural con efecto antineoplasico y menores efectos secundarios ha
cobrado gran relevancia en los ultimos afios debido a lo antes mencionado; se
conoce como producto natural a las sustancias producidas por un organismo vivo.
Estos productos naturales se dividen en metabolitos primarios y metabolitos
secundarios. Tradicionalmente, estos metabolitos son obtenidos por medio de
extracciones de los productos naturales. Desde la década de 1940 hasta 2019 se
registraron 247 moléculas usadas para el tratamiento del cancer; de estos farmacos
el 70% son macromoléculas biolégicas (péptidos largos >50 residuos o proteinas
que pueden ser aisladas de un organismo vivo o una linea celular), productos
naturales (sustancias producidas por un organismo vivo), fitomedicamentos
(medicamento de origen vegetal elaborado con un extracto estandarizado),
miméticos de productos naturales (inhibidores de proteinas que pueden tomar el
lugar de un sustrato en un sitio catalitico) o derivados de productos naturales
(producto natural modificado semisintéticamente). De este 70%, el 43.29% son
productos naturales. El género Stevia es una planta herbacea perenne con 250
especies conocidas, 116 son endémicas de las zonas de bosque de pino-encino,
claros o matorrales derivados de bosques y orillas de caminos y parcelas
mexicanos; principalmente en pastizales templados. En recientes investigaciones
se ha reportado que los fitoesteroles, sesquiterpenos y flavonoides encontrados en

las diferentes especies del género Stevia cuentan con efecto anticancerigeno. Por



ejemplo, Stevia pilosa y Stevia eupatoria inhiben la viabilidad y la migracion de
células de cancer de prostata (LNCaP y PC-3) y Stevia tomentosa tiene efecto
antiproliferativo y antimigratorio en células de cancer de mama dependientes de
hormonas MCF-7 y triple negativo MDA-MB-231. En otros estudios de
caracterizacion, se demostré que los extractos contienen moléculas con actividad
anticancerigena como [3-sitosterol, estigmasterol, lactonas sesquiterpénicas y
bisabolenos. Con base en lo antes mencionado, el objetivo de este trabajo es
determinar si el extracto cuenta con el mismo efecto anticancerigeno que una
mezcla de los fitoesteroles mas reportados (B-sitosterol y estigmasterol) como
componentes de Stevia tomentosa, para con ello determinar si la via hormonal esta

involucrada en el efecto del extracto.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos define Cancer como una serie
de enfermedades, en las que las células anormales se dividen sin control y son
capaces de invadir tejidos cercanos o lejanos por medio del sistema circulatorio y

linfatico.

Cuando una célula normal envejece o se dafia muere y una célula nueva toma su
lugar; sin embargo, cuando se desarrolla el cancer, las células viejas o dafiadas
pierden la capacidad de morir cuando es necesario y proliferan indiscriminadamente
hasta formar tumores; se dice que un tumor es maligno cuando tiene la capacidad
de invadir tejidos cercanos o lejanos por medio del sistema circulatorio y linfatico. El
cancer es una enfermedad genética debido a mutaciones en el ADN de una
persona. Estas mutaciones pueden ser hereditarias o adquirirse durante la vida por
errores que ocurren en la divisién celular o por exposicion ambiental a agentes

cancerigenos como quimicos, tabaco, radiacion y luz ultravioleta (NIH, 2020).

2.2 Tipos de cancer

Cada tipo de cancer recibe su nombre segun el area afectada en primer lugar y el
tipo de célula del que se origina, o de las areas del cuerpo a las que se propague.
Sin embargo, existe una clasificacion general que engloba a todos los tipos de
cancer en cuatro categorias (Team, 2017).

Carcinoma: Tipo mas comun de cancer. Inicia en tejido epitelial de la piel o
tejido de 6rganos internos. Este tipo de cancer se subdivide en carcinoma in situ,
invasivo y metastasico. El carcinoma in situ es la etapa temprana del cancer, con
células que se mantienen confinadas al tejido inicial y no se han propagado a tejidos
cercanos ni a otras partes del cuerpo, pero que pueden facilmente realizar esa
conversion maligna y comenzar a invadir; el carcinoma invasivo es aquel que ya se
ha esparcido a tejido cercano y el carcinoma metastasico es el cancer que ha usado

sistema circulatorio o linfatico para invadir otros 6rganos y tejidos (CTCA, 2020).



Sarcoma: Cancer que inicia en hueso y tejidos blandos como musculo, tejido
adiposo, nervios, tejido fibroso, vasos sanguineos o tejido epitelial profundo. Se
pueden encontrar en todo el cuerpo, pero generalmente inician en brazos o piernas.

Son tumores poco comunes. Existen mas de 50 subtipos de sarcoma (ACS, 2021).

Leucemia: enfermedad en la que la médula 6sea y otros tejidos formadores
de sangre producen un nimero incrementado de leucocitos inmaduros o anormales.
Esto reprime la produccion normal de células sanguineas causando anemia y otros
sintomas (NIH, 2021). La leucemia se clasifica segun qué tan rapido progresany el
tipo de célula que afectan. Existen cuatro tipos bésicos de leucemia: Leucemia
mieloide aguda, linfoblastica aguda, mieloide cronica y linfocitica crénica (Columbia

University Herbert Irving Comprehensive Cancer Center, 2017).

Linfoma y mieloma: Son tipos de cancer que afectan al sistema inmune. El
linfoma afecta al sistema linfatico generando aglomeraciones de linfocitos en los
nédulos linfaticos, mientras que el mieloma se desarrolla en la médula Osea

afectando a las células del plasma productoras de anticuerpos (CTCA, 2020).

2.3 Carcinogénesis

El proceso mediante el cual las células sanas se transforman en células
cancerigenas se llama carcinogénesis. El desarrollo de un tumor es un proceso de
diferentes pasos iniciados por dafios del ADN que promueven la sobreexpresion de
oncogenes e inhiben a los genes supresores de tumores que son importantes para
las funciones y estructuras celulares (EdCaN, 2020). La carcinogénesis puede ser

dividida en iniciacion, promocion, conversién maligna y progresion.

En la iniciacion de la carcinogénesis el genoma sufre modificaciones generalmente
causadas por mutaciones puntuales. Las mutaciones en el ADN pueden ser
causadas por agentes carcindgenos externos que modifican la estructura del ADN,
como la formacion de aductos entre el carcinégeno y la doble hebra. Los aductos
formados pueden activar protooncogenes o inactivar genes supresores de tumor.

Estudios recientes han demostrado que la iniciaciéon implica cambios epigenéticos,



como la metilacion de regiones promotoras de genes supresores de tumor como un

evento temprano (Wenston et al., 2017).

La iniciacion puede estar asociada a los protooncogenes que son genes
involucrados en funciones normales de la célula pero que, cuando se activa por
mutacion, se convierte en un oncogén y contribuye a la progresion del cancer. Los
protooncogenes pueden tener funciones celulares como division celular y regulacion
de apoptosis. Una sola copia alterada del oncogén puede provocar el mal
funcionamiento (Ellisen, 2016). Los protooncogenes se clasifican como factores de
crecimiento, receptores tirosinquinasas, tirosinquinasas no acopladas a la
membrana, receptores acoplados a proteinas G, proteinas G asociadas a
membrana, quinasas serinal/treonina y factores de transcripcidon y pueden ser
activados por mutacion, rearreglo cromosémico o amplificacién del gen (Gupta,
2018).

Los genes supresores de tumores son genes encargados de disminuir la division
celular, reparar dafio del ADN, o inducir la apoptosis. Si estos genes se apagan por
una mutacion, las células comienzan a proliferar en exceso. Estos genes pueden

causar cancer hereditario en familias (ACS, 2020 (a)).

La promocion consiste en la expansion clonal de las células iniciadas. La
acumulacion de la tasa de mutaciones es proporcional a la tasa de division celular,
por lo tanto, la expansion de las células iniciadas produce una poblacion mas grande
de células en riesgo de sufrir cambios genéticos y conversion maligna mas adelante.
Los promotores tumorales son agentes no cancerigenos, caracterizados por su
habilidad de reducir el tiempo entre que ocurre el estimulo y la formacion del tumor.
Se le llama conversion maligna a la transformacion de una célula preneoplasica a

una que exprese el fenotipo maligno.

La progresion que consiste en la expresion del fenotipo maligno y la tendencia que
tienen las células malignas a adquirir 0 expresar caracteristicas mas agresivas. El
fenotipo maligno incluye entre otras caracteristicas la metastasis, inestabilidad

genomica y crecimiento incontrolado. En esta etapa la célula puede sufrir mas



cambios genéticos y epigenéticos que resulten en la activacion de mas oncogenes
y la supresion de mas genes supresores de tumor que le lleven a mayor agresividad
(metastasis, invasividad, quimiorresistencia, promocion de fenotipo STEM, etc.)
(Wenston et al., 2017).

La metéstasis es la mayor causa de mortalidad por cancer. Es un proceso
encargado de la migracion de células malignas del tumor principal hacia otros tejidos
del cuerpo. Esta invasién puede ser a tejidos cercanos o lejanos por medio del
sistema circulatorio o el sistema linfatico. Los pasos de este proceso son infiltracion
de las células tumorales a tejidos adyacentes, migracion trans-endotelial a los vasos
sanguineos (intravasacion), supervivencia en sistema circulatorio, extravasacion y
subsecuente proliferacion en organos competentes (Hapach et al., 2019).
Recientemente, se ha demostrado que una alteracion en la via de las MAPK es
esencial para llevar a cabo la transicion epitelio-mesénquima, necesaria para llevar
a cabo la intravasacion. Ademas, la via de NFKB es necesaria para la supervivencia
de las células en torrente sanguineo y la via de VEGFR para la colonizacién y
proliferacion en otros o6rganos (Chen et al., 2017). La transicion epitelio-
mesénquima es el proceso mediante el cual las células epiteliales son
reprogramadas y toman un fenotipo que les permite perder su adhesion y generar
migracion o invasion. Esta transicion ocurre isioldgicamente en diferentes etapas
del desarrollo embrionario y esta regulada por una serie de factores de transcripcion
que modulan la expresion de las cadherinas (como la E-cadherina). Las células
cancerigenas utilizan la transicion para obtener la malignidad (Yang et al., 2020).



2.4 Vias de sefalizacion importantes en cancer

2.4.1 Ciclo celular
El cancer se caracteriza por proliferacion acelerada dada por descontrol del ciclo
celular (Figura 5) que es el proceso mediante el cual la célula se divide dando origen
a dos células hijas. Este proceso se divide en cuatro etapas: G1, G2, Sy M. Las
fases “gap” G1 y G2 proveen a la célula de tiempo para duplicar proteinas vy
organelos ademas de permitirle monitorear el ambiente y asegurarse de tener las
condiciones necesarias para la division. En conjunto, G1, S y G2 son llamadas
interfase. Es en la fase S en la que se lleva a cabo la duplicacion del ADNy enla M

ocurre la segregacion de cromosomas Y la division celular.

Fase GO
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Figura 1. Ciclo celular. Se muestran las diferentes fases del ciclo celular y

las ciclinas e inhibidores que intervienen en él (Modificado de Alberts et al., 2017).

A su vez, la fase M se divide en dos: mitosis (fase de duplicacion de cromosomas)
y citoquinesis que lleva a cabo la division celular. En la parte inicial de la mitosis
llamada profase, las moléculas de ADN son desenredadas y condensadas en

cromatides hermanas unidas al huso acromatico y en la metafase se alinean en el
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huso ecuatorial. En la anafase, las cromatides hermanas son separadas mientras
son atraidas a polos opuestos del huso para que en la telofase, el huso sea
desensamblado y los cromosomas sean segregados a nucleos separados. Después
de este proceso la citoquinesis divide la célula en dos células hijas.

El ciclo celular es regulado por una familia de quinasas de proteina llamadas Cdks
(quinasas dependientes de ciclinas). Estas proteinas realizan fosforilaciones
esenciales de proteinas intracelulares que regulan los eventos que ocurren durante
el ciclo. Las Cdks necesitan de la union a ciclinas para realizar su actividad. Existen
cuatro clases de ciclinas que intervienen a lo largo del ciclo. Las ciclinas G1/S
activan a las Cdks ayudando a iniciar la fase S mientras que las ciclinas S estimulan
la duplicacién cromosémica y controlan algunos eventos mitéticos y las ciclinas M
activan a las Cdks que estimulan la entrada a mitosis. La actividad de las Cdks
puede ser inhibida por su fosforilacion o por la unién de las proteinas inhibidoras de
Cdk, las cuales estimulan un rearreglo en la estructura del sitio activo de la Cdk que

la vuelve inactiva (Alberts et al., 2017).

Se ha demostrado que Stevia rebaudiana causa arresto del ciclo celular en la fase
G1 en células de cancer gastrointestinal, cérvix, colon y pancreas por medio del
aumento de las proteinas p21 y p53 que logran la inhibicion de los complejos ciclina
D-Cdk4 y ciclina E-Cdk2 que en condiciones normales inhibirian a retinoblastoma lo
gue ocasionaria la liberacion de E2F y subsecuente sintesis de proteinas de la fase
Sy entrada a esa misma fase (Chen et al., 2018; Lopez et al., 2016). También causa
arresto celular en fase G2/M en células de cancer de mama MCF-7 (Gupta et al.,
2017). Y en células de cancer de mama MDA-MB-231, el B-Sitosterol (fitoesterol
encontrado en diferentes especies del género Stevia incluyendo Stevia tomentosa)
logra inducir arresto celular en fase G1 por medio del aumento de las proteinas
inhibidoras p21/ciply p27/kipl (Vundru et al., 2013).

2.4.2 Apoptosis
Otro proceso caracteristicamente alterado en cancer es la apoptosis. La apoptosis
es una serie de cambios morfoldgicos que llevan a una muerte celular ordenada y

programada. El proceso comienza con la disminucion del tamafio de las células, su
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condensacion y fragmentacion hasta que liberan cuerpos apoptoticos que pueden
ser absorbidos por otras células. La apoptosis se puede dar por dos vias, la

intrinseca y la extrinseca (Lodish et al., 2021).

La via extrinseca de la apoptosis inicia con una sefial fuera de la célula y se realiza
por un mecanismo independiente a la mitocondria. El proceso inicia cuando es
activada por la union de un ligando a un receptor de muerte como TNFR1 o DR4
(TRAIL). La union causa la trimerizacion de proteinas adaptadoras como el receptor
TNF 1 asociado por el dominio de muerte TRADD o FADD y su posterior
reclutamiento a la superficie celular lo que resulta en la activacion de la caspasa 8,
por medio de la escision de su procaspasa. La caspasa 8 cataliza la activacion de
caspasas ejecutoras rio abajo (3 y 7) encargadas de llevar a cabo la apoptosis
(Figura 6a) (Pfeffer y Singh, 2018).

La via intrinseca inicia por sefiales internas como dafio genético irreparable, hipoxia,
concentraciones altas de electrolitos y estrés oxidativo severo. Esta via esta
regulada por proteinas de la familia de Bcl-2 que se divide en proteinas
proapotoéticas (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim y Hrk) y antiapotéticas (Bcl-2, Bcl-X,
Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1). Las proteinas de la familia Bcl-2 regulan la apoptosis por
medio de un balance entre ellas, si el balance se encuentra a favor de las
proapoptoticas se estimula el inicio y si lo esta de las antiapoptéticas se inhibe. Las
proteinas proapoptéticas aumentan la permeabilidad de la membrana mitocondrial
y esto resulta en la liberacidon de otras moléculas proapoptoticas como el citocromo
C que una vez liberado es capaz de formar el apoptosoma por medio de su union
con Apafl y la procaspasa 9. La formacion del apoptosoma genera la ruptura de la
procaspasa 9 liberando la caspasa 9 que es capaz de activar a las caspasas
ejecutoras (3 y 6) que llevan a cabo las protedlisis necesarias para la muerte celular.
La via intrinseca de la apoptosis también puede ser activada por medio de la via
extrinseca; en este mecanismo, la union de un ligando a FADD provoca la ruptura
de la procaspasa 8 y su activacion en caspasa 8, la caspasa 8 rompe a BID (proteina
proapoptoética) en Bid, lo que provoca la despolarizacién de la mitocondria y la
liberacion de citocromo C (Figura 6b) (Lodish et al., 2021).



El extracto de Stevia rebaudiana demostré causar apoptosis por la via intrinseca
mediante el aumento del ratio Bax/Bcl2 en células de cancer de mama MDA-MB-
231y SKBR3 (Khare y Chandra, 2019), células de cancer gastrico y de colon HCT-
116, MKN-45, HGC-27 (Chen et al, 2018).
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Figura 2. Vias de la apoptosis. a) Via extrinseca b) Via intrinseca
(Modificado de Treuting et al., 2018).

2.5 Glandula mamaria

2.5.1 Morfologia macroscopica
El cancer mas comun en mujeres es el que se da en las glandulas mamarias (Figura
1) que son érganos tubulares ramificados relativamente simples formados por una
o dos capas de células epiteliales que responden constantemente a sefiales
hormonales y cambios epigenéticos. Estos cuentan con ductos extendidos en ramas
segmentadas que toman un patron radial, desde el pezon para formar de 11 a 48
I6bulos separados compuestos de tejido glandular incrustado en estroma

fibrocoldgeno. Los I6bulos se encuentran separados unos de otros por tejido
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adiposo y cada l6bulo cuenta con su propio ducto lactifero que lo drena por el pezoén;
estas estructuras parenquimatosas se encuentran interdigitadas por
engrosamientos fibrosos de tejido conectivo que conectan la fascia con la dermis de
la piel suprayacente, para formar ligamentos suspensorios llamados ligamentos de

Cooper, los cuales le dan movilidad y soporte a la glandula (Cardiff et al., 2018).

Anatomia de la mama femenina
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Figura 3. Estructura macroscopica de la glandula mamaria. Se muestran vistas frontales y laterales de
la mama donde se pueden observar los |6bulos, conductos, lobulillos, tejido adiposo, areola y pezén

(Cardiff et al., 2018).

La glandula mamaria cuenta con morfologia tubuloalveolar compuesta por ductos
tubulares terminados en acinos glandulares secretores (Figura 2). Los l6bulos estan
compuestos por grupos de acinos y los I6bulos a su vez componen Iébulos mas
grandes. La unidad béasica productora de leche es la unidad lobular ducto terminal
(TDLU por sus siglas en inglés). Cada TDLU se compone de l6bulos asociados a
ductos terminales intra y extralobulares. Los TDLUs se drenan primero en los ductos
terminales intralobulares y luego en los extralobulares. El drenado pasa por los
ductos colectores, los ductos lactiferos y sale por la ostia del pezdn. La importancia

de estas unidades recae en que la mayor parte de los casos de cancer de mama se
origina en ellas (Cardiff et al., 2018).
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Figura 4. Estructura microscopica de la glandula mamaria. ETD: Conductos terminales
extralobulares; ITD: Conductos terminales intralobulares (Cardiff et al., 2018).

2.6 Cancer de mama
El cancer de mama es una enfermedad caracterizada por el crecimiento sin control
de las células de la glandula mamaria. Este tipo de cancer puede iniciar en los

I6bulos, ductos o tejido conectivo de la mama (CDC, 2020 (a)).

2.6.1 Epidemiologia del cancer de mama

Segun la Organizacion Mundial de la salud, en el 2020 se presentaron 19,292,789
casos nuevos de cancer en el mundo, de los cuales, el 11.7% del total se traté de
cancer de mama y el 6.9% del total de muertes causadas por cancer se traté de
cancer de mama. En México, en el mismo afio se presentaron 195,499 casos
nuevos de cancer y 90,222 muertes asociadas a la enfermedad, siendo el cancer
de mama el mayor contribuyente con 15.3% (Figura 3) del total de los casos y 8.8
% del total de muertes asociadas a cancer en el pais (Globocan, 2021).

% DE CASOS DE CANCER EN 2020

HMama MProstata Colorrectal Tiroides Utero/ Cérvix mOtros

Figura 5. Estadistica del cancer en México (GLOBOCAN, 2021)
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Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) la tasa nacional de
defunciones por tumores malignos por cada 10,000 habitantes en Querétaro fue de
6.99 en 2019. El cancer de mama tiene una tasa de mortalidad de entre 18.01 y
22.35 por cada 100 mil mujeres en la entidad. Del total de muertes por cancer de
mama en Querétaro, el 1% se trata de mujeres de entre 15 y 29 afos, el 13% de
mujeres de entre 30 y 44 afos, el 38% de entre 45 y 59 afios y el 48% son mujeres
mayores a 59 afos (INEGI, 2020).

2.6.2 Clasificacion molecular de cancer de mama
El cAncer de mama se puede clasificar en cinco tipos moleculares basados en los

genes que expresa.

Tabla 1. Clasificacién molecular de cancer de mama (Eroles et al., 2012).

Tipo/ Estrogeno Progesterona Her2 Ki-67  Prognosis

Receptor

B EINASS Positivo Positivo Negativo Niveles Bajo grado,
bajos crecimiento lento,
mejor prognosis
Luminal B Positivo Positivo Variable Niveles Prognosis peor mala
Triple Negativo Negativo Negativo Mala, Comun en
mutaciones BRCA1
HER2- Negativo Negativo Positivo Mala
Tipo Positivo Positivo Negativo Niveles Mejor prognosis
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2.6.3 Estadios de cancer de mama
El estadio del cancer de mama se determina segun las caracteristicas que posea
como tamafio y localizacion del tumor y se clasifican del | al IV (Breastcancer.org,
2020).

Tabla 2. Estadios del cancer de mama (Akram et al., 2017)

Estadio Tumor en  Subdivision Migracion
nodulos

linfaticos

0 *No invasivo
(carcinoma *Carcinoma ductal in situ:
in situ) Ductos y l6bulos
2cm -- *|A: 2 cm sin propagacion Comienza
*IB: menor a 2 cm en mama y
2 mm en nédulos.
2-5cm  Si *[IA: tumor en nodulos o tumor Tejidos
de 2-5 cm pero no en mama. cercanos
*1IB: 2-5 cm en mamay
presencia en nédulos 0 5 cm
pero no en nodulos.
Mayor  Si *[IIA: Tumor en nédulos cerca  Tejidos
abcm del hueso o tumor en mama cercanos
de 2-5 cm y presencia en
nodulos unido a otras
estructuras o cerca del hueso.
*[1IB: Tumor de cualquier
tamafno que se ha esparcido
al pecho o piel o a nédulos
cercanos al hueso.
*[IIC: Tumor de cualquier
tamafo que se ha esparcido a
pecho, piel, nédulos cercanos
a la clavicula o axilares.
Mayor  Si Nodulos linfaticos axilares o Zonas
abcm del interior de la mama. lejanas
(cerebro,
pulmon,
higado,
hueso)
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2.6.3 Sintomas de cancer de mama

Los sintomas del cancer de mama suelen variar de paciente a paciente y pueden
no presentarse en lo absoluto. Los sintomas mas comunes (mostrados en la figura
4) son: abultamiento sobre el pecho o bajo la axila, engrosamiento o hinchazén de
una parte del pecho, irritacién o formacion de hoyuelos en la piel, enrojecimiento o
piel escamosa en el pezon u otra area del pecho, dolor o hundimiento en el pezén
exudado por el pezdon de sustancias diferentes a la leche incluyendo sangre,
cualquier cambio en el tamafio o la forma del pecho, venas crecientes, dolor en
cualquier area del pecho (CDC, 2020 (b)).
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Figura 6. Sintomas del cancer de mama (Monroy, 2020).
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2.6.4 Diagnostico

El diagnéstico del cdncer de mama se puede hacer por diversas técnicas

dependiendo de si es un analisis preventivo, confirmatorio o para verificar el tipo y

estadio de la enfermedad.

Tabla 3. Diagnaostico del cancer de mama (Akram et al.,2017).

Tipo Razon Técnica

A [T EE N Preventivo

Palpado
manual

Mamografia Preventivo

Rayos X

Mamografia Diagnostico Rayos X

especializada

Ondas

sonoras

Ultrasonido Diagndstico

Diagndstico Energia

Tomografia

Diagndstico Rayos y

computarizada

16

magnética

Caracteristica

Puede encontrar
anormalidades en formay
textura en etapas tempranas.
Puede encontrar tumores
muy pequefos para ser
palpados.

Provee imagenes de
diferentes angulos para hacer
énfasis sobre anormalidad
sospechosa.

Puede ser usado para
diferenciar entre masas
sélidas y liquidas y para
determinar el tamafio y
localizacién de la masa y
tejido que la rodea.

Se usa cuando la
mamografia y ultrasonido no
tienen resultados
concluyentes. Distingue entre
tejido sano y dafiado.

Se usa para detectar tumores
tanto primarios como

metastasicos.



por emision de

un solo protén
Tomografia de @elET[plef (el Positrones Se usa para detectar invasion
emision de y metéastasis después de la
positrones deteccion del tumor primario.
También es util para la
deteccion de recaidas.
Biopsia Confirmatorio Quirurgico/ Existen diferentes tipos
patolégico  segun el tejido analizado.
Laboratorios Determinar Biologia Determina prognosis por
clasificacion ~ molecular  medio del analisis de la
molecular y expresion de receptores a
avance hormonas y HER2/neu asi
como en avance de la
enfermedad o tratamiento por
medio de marcadores
tumorales (CA15-3,
CA27.29).

2.6.5 Tratamientos
Los tratamientos para cancer de mama pueden ser locales o sistémicos. Los
tratamientos locales son aquellos que atacan al tumor sin afectar a otras partes del
cuerpo y son la cirugia y la radiacion. La cirugia puede ser usada para remover la
mayor parte del tumor, determinar si se ha esparcido hacia nodulos linfaticos,
restaurar la forma de la mama o disminuir los sintomas del cancer de mama
avanzado. Se puede hacer de forma conservativa 0 mastectomia. La radiacion se
usa después de una cirugia para disminuir la probabilidad de que el cancer vuelva
o si se removi6é la mama completa pero el cancer ya se habia esparcido a mas de

un nédulo linfatico.

Los tratamientos sistémicos son medicamentos que pueden alcanzar a casi

cualquier célula en el cuerpo. La administracion de los tratamientos es por via oral
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o intravenosa. Estos tratamientos son la quimioterapia, terapia hormonal, terapia
dirigida y la inmunoterapia. La quimioterapia usa farmacos anticancerigenos
(taxoles, doxorrubicina, 5-FU, etc.) via oral o intravenosa y se utiliza después de la
cirugia para matar a las células cancerigenas que pudieron haber escapado de la
cirugia o aquellas que se han esparcido y no fueron localizadas; también se utilizan
antes de la cirugia para disminuir el tamafio del tumor; se usa para cancer de mama
avanzado como tratamiento principal en casos en los que las células han
comenzado la migracion. La terapia hormonal (Tamoxifeno, inhibidores de la
aromatasa, etc.) es usada para cancer de mama positivo a receptores hormonales.
Se usa generalmente después de cirugia como adyuvante para reducir el riesgo de
recaida, pero también puede ser usado como tratamiento para cancer recurrente o
para cancer metastasico. La terapia dirigida (Tastuzumab, pertuzumab, neratinib,
etc.) puede ayudar a otros tratamientos incrementando su accion, es especialmente
atil en casos de cancer de mama positivos a HER2. Se pueden usar anticuerpos
monoclonales que atacan a un objetivo especifico como HER2 y evitan la
proliferacion, conjugados anticuerpo-farmaco que dirigen el farmaco
especificamente a las células que reconoce el anticuerpo e inhibidores de quinasas
gue inhiben la accion de HER2. Finalmente, la inmunoterapia estimula al sistema
inmune para reconocer y destruir a las células cancerigenas mas efectivamente,
este tratamiento ayuda a restaurar la respuesta inmune contra las células
cancerigenas (ACS, 2020 (b)).

Como todo tratamiento, las diferentes terapias contra el cancer de mama pueden
traer consigo diferentes efectos secundarios. Los efectos secundarios son
problemas que afectan 6rganos o tejidos sanos debido a la falta de especificidad
del tratamiento y se encuentran los siguientes: anemia, alopecia, cambios en piel y
uias, infertilidad, delirio, diarrea, dolor, edema, estreflimiento, anorexia, fatiga,
inflamacion de oOrganos, infecciones, neutropenia, linfedema, nauseas, vomitos,
neuropatia, problemas en boca y garganta, problemas para dormir, problemas de
salud sexual, problemas urinarios, sangrado, moretones y sintomas pseudogripales
entre otros (NIH, 2019).
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2.6.6 Mecanismos de resistencia a quimioterapéuticos

A pesar de que se cuentan con todos los tratamientos anticancerigenos ya

mencionados, las células cancerosas tienden a generar resistencia a los mismos

por los mecanismos mencionados en seguida.

Tabla 4. Mecanismos de resistencia a quimioterapéuticos (Mansoori et al., 2017)

Heterogeneidad tumoral

Microambiente tumoral

Células madre cancerigenas

Inactivacion de quimioterapéuticos

Expulsién de quimioterapéuticos

19

Mecanismo Descripcion

Cambios genéticos: mutaciones,
amplificaciones, deleciones, rearreglos
cromosoOmicos, transposiciones,
traslocaciones.

Factores epigenéticos: miRNA,
heterogeneidad transcriptomica y
proteGmica.

Factores externos: pH, hipoxia,
sefializacién paracrina.

Comunicacién celular tumor-tumor,
comunicacion celular tumor-célula
estromal, interfaz tumor-matriz
extracelular.

Transportadores, reparacion de DNA,
resistencia a apoptosis, nicho vascular,
inactividad, estabilidad hipoxica.
Interaccion de farmaco con proteinas
que alteran sus caracteristicas
moleculares.

Transportadores de la familia ABC:
glicoproteina P (PGP), proteina 1
asociada a resistencia multiple (MRP1)
y Proteina de resistencia de cancer de
mama (BCRP/ABCG2).



ST Tel e (SR 1o ol (ol g Mo [ERE TR eIl Reduccion de tendencia de union de
farmaco y reduccion de numero de
transportadores.

Inhibicion de muerte celular Sobreexpresion de proteinas
antiapoptoticas y reduccion de
proteinas proapoptoticas.

Cambio de metabolismo de farmaco Qe [Ieelle]ale [SX-Te11)Y= (el o] g Wo (!

profarmacos y aumento de inactivacion

de farmacos.

Modificacién de proteina blanco
Aumento de reparacion de ADN Sistemas de reparacioén de ADN:
Sistema de reparacion de escision de
nucleétido y recombinacion homéloga
y no homdéloga.

Amplificacion de genes Provee de multiples copias de proteina
blanco.

Alteraciones epigenéticas Metilacion/desmetilacion y
acetilacion/desacetilacion de histonas
Ruptura de RNA, acortamiento de

poliA de mRNA vy traduccion deficiente.

2.7 Productos naturales

Actualmente, uno de los retos mas grandes para la industria farmacéutica es el de
encontrar candidatos a farmacos que tengan pocos o0 casi nulos efectos
secundarios, debido a que las enfermedades cronicas como hipertension, diabetes
y cancer e infecciosas como VIH/SIDA y malaria son cada vez mas comunes y
graves en la poblacion mundial (Thomford et al., 2018); es debido a ello que se ha
comenzado a poner atencién nuevamente en la medicina tradicional para tratar las
enfermedades; prueba de esto es que desde los 40’s hasta 2019 se registraron ante
la FDA 247 moléculas para el tratamiento del cancer de los cuales, alrededor del

70% se trata de macromoléculas bioldgicas, productos naturales, fitomedicamentos
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o sus derivados (Newman y Cragg, 2020). La busqueda de productos naturales con
efecto farmacoldgico es posible debido a que las plantas cuentan con gran
diversidad, pues crecen en casi cualquier espacio y se ven forzadas a sobrevivir a
diferentes estresores como lo son cambios de clima, temperatura, radicacion UV y
depredadores (Thomford et al., 2018). Las plantas requieren de metabolitos
primarios para realizar las funciones mas basicas para su supervivencia, y de
metabolitos secundarios especificos para un género o especie que les ayudan a
favorecer su supervivencia. Estos metabolitos secundarios son producidos por las
rutas del acetato-malonato, acido shikimico, acido mevalonico, terpenoides,

esteroides y flavonoides (Dewick, 2010).

Aunqgue los productos naturales han demostrado tener gran actividad para tratar
diferentes patologias, su investigacion aun tiene que afrontar desafios como la falta
de procedimientos estandarizados, falta de aislamiento de compuestos puros, poca
elucidaciéon de mecanismos de accion y las pruebas clinicas de acuerdo con
estandares. La investigacion de estos productos es complicada debido a la
complejidad de las mezclas de diferentes moléculas que puede tener un extracto.
Sin embargo, es debido a la misma complejidad que muchos de ellos logran tener
su efecto farmacoldgico debido a que sus moléculas trabajan sinérgicamente

teniendo poco o ningun efecto cuando son purificadas (Thomford et al., 2018).
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2.8 Género Stevia

Stevia es un género perteneciente a la tribu Eupatoriae y a la familia Asteraceae
con alrededor de 250 especies distribuidas a lo largo del continente americano.
México cuenta con 116 de estas especies, de las cuales, 107 son endémicas. Las
plantas de este género pueden crecer como hierbas anuales, hierbas perennes,
sufratices o arbustos y pueden tener hojas opuestas o alternas. Este género se
caracteriza por tener una cabeza de flores con cinco floretes blancos, rosas o
morados cada una y pubescencia densa en la superficie interior de la garganta de
la corola con apéndices anterados (estambres) que van de obovados a elipticos con
margenes crenulados. Las cabezuelas estan organizadas en grupos peniculiformes,
amplios y laxos o corimbiformes, compactos y densos (Villagbmez-Flores et al.,
2018).

2.8.1 Efecto anticancerigeno de diferentes especies de Stevia

Recientemente se ha demostrado el efecto anticancerigeno de diferentes especies
del género Stevia. Se ha reportado que el extracto etandlico de Stevia rebaudiana
tiene efectos negativos sobre la viabilidad de células de cancer de mama (MCF-7 y
MDA-MB-231), cancer de colon (CaCo2 y HCT116), cancer de pulmén (A-549),
cancer cervical (He-La) y cancer de pancreas (Lépez et al., 2016). Este mismo
extracto demostro tener, en un modelo murino de carcinoma de ascitis de Erlich, un
efecto antitumoral significativamente mayor que el 5-Fluorouracilo (farmaco

estandar) a una concentracion de 300 mg/kg/i.p. (Rajesh et al., 2010).

Mann y colaboradores reportaron que el aceite esencial de S. rebaudiana tiene la
capacidad de disminuir la proliferacién de células de glioma de rata y cancer de

ovario de hamster (Mann et al., 2014).

El esteviosido encontrado en Stevia rebaudiana ha demostrado tener la capacidad
de inhibir el crecimiento celular en lineas de cancer de mama como MDA-MB-231y

KBR3, ademas de inducir la apoptosis de las mismas células (Khare y Chandra,
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2019). Mientras que el esteviol presente en la misma especie tiene efecto
proapoptotico dependiente de la concentracion en células de cancer de mama
responsivas a hormonas MCF-7 (Gupta et al., 2017) e inhibicion de crecimiento de
células cancerigenas gastrointestinales, por medio de la induccién de apoptosis
mitocondrial (Chen et al., 2018).

Finalmente, Martinez-Rojo y colaboradores reportaron en 2020 que los extractos
metanodlico de Stevia pilosa y Stevia eupatoria disminuyen la proliferacién y la
migracion de células de cancer de préstata LNCaP y PC-3 (Martinez-Rojo et al.,
2020).

2.8.2 Composicion quimica de la Stevia

Actualmente, no se conoce la composicion quimica de todas las especies del género
Stevia; sin embargo, 70 de ellas han sido caracterizadas y se ha encontrado que
comparten familias de metabolitos secundarios que le proveen al género de efectos
hipoglucemiantes, reguladores de presion arterial, anticancerigenos, protectores
renales, antioxidantes y antiinflamatorios (Gupta et al., 2013) como los aceites
esenciales (borenol, cineol, pulegona, geraniol, acetato de linalol, chamazuleno, a-
humuleno, cariofileno, etc.), derivados de acetofenona, benzofurano y cromeno (p-
hidroxiacetofenona), sesquiterpenos funcionalizados (bisabolenos, germacrenos,
eudesmanos, guaiandlidos, longipinanos, elemandlidos, eremaofilanos,
pseudoguaiandlidos), diterpenos, triterpenos, esteroles (B-sitosterol, estigmasterol,
camperstrol, olenanos, lupanos, taraxateranos, friedelanos) y flavonoides (Alvarez-
Garcia, 2005).

2.9 Stevia tomentosa

Stevia tomentosa es una planta herbacea perenne, erecta que llega a medir hasta
1 metro de altura. Su tallo puede ser simple o ramificado con pelos muy
entrecruzados color café o purpura. Todas sus hojas son opuestas o alternas y son
crenadas o aserradas en el margen. Cuenta con tres nervios prominentes que se
unen arriba de la base de la lamina. Su inflorescencia consta de cabezuelas
agregadas compactamente en las que todas quedan al mismo nivel y su flor de

cabezuelas formadas por cinco flores pequefias dispuestas sobre un receptaculo
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plano. Las flores son todas bisexuales de color blanco o rosa (Figura 7). Esta planta

es endémica de los bosques pino-encino (Mondragén, 2009).

Figura 7. Stevia tomentosa. Se muestra
las partes aéreas y arteriales de Stevia
tomentosa (Mondragon, 2009).

De Stevia tomentosa se logré aislar compuestos como triterpenos (acetato de
dammaranilo, 3B-friedelanol, [B-sitosterol y estigmasterol), compuestos que ya
habian sido caracterizados en otras especies del género (Alvarez-Garcia, 2005),
ademas de una lactona sesquiterpénica (diepoxiguaianolida) y un bisaboleno
((2R,3R,6R,7S)-2,3-epoxi-2,3- dihidrobisabolen-1-ona) (Valdez-Calderon et al.,
2011; Valdez-Calderén et al., 2013) que solo han sido reportados para esta especie
del género. Stevia tomentosa tiene efecto antibacteriano contra Staphylococcus

aureus, Bacillus subtilis y Salmonella typhi (Alvarez-Garcia, 2005).

2.9.1 Efecto anticancerigeno de Stevia tomentosa
En un estudio previo realizado por el grupo de investigacion al que pertenece esta
tesis, se demostré que el extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa cuenta
con efecto antiproliferativo en células de cancer de mama dependientes de
hormonas MCF-7 y triple negativo MDA-MB-231 dependiente de la concentracion.
Ademas, se encontré0 que el extracto logra inhibir la migracion de las células
cancerigenas dependientes de hormonas hasta en un 95% a las 24 horas y las

células triple negativo en alrededor de 40% (Mera-Cazares, 2020).
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tomentosa

2.9.2 Moléculas con efecto anticancerigeno presentes en Stevia

Dentro de las moléculas encontradas en Stevia tomentosa hay algunas que ya

tienen efectos anticancerigenos reportados (B-sitosterol, estigmasterol) y otras que

no han sido reportadas debido a que soOlo estan presentes en esta especie del

género pero que pertenecen a familias que tienen efectos reportados.

Tabla 5. Moléculas con efecto anticancerigeno en Stevia tomentosa.

Compuesto

B -sitosterol

Estigmasterol

Estructura

Células

MCF-7y
MDA (mama)

PC-3 (préstata)

ES2y
OV90

(ovario), cancer

hepatico y
gastrico
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Efecto
(inhibicién)

Proliferacion

Migracion

Proliferacion

y migracion

Via

Apoptosis
intrinseca por
PI3K; arresto
celular por
disminucion de
CDK4 y ciclina
1

y activaciéon
de MAPK

No estudiado

Apoptosis
intrinseca,
inhibicion de
PI3K y MAPK
y arresto
celular,
JAK/STAT

Referencia

Xu et al,
2018;
Vundru et
al., 2013

Awad et
al., 2001
Bae et al.,
2020; Kim
et al.,
2014; Li et
al., 2018



Diepoxi-
guaianolida
(Lactonas

sesquiter-

pénicas)

2R,3R,6R,7S)-
2,3-epoxi-2,3-
dihidrobisa
bolen-1-ona

(bisaboleno)

Es2y
OV90 (ovario)

Carcinoma,
mama
(MCF-7 y MDA-
MB-

231), glioma

y cancer
cérvico (Hela)
Neuroblastoma
(TE671); mama
(MDA-MB-231,
SKBR3,
MCF-7 y
BT474)
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Migracion

Proliferacion

y
migracién

Proliferacion

Reduccion de
VEGFA,
PLAU, MMP2,
MMP9 y
MMP14
Inhibicion de
NF-kB;
apoptosis
intrinseca,
inactivacion
de STAT2

Arresto celular,
apoptosis por
ambas vias

Bae et al.,
2020

Babaei,
2018

Jou et al.,
2016; Yeo
et al., 2015



3. JUSTIFICACION
A nivel mundial el cancer de mama representa el 11.7% de todos los casos
diagnosticados teniendo un 6.9% de las muertes registradas por cancer tomando
en cuenta tanto hombres como mujeres. En América latina, del total de casos
nuevos de cancer, el 9.3% corresponde a cancer de mama con 8.5% de las muertes
por cancer correspondiendo a este tipo. México cuenta con 15.3% de cancer de
mama entre todos los tipos de cancer para ambos sexos, el 28.2% de todos los
casos de cancer diagnosticados en mujeres son de cancer de mama (GLOBOCAN,
2021). Los tratamientos actuales para esta enfermedad ademas de no ser
completamente efectivos tienen efectos secundarios adversos que disminuyen la
calidad de vida de los pacientes tratados con ellos, es debido a ello que nuevas
estrategias terapéuticas de origen natural con efecto antineoplasico y menores
efectos secundarios son buscadas; es debido a lo antes mencionado que los
productos naturales son de gran interés debido a su gran diversidad y las
propiedades farmacoldgicas que han demostrado a lo largo de la historia de la
humanidad y mas recientemente en estudios farmacoldgicos. Hasta 2019 la FDA
contaba con 247 moléculas registradas para el tratamiento de cancer, de las cuales,
alrededor del 70 % pertenecia al grupo de las macromoléculas biolégicas, productos
naturales, fitomedicamentos o sus derivados (Newman y Cragg, 2020). Estudios
previos de diferentes especies del género Stevia han demostrado la existencia de
metabolitos secundarios de interés para el tratamiento de diferentes tipos de cancer
como adyuvantes de tratamientos quirdrgicos. Stevia tomentosa es una especie
endémica de los bosques mexicanos que cuenta con un solo estudio de su efecto
anticancerigeno en el que demostro tener efecto antiproliferativo y antimigratorio en
células de cancer de mama dependientes de hormonas (MCF-7) y triple negativo
(MDA-MB-231). Debido a lo anterior, es de gran importancia determinar si el
extracto de Stevia tomentosa pudiera tener un mayor efecto que una mezcla de

fitoesteroles reportados como parte de sus componentes.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa tiene un efecto mayor que la
mezcla de fitoesteroles B-sitosterol y estigmasterol sobre la proliferacién y migracion

de las células de cancer de mama?

5. HIPOTESIS
El efecto antiproliferativo y antimigratorio del extracto metanélico de hoja de Stevia

tomentosa es mayor que el de la mezcla de fitoesteroles B-sitosterol y estigmasterol.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar si el efecto antiproliferativo y antimigratorio del extracto de Stevia
tomentosa es mayor o menor que el de la mezcla de fitoesteroles B-sitosterol y

estigmasterol.

6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del extracto de Stevia tomentosa sobre la proliferacion y la
migracion de células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 y triple
negativo MDA-MB-231.

2. Determinar el efecto de la mezcla de fitoesteroles sobre la proliferacion y la
migracion de células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 y
triple negativo MDA-MB-231.

3. Identificar la linea celular méas sensible al efecto del extracto de Stevia

tomentosa en la proliferacién y migracion celular.

4. ldentificar la linea celular mas sensible en la proliferacion y migracién celular al

efecto de la mezcla de fitoesteroles.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales

Las lineas celulares de cancer de mama dependiente de hormonas MCF-7 y de
cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 fueron amablemente donadas por la
Dra. Angelina Rodriguez Torres de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autonoma de Querétaro y la Dra. Brenda Anguiano del Instituto de
Neurobiologia, UNAM, campus Juriquilla respectivamente.

Tanto el B-sitosterol (S1270-10MG) como el estigmasterol (S2424-1G) fueron
comprados de SIGMA-ALDRICH.

7.2 Métodos

7.2.1 Cultivo celular

Las dos lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM, suplementado con
suero fetal bovino al 10% y penicilina-estreptomicina al 1% como antibiético a 37°C
y 5% de CO2. La linea celular MCF-7 fue usada como modelo de una etapa
temprana del cancer de mama, debido a que es dependiente de hormonas con baja
invasividad y las células MDA-MB-231 como modelo del estado avanzado de la
enfermedad, debido a que es triple negativo (negativa a receptores de estrogeno,
progesteronay HER2) y por lo tanto su proliferacion es independiente de hormonas,

lo que la hace altamente invasiva.

7.2.2 Disolucion del extracto metandlico de Stevia tomentosa.
Para los diferentes tratamientos, el extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa
proporcionado por la Dra. Raquel Carifio Cortés de la Universidad Autdbnoma de
Hidalgo (UAEH) fue disuelto en DMSO al 1% para luego ser sonicado durante 15
minutos. Una vez pasados los 15 minutos fue adicionado el medio DMEM (10 mL)
y vuelto a sonicar por 15 minutos. Después se filtré con filtros de jeringa de 2 uM
para esterilizar y ser diluido a las concentraciones necesarias y completado con

DMSO para contar con la misma concentracion (0.5%) y utilizado de inmediato.
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7.2.3 Disolucion de la mezcla de fitoesteroles
Para los diferentes tratamientos, la mezcla de fitoesteroles fue disuelta en DMSO al
3% para luego ser sonicado durante 15 minutos. Una vez pasados los 15 minutos
fue adicionado el medio DMEM (10 mL) y vuelto a sonicar por 15 minutos. Después
se diluy6 a las concentraciones necesarias y completado con DMSO para contar
con la misma concentracion (1%) en todas y utilizado de inmediato. Las

concentraciones de B-sitosterol y de estigmasterol utilizadas fueron de 10,25,50 y

100 ug/mL de cada uno.

7.2.4 Proliferacion

Para cumplir con los objetivos 1y 2, las células de cancer de mama (MDA-MB-231
y MCF-7) se cultivaron en medio DMEM completo, en cajas p24 suplementadas y
conservadas a 37°C y 5% de CO:2 hasta una confluencia del 90%. Una vez que
llegaron a esta confluencia (después de 24 horas), fueron tratadas con el extracto
metandlico de hoja de Stevia tomentosa a concentraciones de 10, 25, 50, 100, 250
y 500 pug/mL o la mezcla de fitoesteroles a concentraciones de 10, 25, 50 y 100

pg/mL.

Después de 24 horas las células viables fueron tripsinizadas y contadas por el

meétodo de azul tripano.

7.2.5 Migracion

El efecto antimigratorio fue medido por la técnica de ensayo herida. Para realizarlo
las células fueron sembradas en cajas p6 (300,000 por pozo), cuando alcanzaron la
confluencia de 90% (después de 24 horas), se realizaron 3 heridas por pozo y se
les agreg6 el tratamiento. Se analizaron cuatro grupos diferentes: un control
adicionado con DMSO (0.1% para el extracto y 0.3% para la mezcla de
fitoesteroles), 50 ug/mL y 100 pg/mL.

La migracion se analizo a las 0, 6, 12 y 24 horas después de la adicion de los

tratamientos y se tomaron fotos.
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7.2.4 Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realizé con ANOVA de una via y una t de student usando
el software Prisma. Después se realizdé una prueba post-hoc de Dunnet de tres
experimentos independientes con sus tres réplicas cada uno. La t de student fue
realizada para cumplir con los objetivos 3 y 4. Se tomo el valor de p<0.05. Todos

los datos fueron representados como la media + la desviacion estandar.
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8. RESULTADOS

8.1 Proliferacidon de células de cancer de mama dependientes de hormonas

tratadas con el extracto de Stevia tomentosa

8.1.1 Curva de proliferacion de células MCF-7 tratadas con extracto

de Stevia tomentosa
La curva de proliferacién de células de cancer de mama dependientes de hormonas
(figura 8) se realiz6 para determinar el efecto del extracto metandlico de Stevia
tomentosa sobre células representantes del estadio temprano de la enfermedad. Se
observo disminucién significativa de la proliferacién a partir de la concentracion de
25 pug/mL (reduccion de viabilidad por Stevia tomentosa con respecto al control: 25
pg/mL: 28.34% + 12.2%; 50 pg/mL: 68.13% * 7.06%; 100 pg/mL: 87.76% + 2.43%);
250 pg/mL: 93.55% + 0.31%; 500 pug/mL: 100% + 0%), con respecto al control luego

de 24 horas de tratamiento.

Proliferacion MCF-7 con extracto.
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Figura 8. Efecto del extracto de Stevia tomentosa en la proliferacion de células de
cancer de mama MCF-7 luego de 24 horas de tratamiento. Se muestra el promedio
*+ la desviacion estandar de tres experimentos independientes. Se realiz6 un
ANOVA con prueba post hoc de Dunnet (p<0.05)
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8.1.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama
dependientes de hormonas MCF-7
Se realizé una curva dosis-respuesta con los resultados obtenidos de la curva de
proliferacion de células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 para
determinar la concentracion inhibitoria 50 del extracto metandlico de hoja de Stevia
tomentosa, esto se muestra en la figura 9, obteniendo como resultado una ICso de

40.97 pg/mL.
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Figura 9. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MCF-7 obtenida a partir de
los resultados de la curva de proliferacion. Se obtuvo una ICso de 40.97 pg/mL.

8.2 Proliferacién de células de cancer de mama triple negativo tratadas con

el extracto de Steviatomentosa

8.2.1 Curva de proliferacion de células MDA-MB-231 tratadas con

extracto de Stevia tomentosa

La curva de proliferacion de células de cancer de mama triple negativo mostrada en
la figura 10 se realiz6 para determinar el efecto del extracto metandlico de Stevia
tomentosa sobre células representantes del estadio mas avanzado e invasivo de la

enfermedad. Se observd disminucidén significativa de la proliferacion desde la
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concentracion de 10 pg/mL (reduccion de viabilidad por Stevia tomentosa con
respecto al control: 10 pg/mL: 13.12% + 3.93%; 25 pg/mL: 17.15% + 7.81%; 50
pg/mL: 24.60% + 6.55%; 100 pg/mL: 58.05% = 5.59%; 250 pug/mL: 72.24% + 7.01%;
500 pg/mL: 81.03% + 8.07%), con respecto al control luego de 24 horas de

tratamiento.

Proliferacion MDA-MB-231con extracto.
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Figura 10. Efecto del extracto de Stevia tomentosa en la proliferacion de células de
cancer de mama MDA-MB-231 luego de 24 horas de tratamiento. Se muestra el
promedio * la desviacion estandar de tres experimentos independientes. Se realizé

un ANOVA con prueba post hoc de Dunnet (p<0.05).

8.2.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama triple
negativo MDA-MB-231
Se realiz6 una curva dosis-respuesta con los resultados obtenidos de la curva de
proliferacion de células de cancer de mama independientes de hormonas MDA-MB-
231 para determinar la concentracion inhibitoria 50 del extracto metandlico de hoja
de Stevia tomentosa, esto es mostrado en la figura 11, obteniendo como resultado
una ICso de 86.54 pug/mL.
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Figura 11. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MDA-MB-231
obtenida a partir de los resultados de la curva de proliferacion. Se obtuvo una ICso
de 86.54 pg/mL.

8.3 Proliferacion de células de cancer de mama dependientes de hormonas

tratadas con la mezcla de fitoesteroles

8.3.1 Curva de proliferacion de células MCF-7 tratadas con la

mezcla de fitoesteroles (B-sitosterol y estigmasterol)

La curva de proliferacion de células de cancer de mama MCF-7 de la figura 12 se
realizo para determinar el efecto de la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol sobre
células representantes del estadio temprano de la enfermedad. Se observo
disminucién significativa de la proliferacion desde los 10 pg/mL luego de 24 horas
de tratamiento contra el control (reduccion de viabilidad por la mezcla de
fitoesteroles con respecto al control: 10 pg/mL: 11.57% * 5.52%; 25 pg/mL: 21.00%
+ 2.52%; 50 pg/mL: 22.17% + 2.21%; 100 pg/mL: 52.75% + 1.57%).
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Figura 12. Efecto de la mezcla de fitoesteroles (B-sitosterol y estigmasterol) en la
proliferacion de células de cancer de mama MCF-7 luego de 24 horas de
tratamiento. Se muestra el promedio * la desviacion estandar de tres experimentos

independientes. Se realiz6 un ANOVA con prueba post hoc de Dunnet (p<0.05).

8.3.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama
dependientes de hormonas MCF-7 tratadas con la mezcla de
fitoesteroles (B-sitosterol y estigmasterol)
Se realiz6 una curva dosis-respuesta con los resultados obtenidos de la curva de
proliferacion de células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 para
determinar la concentracion inhibitoria 50 de la mezcla de fitoesteroles, esto es
mostrado en la figura 13, no se logré obtener una ICso para el tratamiento.
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Figura 13. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MCF-7 obtenida a
partir de los resultados de la curva de proliferacion.

8.4 Proliferacion de células de cancer de mama triple negativo tratadas con

la mezcla de fitoesteroles

8.4.1 Curva de proliferacion de células MDA-MB-231 tratadas con la

mezcla de fitoesteroles (B-sitosterol y estigmasterol)

La curva de proliferacion de células de cancer de mama independientes de
hormonas mostrada en la figura 14, se realiz6 para determinar el efecto de mezcla
de fitoesteroles sobre células representantes de la etapa tardia. Se observo
disminucién significativa de la proliferacion desde los 10 pg/mL con respecto al
control después de 24 horas de tratamiento (reduccién de viabilidad por la mezcla
de fitoesteroles con respecto al control: 10 pg/mL: 9.08% + 1.47%; 25 pg/mL.:
13.07% + 2.17%; 50 pg/mL: 14.86% + 1.27%; 100 pg/mL: 18.30% =+ 5.36%)
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Figura 14. Efecto de la mezcla de fitoesteroles (B-sitosterol y estigmasterol) en la
proliferacion de células de cancer de mama MDA-MB-231 luego de 24 horas de
tratamiento. Se muestra el promedio + la desviacidn estandar de tres experimentos

independientes. Se realiz6 un ANOVA con prueba post hoc de Dunnet (p<0.05).

8.4.2 Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama
independientes de hormonas MDA-MB-231

Se realizé una curva dosis-respuesta con los resultados obtenidos de la curva de
proliferacion de células de cancer de mama dependientes de hormonas MDA-MB-
231 para determinar la concentracion inhibitoria 50 de la mezcla de fitoesteroles,

como se muestra en la figura 15, no se logro obtener una ICso.
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Figura 15. Curva dosis-respuesta de células de cancer de mama MDA-MB-231

obtenida a partir de los resultados de la curva de proliferacion.

8.5Comparacion del efecto del extracto de Stevia tomentosay la mezcla de
fitoesteroles B-sitoesterol y estigmasterol sobre la proliferacién de

células de cancer de mama dependientes de hormonas

Se compararon los resultados obtenidos de la proliferacion de las dosis comunes
entre ambos tratamientos para determinar cual tratamiento conté con mayor efecto,
si la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) o el extracto. Los
resultados fueron analizados con una t de student (p<0.05) y se determiné que, en
las células MCF7 tratadas con el extracto completo de Stevia tomentosa, hay un
mayor efecto antiproliferativo en comparacion con las células tratadas con la mezcla
de fitoesteroles (figura 16). Este efecto se observd para las concentraciones mas

altas, 50 pg/mly 100 pg/ml.
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Figura 16. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de
fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) y el extracto completo de Stevia
tomentosa en células MCF-7. Los resultados fueron analizados con una prueba t de
student con un valor de p<0.05. La barra morada indica el tratamiento con la mezcla

de fitoesteroles y la barra azul el tratamiento con el extracto completo.

8.6Comparacion del efecto del extracto de Stevia tomentosay la mezcla de
fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) sobre la proliferacion de

células de cancer de mama triple negativo

Se realiz6 la comparaciéon de la proliferacion observada en los tratamientos con el
extracto y la mezcla de fitoesteroles en células MDA-MB-231. Los resultados fueron
analizados con una t de student (p<0.05) y se determino que, en las células tratadas
con el extracto completo de Stevia tomentosa, hay un mayor efecto antiproliferativo
en comparacion con la mezcla de fitoesteroles en las células independientes de
hormonas MDA-MB-23, resultados mostrados en la figura 17. Este efecto fue

observado en las concentraciones de 50 pg/mly 100 pg/mL
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Figura 17. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de
fitoesteroles y el extracto completo de Stevia tomentosa en células MDA-MB-231.
Los resultados fueron analizados con una prueba t de student con un valor de
p<0.05. La barra morada indica el tratamiento con la mezcla de fitoesteroles y la

barra azul el tratamiento con el extracto completo.

8.7Comparacion del efecto del extracto de Stevia tomentosa sobre células
MCF-7 contra células MDA-MB-231.

Se realizé una comparacion de resultados obtenidos para proliferacion de células
de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 tratadas con el extracto de
Stevia tomentosa contra el efecto del mismo extracto sobre la proliferacion de
células de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231. Los resultados fueron
analizados con una prueba de t de student con una p<0.05. Como se observa en

la figura 18 el efecto del extracto sobre las células MCF-7 fue estadisticamente
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mayor que sobre las MDA-MB-231 desde la concentracion de 50 ug/mL.
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Figura 18. Grafica comparativa del efecto del tratamiento un extracto de Stevia
tomentosa sobre células dependientes de hormonas MCF-7 contra células triple
negativo MDA-MB-231. Los resultados fueron analizados con una prueba t de
student con un valor de p<0.05. La barra morada indica las células MCF-7 y la barra
verde células MDA-MB-231.

8.8Comparacion del efecto de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y

estigmasterol) sobre células MCF-7 contra células MDA-MB-231.

La misma comparacion de resultados obtenidos entre la proliferacién de células de
cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 y triple negativo MDA-MB-231
pero esta vez tratadas con la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol. Los resultados
fueron analizados con una prueba de t de student con una p<0.05. Como se observa

en la figura 19, el efecto de la mezcla de fitoesteroles sobre las células MCF-7 fue
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estadisticamente mayor que sobre las MDA-MB-231 en la concentracion de 100

pug/mL.
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Figura 19. Gréfica comparativa del efecto del tratamiento una mezcla de
fitoesteroles sobre células dependientes de hormonas MCF-7 contra células triple
negativo MDA-MB-231. Los resultados fueron analizados con una prueba t de
student con un valor de p<0.05. La barra morada indica las células MCF-7 y la barra
verde células MDA-MB-231.

8.9Efecto antimigratorio del extracto de Stevia tomentosa sobre células de
cancer de mama MCF-7.

Se realiz6 un ensayo herida para determinar el efecto antimigratorio del extracto de
Stevia tomentosa sobre células de cancer de mama dependientes de hormonas.

Los resultados obtenidos muestran que los grupos tratados con las concentraciones
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de 50 y 100 pg/mL a las 12 y 24 horas efecto antimigratorio sutil, que no alcanza a

significancia, con respecto al grupo control (figuras 20 y 21).

Oh 6h 12 h 24 h

50 pg/mL Control

100 pg/mL

Figura 20. Microrafl’a del efecto del extracto de Stevia tomentosa sobre células MCF-7.
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Migracion MCF-7 con extracto.

15019

1001

501

0 | | | 1 | | | | | | | |

e 0 ¢ ¢ Y Y e

O © © © ©o ‘o\/’lz ,\/‘1/ ,\/'1/ q/b( q/b‘ q,b‘

% inhibicién de cierre de herida

Figura 211. Efecto antimigratorio del extracto metandlico de hoja de Stevia
tomentosa a las 0, 6,12 y 24 horas sobre células dependientes de hormonas MCF-
7. Los resultados fueron analizados con una prueba ANOVA de una sola via con
una prueba post hoc de Dunnet con un valor de p<0.05. Las barras verdes indican

los controles, las azules los 50 pg/mL y las rosas los 100 pg/mL.

8.10 Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y

estigmasterol) sobre células de cancer de mama MCF-7.

El mismo ensayo fue realizado para determinar el efecto antimigratorio de la mezcla
de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) en células de cancer de mama MCF-
7. Las figuras 22 y 23 muestran como el porcentaje de inhibicion de cierre de la
herida a las 12 h de tratamiento fue estadisticamente mayor que el del control para

ambas concentraciones. A las 24 horas el efecto se atenua.
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Figura 22. Micrografias del efecto del extracto de la mezcla de fitoesteroles sobre células
MCF-7.
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Figura 23. Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y
estigmasterol) a las 0,6,12 y 24 horas sobre células dependientes de hormonas
MCF-7. Los resultados fueron analizados con una prueba ANOVA de una sola via
con una prueba post hoc de Dunnet con un valor de p<0.05. Las barras verdes
indican los controles, las azules los 50 pug/mL y las rosas los 100 pg/mL.

8.11 Efecto antimigratorio del extracto de Steviatomentosa sobre células de
cancer de mama MDA-MB-231.

Se realiz6 otro ensayo herida, esta vez para determinar el efecto antimigratorio del
extracto de Stevia tomentosa sobre células triple negativo MDA-MB-231. En las
figuras 24 y 25 se puede observar como a las 6 y a las 12 horas no hay cambios en
la inhibicion del cierre de la herida, mientras que a las 24 horas hay una diferencia

significativa con respecto al control para la concentracion de 100 pg/mL.
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Migracion MDA-MB-231 con extracto.
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Figura 25. Efecto antimigratorio del extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa
a las 0,6,12 y 24 horas sobre células independientes de hormonas MDA-MB-231.
Los resultados fueron analizados con una prueba ANOVA de una sola via con una
prueba post hoc de Dunnet con un valor de p<0.05. Las barras verdes indican los

controles, las azules los 50 pg/mL y las rosas los 100 pg/mL.

8.12 Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y
estigmasterol) sobre células de cancer de mama MDA-MB-231.

El ultimo ensayo herida se realiz6 para determinar el efecto de la mezcla de
fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) sobre la migracion de las células triple
negativo MDA-MB-231. En las figuras 26 y 27 se observa que no hay diferencia
significativa entre ninguno de los grupos evaluados (6,12 y 24 horas).
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Figura 26. Micrografias del efecto del extracto de la mezcla de fitoesteroles sobre
células MDA-MB-231.
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Figura 27. Efecto antimigratorio de la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y
estigmasterol) a las 0,6,12 y 24 horas sobre células independientes de hormonas
MDA-MB-231. Los resultados fueron analizados con una prueba ANOVA de una
sola via con una prueba post hoc de Dunnet con un valor de p<0.05. Las barras
verdes indican los controles, las azules los 50 pg/mL y las rosas los 100 pg/mL.

8.13 Comparacion del efecto antimigratorio del extracto de Steviatomentosa
contra la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) sobre

células de cancer de mama MCF-7.

Se realiz6 una comparaciéon de resultados obtenidos entre la migracién de células
de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 tratadas con el extracto de
Stevia tomentosa, contra las tratadas con la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol.
Los resultados fueron analizados con una prueba de t de student con una p<0.05.
Como se observa en la figura 28, el efecto del extracto de Stevia tomentosa y de la

mezcla de fitoesteroles es estadisticamente igual para la migracion exceptuando los
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100 pg/mL a las 24 horas, horario en el que el efecto fue mayor con el extracto que

con la mezcla de fitoesteroles.

Migracion MCF-7 extracto v.s. mezcla de fitoesteroles.
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Figura 28. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de
fitoesteroles y el extracto completo de Stevia tomentosa en células MCF-7. Los
resultados fueron analizados con una prueba t de student con un valor de p<0.05.
La barra lila indica el control para el extracto, la azul el control para la mezcla, la
agua la concentracién de 50 pg/mL de extracto, la morada la concentracion de 50
png/mL de mezcla de fitoesteroles, la rosa los 100 ug/mL de extracto y la naranja los

100 pg/mL de mezcla.

8.14 Comparacion del efecto antimigratorio del extracto de Steviatomentosa
contra la mezcla de fitoesteroles (B-sitoesterol y estigmasterol) sobre

células de cancer de mama MDA-MB-231.

La misma comparacion fue realizada pero esta vez sobre células triple negativo

MDA-MB-231. Los resultados fueron analizados con una prueba de t de student con
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una p<0.05. Como se observa en la figura 29, el efecto del extracto de Stevia
tomentosa y de la mezcla de fitoesteroles es estadisticamente igual para la
migracion exceptuando los 100 pg/mL a las 12 horas y los 50 y 100 pg/mL a las 24
horas. En este tiempo de tratamiento se observo un mayor efecto sobre la inhibicién

del cierre de la herida con el extracto que con la mezcla de fitoesteroles.

Migracion MDA-MB-231 extracto v.s. mezcla de fitoesteroles.
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Figura 29. Gréfica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de
fitoesteroles y el extracto completo de Stevia tomentosa en células MDA-MB-231.
Los resultados fueron analizados con una prueba t de student con un valor de
p<0.05. La barra lila indica el control para el extracto, la azul el control para la
mezcla, la aqua la concentracion de 50 pg/mL de extracto, la morada la
concentracion de 50 pg/mL de mezcla de fitoesteroles, la rosa los 100 pg/mL de

extracto y la naranja los 100 pug/mL de mezcla.

8.15 Comparacion del efecto antimigratorio del extracto de Steviatomentosa
sobre células dependientes de hormonas MCF-7 y triple negativo MDA-MB-
231.

Los ultimos analisis realizados fueron para comparar el efecto antimigratorio sobre

las células dependientes de hormonas y las triple negativo. Las figuras 30 y 31

muestran los resultados obtenidos. Como se puede observar el efecto de ambos

tratamientos fue mayor para la linea triple negativo que para las dependientes de
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hormonas. También se puede observar que la migracion de las células MCF-7 fue
mayor que las MDA-MB-231.

Migracion MCF-7 v.s. MDA-MB-231
con extracto.
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Figura 30. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con el extracto completo
de Stevia tomentosa en células MCF-7 y MDA-MB-231. Los resultados fueron
analizados con una prueba t de student con un valor de p<0.05. La barra lila indica
el control de MCF-7, la dorada el control de MDA-MB-231, la verde 50 pg/mL de
extracto en MCF-7, la rosa 50 pg/mL de extracto en MDA-MB-231, la azul 100 pg/mL
de extracto en MCF-7 y la naranja 100 ug/mL de extracto en MDA-MB-231.
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Migracion MCF-7 v.s. MDA-MB-231
con mezcla de fitoesteroles.
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Figura 31. Grafica comparativa del efecto del tratamiento con la mezcla de
fitoesteroles en células MCF-7 y MDA-MB-231. Los resultados fueron analizados
con una prueba t de student con un valor de p<0.05. La barra lila indica el control
de MCF-7, la dorada el control de MDA-MB-231, la verde 50 pg/mL de mezcla en
MCF-7, la rosa 50 pg/mL de mezcla en MDA-MB-231, la azul 100 pug/mL de mezcla
en MCF-7 y la naranja 100 ug/mL de mezcla en MDA-MB-231.
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9. DISCUSION

9.1 Proliferacion y migracion de células dependientes de hormonas MCF-7 y

MDA-MB- 231 tratadas con un extracto metandélico de Stevia tomentosa

Las células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 mostraron una
disminucién de la proliferacién estadisticamente significativa y dependiente de la
concentracion desde los 25 pg/mL hasta los 500 pug/mL obteniéndose una ICso de
40.97 ug/mL. Esto es consistente con lo reportado por Schokrzadeh y colaboradores
en 2018 que si bien no estudiaron Stevia tomentosa (no hay estudios previos
anticancerigenos reportados por otros grupos de investigacion) reportaron un efecto
antiproliferativo de un extracto hidroalcohdlico de Stevia rebaudiana obteniendo
como ICso: 98.82 pug/mL en células MCF-7 (Schokrzadeh et al., 2018). Asi mismo,
Ibrahem y colaboradores encontraron en 2020 que el extracto metandlico de Stevia
rebaudiana reduce la proliferacion de la misma linea celular obteniendo una ICso
de 228 ug/mL (lbrahem et al.,, 2020). Todas las concentraciones reportadas

previamente son mayores que la encontrada para Stevia tomentosa.

Al no contar con estudios sobre la misma especie del género, es importante
mencionar los efectos que se han reportado de los compuestos encontrados en el
extracto. En 2018 Alvarez-Sala y colaboradores reportaron que a las 24 horas de
tratamiento con B-sitosterol (52 uM), la viabilidad de las células MCF-7 se redujo en
un 22% vy a las 48 horas en un 67% (Alvarez-Sala et al., 2018). Ademas, en 2018
Xu y colaboradores reportaron que el B-sitosterol diglucésido reduce la proliferacion
de células de cancer de mama dependientes de hormonas teniendo como ICso los
30.82 uM (Xu et al., 2018).

Otro componente reportado en el extracto de Stevia tomentosa es el estigmasterol,
este fitoesterol ha demostrado tener efecto antiproliferativo en células de cancer de

mama.
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En 2020 Bae y colaboradores demostraron que el estigmasterol es capaz de reducir
la migracion de células de cancer de ovario al reducir VEGFA, PLAU, MMP2, MMP9
y MMP14 (Bae et al., 2020).

En 2001 Awad y colaboradores demostraron que el B-sitosterol es capaz de

disminuir la migracion de células de cancer de prostata (Awad et al., 2001).

Martinez-Rojo y colaboradores reportaron en 2020 que los extractos metandlicos de
Stevia pilosa y Stevia eupatoria disminuyen la migracion de células de cancer de
prostata dependientes e independientes de hormonas en concentraciones de 250-
3000 pg/mL, las cuales son mayores a las encontradas para Stevia tomentosa
(Martinez-Rojo et al., 2020).

Ademas, estudios previos reportaron en 2022 que el estigmasterol reduce la
viabilidad de células MCF-7 mediante la induccion de apoptosis por aumento de
proteinas proapoptoticas (AmeliMojarad y Pourmahdian, 2022). Al igual que el
estigmasterol, el B-sitosterol ha demostrado la capacidad de inducir apoptosis por
medio del aumento de proteinas proapotéticas y la disminucion de las
antiapoptoticas, ademas de que es capaz de inhibir la via de PI3-K provocando
disminucion de su proliferacion en células de cancer de mama dependientes de
hormonas (Xu et al., 2018).

Esto concuerda con lo obtenido en este estudio pues es bien sabido que Stevia

tomentosa contiene tanto B-sitosterol como estigmasterol.

Las células de cancer de mama triple negativo también tuvieron disminucién de
proliferacion causada por el tratamiento con el extracto de Stevia tomentosa, esta
vez teniendo una disminucién significativa dependiente de la concentracion desde
los 10 pg/mL y obteniéndose una ICso de 86.54 pg/mL. Esto coincide con lo
reportado por Vasko y colaboradores en 2014 al encontrar que el extracto acuoso
de Stevia rebaudiana reduce la viabilidad de células de cancer de mama triple
negativo a 13.59% con respecto al control (Vasko et al., 2014). Kulkarni y

colaboradores reportaron en 2021 que el extracto de Stevia rebaudiana a una
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concentracion de 1000 pg/mL redujo el crecimiento celular en 55% (Kulkarni et al.,
2021).

Como ya se ha mencionado, los fitoesteroles tienen la capacidad de inducir
apoptosis por la via intrinseca por medio del aumento de proteinas proapotéticas y
disminucién de las antiapoptoéticas de la familia de BcL-2. Estas moléculas también
han demostrado poder causar apoptosis por la via extrinseca al sensibilizar al
receptor de muerte TRAIL por inhibicion de la via STAT3/Mcl-1. Ademas de sus
propiedades proapototicas, los fitoesteroles pueden suprimir el crecimiento de
tumores mamarios por medio de la inhibicion de la via Src/[FAK/Racl/MMP vy evitar
la angiogénesis por inhibicién de la via VEGFR2 mediada por JAK/STAT y MAPK
(Xia et al., 2014).

Esto concuerda con lo encontrado en esta investigacion B-sitosterol y estigmasterol
estdn presentes en Stevia tomentosa y esta especie esta estrechamente

relacionada con Stevia pilosa y Stevia eupatoria.

9.2Comparacion del efecto de un extracto de Stevia tomentosa con el efecto
de una mezcla de fitoesteroles (B-sitosterol y estigmasterol) sobre la
proliferacién y migracion de células de cancer de mama dependientes de
hormonas MCF-7 y triple negativo MDA-MB-231.

Adicionalmente a los estudios de proliferacion y migracion realizados con el
extracto, se evalud la proliferacién y la migracién con una mezcla de B-sitosterol y
estigmasterol, estos dos fitoesteroles son reportados como metabolitos secundarios
de todas las especies de Stevia incluyendo a Stevia tomentosa.

Como se muestra en los resultados, el efecto sobre ambos procesos fue
estadisticamente mayor para el extracto que para la mezcla de fitoesteroles. Este
mayor efecto puede ser atribuible a que el extracto no sélo contiene esos dos
fitoesteroles, se ha reportado que Stevia tomentosa sintetiza como metabolitos

secundarios un bisaboleno ((2R,3R,6R,7S)-2,3-epoxi-2,3-dihidrobisabolen-1-ona) y
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una lactona sesquiterpénica (diepoxiguaianolida) (Valdez-Calderdn, 2011; Valdez-
Calderon, 2013) y es posible suponer que se presenta un efecto aditivo entre las

diferentes moléculas.

Quimicamente tanto los bisabolenos como las lactonas sesquiterpénicas
pertenecen al grupo de los sesquiterpenos (terpenos de 15 carbonos). Esta familia
quimica ha demostrado tener la capacidad de reducir la viabilidad de células de
cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 con una ICso de 66.91 pg/mLy
de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 con una ICso de 98.39 ug/mL por
medio de apoptosis demostrado por el aumento de las caspasas 3y 7 (Yeo et al.,
2015). En 2019 Gogineni y colaboradores demostraron computacional y
biologicamente que 3 bisabolenos diferentes son activos contra diferentes tipos
lineas cancerigenas incluyendo la linea MCF-7 con ICso entre los 2.9 y 12.3 uM
(Gegineni et al., 2019).

La misma familia de compuestos ha demostrado suprimir la angiogénesis en
células de cordén umbilical humano (HUVECS) por inhibicion de Akt/GSK3Bt mTOR
y en cancer gastrico por bloqueo de Notch-1. En células de cancer de mama MCF-
7, estos compuestos inhiben la transicion epitelio-mesénquima por reduccioén de la
transcripcion de genes como SNAIL y TWIST, lo que también logra aumentar la
expresion de E-cadherina (Xia et al., 2014) lo que indica que podria reducir la

migracion celular.

Las guaianolidas han demostrado también efecto anticancerigeno. Por ejemplo, en
2013 Popovi¢ y colaboradores demostraron que las guainolidas extraidas del
género Laserpitium son capaces de reducir la viabilidad de células MCF-7 con una
ICs0 de 66.09 pg/mL (Popovi¢ et al., 2013).

Todo esto concuerda con lo reportado en esta tesis.
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9.3Comparacion del efecto de ambos tratamientos sobre la proliferacion y
migracion de células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-
7 contra triple negativo MDA-MB-231.

Para comprender el diferente efecto encontrado entre ambas lineas celulares es
necesario recordar que, al ser exponentes de diferentes estadios de la enfermedad,
tienen diferentes vias se sefalizacion activadas. La diferencia mas representativa
entre las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 es la existencia de receptores a estrogeno.
Los receptores a estrogeno tienen dos isoformas, la isoforma a y la isoforma 8. La
linea dependiente de hormonas cuenta con ambas isoformas del receptor (a y B)
mientras que la linea MDA-MB-231 s6lo cuenta con una baja proporcion de la
isoforma B. La importancia de la existencia de ambas isoformas radica en que en el
cancer de mama la isoforma a tiene efectos proliferativos y la B efectos

antiproliferativos (Grattan, 2013).

La mayor sensibilidad de las células MCF-7 en comparacion con las células MDA-
MB-231 ante ambos tratamientos en proliferacion puede deberse a los dos
fitoesteroles ya mencionados, los cuales, cuentan con estructuras parecidas a la
estructura del estradiol. El estradiol se une a los receptores a estrégeno para llevar

a cabo su funcion.

Se ha demostrado que algunos fitoesteroles como el 3-sitosterol d-glucosido inhiben
la sintesis de la isoforma a del receptor y son agonistas de la isoforma 3 (Xu et al.,
2018) y otros como el curcumol, curcumenol, isocurcumenol y el B-sitosterol inhiben
a la isoforma a (Mustarichiei et al., 2014). Ademas, la activacion de la isoforma 3
del receptor también provoca disminucion en la produccién de la isoforma a (Zhou
y Liu, 2020).

Los fitoesteroles como el estigmasterol y el 3- sitosterol tienen afinidad de union por
ambas isoformas del receptor. Sin embargo, al haberse inhibido la sintesis y funciéon

de la isoforma a por los mismos compuestos, los fitoesteroles son capaces de
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ejercer solo las acciones inhibitorias de la isoforma 3 del receptor en las células

dependientes de hormonas MCF-7.

En las células MDA-MB-231 al sélo contar con la isoforma B, aunque los
fitoesteroles se unan a su receptor no ejerce su efecto antiproliferativo pues la
proliferacion no es mediada por la isoforma a del receptor sino por otras vias
moleculares activadas y, por lo tanto, la activacion de la isoforma  no puede tener

el efecto esperado.

Ademas de lo ya mencionado, las lineas tienen otras diferencias moleculares

mostradas en la tabla 6.
Tabla 6. Diferencias moleculares entre las lineas MCF-7 y MDA-MB-231.

Via MCF-7 MDA-MB-231

PISK Activacion dependiente Inhibicion de PTEN y alta
de estrégenos. expresion de EGFR.
MAPK Activacion dependiente Alta expresion de EGFR.
de estrégenos.

JAK/STAT Baja expresion de STAT1 Alta expresion de STAT3

Wnt Acumulacion de B- Sobre activacion de via

catenina no candnica y
sobreexpresion de LGR6.

NF-kB Apagada Sobre activada

SNAIL/E-cadherina Dependiente de Sobreexpresion de

hormonas SNAIL

N-cadherina Baja Alta

VEGFR Baja Alta

(Comsa et al., 2015; Cowin et al., 2005; Jiang, 2020; Klemm et al., 2010; Kong et
al., 2020; Krueger et al., 2001; Lee et al., 2005; Liu et al., 2017 (a); Ossovskaya et
al., 2011; Qin et al., 2019; Velloso, 2017; Wu, 2020).
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La alteracion en todas estas vias ademas de efectos proliferativos y antiapoptoticos
causa migracion celular. Las diferencias moleculares entre ambas lineas provocan

que lalinea MDA-MB-231 sea mas agresiva, invasiva y resistente a los tratamientos.

En cuanto a migracion, se encontré un mayor efecto sobre las células MDA-MB-231
que sobre las MCF-7. Esto puede ser debido a que se encontré que las células
MCF-7 tuvieron mayor capacidad migratoria que las MDA-MB-231.

Ambas lineas celulares pueden ser subdivididas en dos grupos gracias a su
morfologia: morfologia fibroblastica y morfologia semi epitelial. Las células con
morfologia fibroblastica tienden a separarse de las colonias, generan proyecciones
citoplasmaticas y cuentan con un fenotipo migratorio mientras que las que cuentan
con morfologia semi epitelial tienden a quedarse juntas y tener una migracion menos
marcada (Comsa et al.,, 2015; Martinez-Revollar et al., 2015). En cuanto a las
células utilizadas las MCF-7 pertenecen al subgrupo fibroblastico y las MDA-MB-
231 al subgrupo semi epitelial. Sin embargo, se pudo observar que el extracto tuvo
mayor efecto antimigratorio sobre las células MDA-MB-231, mientras que la mezcla
de fitoesteroles tuvo mayor efecto sobre las MCF-7. Esto podria ser debido a que
como se muestra en la tabla 6, los procesos migratorios de las células MCF-7 estan
regulados por la via de Wnt que tiene una expresion dependiente de hormonas
(Comsa et al.,, 2015) y que por lo tanto podria estar siendo alterado por los

fitoesteroles tanto de la mezcla como los contenidos en el extracto.

Wnt es una via encargada de evitar la inhibicion de B-catenina, para que esta pueda
viajar al nucleo y ejercer su efecto como regulador de transcripcion. B-catenina se
encarga de generar la transcripcién de genes como SNAIL, SLUG y TWIST que, a
su vez, se encargan de inhibir la transcripcion de E-cadherina y activar la de N-

cadherina favoreciendo asi la migracién celular (Wang et al., 2022).

En cuanto a las células MDA-MB-231, los procesos migratorios son regulados por
mecanismos independientes a hormonas como la sobreexpresion del LGR6, lo que
lleva a sobre activacion de la via de Wnt tanto candnica como no canénicay la sobre

activacion de NFkB (Ossovskaya et al., 2011). La via de NFkB se encarga de regular
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la transcripcidon de genes. De especial interés son los genes de SNAIL, MMP9, MMP
2, ICAM-1, VCAM-1, ECAM-1 y E-selectina pues son los encargados de promover
la transicion epitelio-mesénquima y la posterior migracién y metastasis (Liu et al.,
2017 (b)). Las lactonas sesquiterpénicas han demostrado tener la capacidad de
inhibir la via de NFKkB (Babaei et al., 2018) y, por lo tanto, el extracto podria actuar

por esta via.

9.4Vias de sefnalizaciéon involucradas en el efecto de Stevia tomentosa sobre

células de cancer de mama

Cuando se habla de cancer de mama se puede caer en el error de pensar que el
efecto se da Unicamente por receptores a hormonas. Esto cambia cuando se piensa
en los diferentes tipos de cancer de mama pues algunos son dependientes de
hormonas (Luminal A, Luminal B, HER2 +) pero otros no lo son (triple negativo). Los
resultados obtenidos en este proyecto demostraron que el extracto de Stevia
tomentosa tuvo mayor efecto que la mezcla de fitoesteroles, debido a que estos
fitoesteroles y los compuestos adicionales que componen el extracto, tienen efecto
sobre la proliferacion y la migracion por vias tanto dependientes como
independientes a los receptores hormonales (Mustarichiei et al., 2014; Xu et al.,
2018; Zhou y Liu, 2020).

Como ya se menciono, los fitoesteroles actian por activacion de ambas isoformas
del receptor a estrégeno y, por lo tanto, se puede asumir que Stevia tomentosa no

s6lo cuenta actividad sobre ese receptor.

Los terpenoides son una familia quimica derivada del isopreno reportada como
metabolitos secundarios de la Stevia tomentosa, con una gran cantidad de efectos
reportados. A esta familia quimica ademas de los fitoesteroles pertenecen otras

moléculas como los bisabolenos y las lactonas sesquiterpénicas.

Ademas de los efectos ya mencionados contra cancer de mama, los bisabolenos

han demostrado tener efecto activador del inhibidor p21 del complejo Ciclina
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C1/CDK4/6 inhibiendo asi la progresion del ciclo celular en células de
neuroblastoma. Sobre la apoptosis también ha demostrado efecto al activar ambas
vias (intrinseca y extrinseca) por medio de la desestabilizacion de la mitocondria
por produccion de ROS para la via intrinseca (Jou et al., 2016).

En cuanto a las lactonas sesquiterpénicas, estas han demostrado tener la capacidad
de inhibir la via NF-kB, esto causa la disminucion de COX-2 reduciendo asi la
proliferacion y migracion de células de carcinoma. Asi mismo, ha demostrado tener
efectos proapoptéticos de la misma forma que los bisabolenos causando
desbalance redox en la membrana mitocondrial. A su vez, son capaces de inhibir la
via de la STAT3, causando aumento de p53 e inhibicion del ciclo celular. Estos
efectos fueron encontrados en células de cancer de mama, cervicouterino y glioma
(Babei et al., 2018).

En resumen, los fitoesteroles tienen efectos anticancerigenos por activacion de la
isoforma B de los receptores a estrégenos y subsecuente inactivacion de la funcion
y sintesis de la isoforma a del mismo receptor (Mustarichiei et al., 2014; Xu et al.,
2018; Zhou vy Liu, 2020), activacion del receptor de muerte por inhibicion de
STAT3/Mcl-1 e inhibicion de Scr/FAK/Racl/MMP y MAPK (Xia et al., 2014).

Los sesquiterpenos ejercen su efecto por medio de inhibicibn de las vias de
Akt/GSK3[B, mTOR, SNAIL, y Twist, SNAIL/E-Cadherina, Notch 1, JNK (Xia et al.,
2014), NF-kB, STAT3 y activacion de p21, apoptosis intrinseca (Jou et al., 2016).
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10 CONCLUSIONES

El extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa disminuye la proliferacion
de las células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 y triple
negativo MDA-MB-231.

El extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa inhibe la migracién de las
células de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 vy triple
negativo MDA-MB-231.

La linea MCF-7 es mas sensible que la MDA-MB-231 al efecto

antiproliferativo del extracto metandlico de Stevia tomentosa.

La linea MDA-MB-231 es mas sensible que la MCF-7 al efecto antimigratorio

del extracto metandlico de Stevia tomentosa.

El efecto antiproliferativo y antimigratorio del extracto metandlico de Stevia
tomentosa es mayor que el efecto de la mezcla de fitoesteroles (50 y 100

pg/mL de cada fitoesterol).

El extracto metandlico de hoja de Stevia tomentosa tiene un futuro
prometedor como anticancerigeno coadyuvante a los tratamientos actuales,
sin embargo, se requieren estudios adicionales para determinar los
mecanismos por los cuales se reducen la proliferaciéon y migracion e las

células.

La limitacion mas importante para la realizacion del andlisis proteico que
ayudaria a determinar los mecanismos de accion antiproliferativos y
antimigratorios fue la restriccion de tiempo de trabajo en laboratorio y la
tardanza de los reactivos y materiales provocados por la pandemia de
COVID-19.
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