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RESUMEN

A nivel mundial, el cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuentemente
diagnosticada y la primera causa de muerte por cdncer en mujeres. En México,
también ocupa el primer lugar dentro de las neoplasias malignas mas diagnosticadas
en mujeres. En etapas tempranas no es invasivo, pero cuando se encuentra en etapas
mas avanzadas adquiere la capacidad de migrar e infiltrarse localmente dentro de la
mama asi como hacer metastasis a otros tejidos, estos procesos estan sujetos a gran
variedad de investigaciones. Las formas mas comunes de tratar este cancer incluyen
la cirugia, radioterapia y/o quimioterapia. Las células de cancer tienden a volverse
resistentes a los tratamientos, por lo que la busqueda de nuevas alternativas de
tratamiento que aumenten la efectividad de los farmacos empleados, es de gran
interés en la investigacion. Estudios previos han detectado la presencia de algunos
compuestos con potencial terapéutico en el género Stevia. In vitro, Stevia pilosa inhibe
la proliferacion y migracion de lineas celulares de cancer de prostata y mama. Sin
embargo, ain no se ha estudiado que compuestos estan presentes en este extracto,
tampoco se ha reportado el uso de otros modelos. En el presente trabajo de
investigacion se planted la identificacion de metabolitos secundarios presentes en el
extracto acuoso de flor de Stevia pilosa utilizando cromatografia de gases, se estudi6
el efecto del extracto de flor de Stevia pilosa en la apoptosis, ciclo celular e invasion
celular en lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231; y se estudi6 el efecto en
angiogénesis en un modelo de embrion de pollo con ovoscopia. Se logré identificar
diferentes compuestos presentes en el extracto entre los que destacan la cumarina,
butirolactona, D-limoneno, o-cimeno, maltol y piperonal. El extracto de Stevia pilosa
demostré tener efectos antiproliferativos en lineas celulares de cancer de mama,
obteniendo una ICso de 91 pg/ml en MCF-7 y de 149 pg/ml en MDA-MB-231, el
extracto logré aumentar los porcentajes de apoptosis en MCF-7 hasta 52% y en MDA-
MB-231 hasta 47.2%; y causar arresto del ciclo celular en la fase GO/G1 en ambas
lineas celulares; adicionalmente, disminuye la capacidad de hasta 44.43% y 52%, en
MCF7 y MDA-MB-231, respectivamente, y disminuyo6 la angiogénesis en modelo de
embrién de pollo en el cual no se observé un cambio significativo en la cantidad de
vasos sanguineos cuando eran tratados con el extracto. Se concluye que el extracto
acuoso de flor de Stevia pilosa contiene compuestos con efecto anticancerigeno. El
extracto de Stevia pilosa efecto antiproliferativo, promueve la apoptosis, causa arresto
del ciclo celular, inhibe la invasion celular y es capaz de inhibir la angiogénesis.
Palabras clave:

Stevia pilosa, Cancer de mama, Angiogénesis, Apoptosis
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ABSTRACT

Breast cancer is the most frequently diagnosed malignancy in women worldwide and
the leading cause of cancer death in women. In Mexico, it also ranks first among
malignant neoplasms in women. In the early stages, it is non-invasive, when cancer
progresses it acquires the ability to migrate and infiltrate locally into the breast and
metastasize to other tissues, this ability to migrate is subject to a variety of research.
Cancer cells tend to become resistant to conventional treatments as they advance in
their stage, so the search for new treatment alternatives that increase the effectiveness
of the drugs used, is of great interest to study. Some studies have detected the
presence of some compounds with therapeutic potential in the genus Stevia; however,
secondary metabolites present in the flower extract Stevia pilosa have not been
identified. In vitro, Stevia pilosa has been shown to inhibit the proliferation and
migration of prostate and breast cancer cell lines. However, important processes in
carcinogenesis such as angiogenesis and metastasis have not been studied. The
models in which Stevia pilosa has been studied are in cell lines, but the use of other
models that allow having an approach to what happens at the in vivo level has not
been reported. In the present research study the identification of secondary
metabolites present in the extract using gas chromatography was studied the effect of
agueous extract of Stevia pilosa flower in apoptosis, cell cycle and cell invasion in cell
lines MCF-7 and MDA-MB-231; and the effect on angiogenesis in a chicken embryo
model with ovoscopy was studied. It was possible to identify different compounds
present in the aqueous extract of Stevia pilosa, including coumarin, butyrolactone, D-
limonene, o-cymene, maltol and piperonal. Stevia pilosa extract demonstrated
antiproliferative effect in breast cancer cell lines, obtaining 91 ug/ml 1Cso in MCF-7 and
149 pg/ml in MDA-MB-231, the extract was able to increase apoptosis percentages in
MCF-7 to 52% and in MDA-MB-231 to 47.2%; and cause cell cycle arrest in the GO/G1
phase in both cell lines; additionally, it decreases the capacity of up to 44.43% and
52%, in MCF7 and MDA-MB-231, respectively, and decreased angiogenesis in
chicken embryo model in which no significant change was observed in the amount of
blood vessels when treated with the extract. It is concluded that the aqueous flower
extract of Stevia pilosa contains compounds with anticancer effect. Stevia pilosa
extract antiproliferative effect, promotes apoptosis, causes arrresto of the cell cycle,
inhibits cell invasion and is able to inhibit angiogenesis.

Keywords:

Breast cancer, Stevia pilosa, angiogenesis, apoptosis
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1. INTRODUCCION

El cancer engloba un conjunto de enfermedades que se caracterizan por el
crecimiento acelerado de células, carente de una regulacién normal, como en el caso
de células sanas. Las etapas de desarrollo del cancer son conocidas como
carcinogeénesis. El desarrollo del cancer, generalmente, se inicia con una o varias
mutaciones, esta primera etapa es llamada iniciacion; la siguiente etapa es la
promocién, donde comienza la expansion clonal de las células mutadas inicialmente
y comienzan a acumularse por ese crecimiento descontrolado. El proceso continda
con la proliferacion o progresion. En esta etapa se induce el crecimiento de una masa
tumoral y la angiogénesis juega un papel importante, debido a que favorece el
microambiente tumoral, las células que contindan proliferando necesitan obtener
oxigeno y nutrientes por lo que son necesarios nuevos vasos sanguineos, para
cumplir con las necesidades de las células tumorales (Botzer y col., 2016; Hernandez
y col., 2017). Posteriormente, estan los procesos de invasion y metastasis, que dan
como resultado un crecimiento tumoral en tejidos alejados del sitio inicial (Hernandez
y col., 2017; Occhiuto y col., 2023).

La metastasis es un proceso presente en el desarrollo tumoral, se define como la
formacion de tumores en un 6rgano o tejido diferente al sitio de origen. Para que el
tumor pueda llegar a otro lugar es necesario que esas células migren e invadan esos
tejidos. Durante la metastasis, las células tumorales sufren un cambio en especifico
llamado transicion epitelio-mesénquima, donde las células pierden adherencia, se
degrada la matriz e invaden la membrana basal (Botzer y col., 2016; Jung-Garcia y
col., 2023).

Un tipo de céncer de gran relevancia es el cancer de mama. En mujeres, es la
neoplasia con mayor incidencia y la primera causa de muerte por cancer a nivel
mundial. Actualmente, se emplea la quimioterapia, radioterapia y terapias focalizadas
con anticuerpos monoclonales para el tratamiento de cancer de mama. Sin embargo,
estos tratamientos presentan efectos adversos en los pacientes y en estados
avanzados de la enfermedad son poco eficaces (Dornelles y col., 2015; Martin y col.,
2019; OMS, 2021). En vista de lo anterior, resulta crucial identificar nuevas moléculas
con potencial terapéutico para tratar el cancer de mama. Los compuestos naturales,
las plantas y extractos de plantas se han considerado como posibles alternativas en
el tratamiento del cancer. Uno de los géneros que ha presentado actividad biolégica
es el género Stevia. Este género contiene alrededor de 250 especies. Varias especies
de Stevia se usan en la medicina tradicional como antiinflamatorios, diuréticos,
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agentes analgésicos, antihipertensivos y para tratar dolores estomacales (Khare y
Chandra, 2019; Villagomez y col., 2018; Zhao y col., 2009).

Stevia pilosa es una especie del género Stevia que presenta actividad bioldgica en la
lucha contra el cancer. En un estudio in vitro realizado por nuestro grupo de trabajo,
se demostro que un extracto metandlico de Stevia pilosa disminuye la proliferacion en
lineas celulares de cancer de prostata (Martinez y col., 2020). Ademas, en otra
investigacion de nuestro grupo se ha observado que extractos acuosos de flor y de
hoja de esta especie, disminuyen la proliferacion y migracién en lineas celulares de
cancer de mama, y se ha registrado en un trabajo anterior realizado por nuestro grupo
de trabajo que el extracto proveniente de flor es mas eficaz y menos dafino para las
células sanas (fibroblastos humanos) en comparacion con el extracto de hoja. Aunque
ambos extractos son de la misma especie, se observaron diferencias en el efecto
sobre células de céancer de mama. Por lo tanto, es necesario realizar mas
investigaciones para comprender los mecanismos de accion y es conveniente estudiar
que metabolitos secundarios estan presentes en el extracto acuoso de flor de Stevia
pilosa, que contribuyen a la actividad antitumoral de esta planta. Es por esto es que
se decidi6 continuar con esta investigacion sobre el extracto acuoso de flor de Stevia
pilosa.

Los estudios realizados hasta ahora se han centrado en evaluar la proliferacién y
migracion de las células cancerosas (Martinez y col., 2020), sin embargo, no se han
investigado procesos criticos en la carcinogénesis como la invasion y angiogénesis.
Hasta el momento no se tiene registros de qué tipo de muerte podria inducir el
extracto, si pudiera promover la apoptosis o provocar arresto del ciclo celular,
informacion relevante para comprender los mecanismos moleculares involucrados en
la actividad del extracto. En el presente trabajo de investigacion se propone identificar
algunos metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de flor de Stevia
pilosa, y estudiar el efecto del extracto en la apoptosis y ciclo celular en lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231. Ademas, estudiar el efecto en angiogénesis,
utilizando un modelo de embrién de pollo, un sistema mas complejo que se asemeja
a las condiciones en el cuerpo humano.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El término cancer engloba un gran numero de enfermedades que se caracterizan por
presentar un desarrollo acelerado, descontrolado e invasion a otros tejidos y 6rganos,
asi como la capacidad de generar metastasis (Gu y col., 2023; Hernandez y col.,
2017). Las células cancerosas, generalmente, presentan mutaciones genéticas que
les confieren sefales de crecimiento activadas y les permiten la capacidad de evadir
controles normales de proliferacion y muerte celular (Maman y col., 2018); debido a
sus altas tasas de proliferacion la demanda para lograr abastecer a las células
aumenta, por lo que se requiere de una angiogénesis sostenida que permita la
creacion de nuevos vasos sanguineos que ayudaran a proporcionar los nutrientes que
estas nuevas células necesitan (Hernandez y col., 2017).

2.2 Factores de riesgo

Existen factores que incrementan las posibilidades de padecer algun tipo de cancer,
como los relacionados con el estilo de vida como la alimentacion, falta de actividad
fisica, el consumo de alcohol y tabaco (OMS, 2021). Los factores ambientales como
la exposicion a radiacion ultravioleta, la contaminacion y el uso en exceso de
productos quimicos. Mientras que algunos otros factores de riego como lo son la
predisposicién genética, edad, etnia y sexo, que no se pueden cambiar (Gu y col.,
2023).

Los factores heredables tienen que ver con cambios genéticos en diferentes tipos de
genes. Por ejemplo, en los proto-oncogenes que en condiciones normales participan
en crecimiento, diferenciacion celular y regulacién de la division celular. Los proto-
oncogenes al sufrir de alguna mutacién modifican su funcion convirtiéndose en
oncogenes, en cuyo caso pierden la regulacién y permiten que las células puedan
proliferar y sobrevivir cuando no deberian hacerlo (Isacaz, 2018).

Otros tipos de genes son los supresores de tumores; que regulan la divisién celular,
evitando que las células proliferen sin control. Las células con mutaciones en estos
genes tiendena dividirse sin regulacion. Finalmente, pero no menos importantes, se
encuentran los genes reparadores de DNA, que como su nombre lo indica, se
encargan de supervisar y arreglar DNA dafado; sin su funcion reparadora, las células
tienden a adquirir mutaciones adicionales y pueden llegar a derivar en células
cancerosas (Isacaz, 2018).
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2.3 Estadisticas del cancer

El cancer ha logrado posicionarse como una de las principales causas de muerte a
nivel mundial y un grave problema de salud publica (OMS, 2021). Los tipos de cancer
con mayor incidencia reportados en el 2020 fueron cancer de mama, prostata, de
pulmén, colorrectal, cervicouterino y de estbmago; mientras que los tipos de cancer
gue ocasionaron una mayor cantidad de muerte en ese mismo afio fueron cancer de
pulmén, mama, colorrectal, de higado, estbmago y préstata; se estima que en los
proximos afios, aumenten los casos de cancer a nivel mundial. La importancia de
estudiar y comprender el desarrollo del cancer se ve acentuada por las estadisticas
alarmantes asociadas con esta enfermedad (GLOBOCAN, 2021).

2.4 Carcinogénesis

El desarrollo del cancer, llamado carcinogénesis, consta de diferentes etapas (Figura
1) (Botzer y col., 2016). La primera etapa es la iniciacion, en la que llegan a suceder
mutaciones, provocando un dafio en el DNA resultando en una trasformacion celular
(Occhiutoy col., 2023). En la siguiente etapa, la promocién, esa célula con la mutacion
comienza una expansion clonal; debido al crecimiento acelerado las probabilidades
de adquirir nuevas mutaciones incrementan (Hernandez y col., 2017) y la capacidad
de apoptosis decrece (Botzer y col., 2016; Occhiuto y col., 2023).

La progresion es la etapa que continla con este proceso, en esta etapa se favorece
el crecimiento de una masa tumoral. Durante proceso de progresion, la angiogénesis
juega un papel importante, dando lugar a la formacién de nuevos vasos sanguineos y
favoreciendo el microambiente tumoral (Botzery col., 2016). Posteriormente, estan las
etapas de invasion y metastasis, que dan como resultado el crecimiento de un tumor
secundario, en tejidos alejados del tumor inicial (Hernandez y col., 2017).
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Figura 1. Etapas y caracteristicas del desarrollo de cancer (Rojas y Herrera, 2017).

2.4.1 Migracion e invasion

La migracion e invasion de células cancerosas, son procesos intrinsecamente
relacionados con la formacién de metastasis. La migracion consta de diferentes pasos
qgue incluyen extravasacion de células tumorales hacia el torrente sanguineo,
estimulando la circulacion de las células, hasta la identificacion del tejido donde se
desarrollara el tumor secundario (Wang y col., 2019). Estos procesos tienen gran
importancia en las investigaciones que buscan nuevas alternativas terapéuticas para
el cancer (Jung-Garcia y col., 2023; Yang y col., 2020).

La migracién es el movimiento de la célula de un lugar a otro, dicha migracion se
puede clasificar en dos tipos: el movimiento unicelular y un movimiento colectivo. El
movimiento unicelular se puede a su vez subdividir en ameboide, esto es cuando la
célula no presenta adhesion, y en migracion mesenquimal cuando la célula tiene
adhesion involucrada. Este Ultimo estad relacionado con la transicion epitelio-
mesénquima, que se ha considerado un punto importante para la invasividad de
células trasformadas. La migracion colectiva consiste en la progresion de un grupo
grande de células que no sufren una transicion epitelio-mesénquima y mantienen la
uniodn célula-célula. Esta migracion celular esta involucrada en procesos fisioldgicos
como la morfogénesis y la regeneracion de tejidos (Albuquerque y col., 2021).
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Bajo condiciones normales, la migracion celular participa en procesos fisiologicos y
del desarrollo como en la cicatrizacion de heridas, gastrulacion, formacién de 6rganos,
y en funcion inmune. La migracion celular puede contribuir en la progresion del cancer
(Jung-Garcia y col., 2023; Rojas y Herrera, 2017).

Los procesos de invasion forman parte de la carcinogénesis. La invasion se refiere a
la migracion celular que ocurre cuando hay una penetracion a través de la membrana
basal y la matriz extracelular de manera destructiva (Figura 2). Este proceso implica
no solamente que la célula tenga capacidad para migrar, sino que pueda ser capaz
de adherirse y modificar los tejidos metastasicos, y es mediado por una variedad de
factores, incluyendo proteasas, adhesion celular, factores de crecimiento y citocinas
(Albuquergue y col., 2021; Nakayama y col., 2021).

° Células tumorales

Membrana basal
Matriz extracelular

- > Células endoteliales

P—— Vasos sanguineos

Figura 2. Representacion del proceso de invasion (Novikov y col., 2020).
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2.4.2 Angiogénesis

El proceso de angiogénesis es la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de
otro preexistente, un proceso que ocurre tanto de manera fisiolégica como patolégica
en el cancer. Los vasos sanguineos son esenciales en todos los tejidos para que se
lleve el intercambio de nutrientes y metabolitos. Se ha caracterizado como un proceso
esencial en la proliferacion y viabilidad de las células tumorales. Durante la progresion
del cancer, se produce una angiogénesis patoldgica, estimulada por la sobreexpresion
de los factores pro-angiogénicos. Esto crea un desequilibro entre factores pro-
angiogénicos y los anti-angiogénicos (Figura 3), dando lugar a la formacién de nuevos
vasos sanguineos que contintan creciendo de forma anormal mientras el tumor se
desarrolla (Chikezie y col., 2020). La angiogénesis se ha convertido en una diana
terapéutica, utilizando anti-angiogénicos, los cuales interrumpen el suministro vascular
y evitan que el tumor siga obteniendo nutrientes y oxigeno, lo que provoca la inanicién
del tumor. Una estrategia utilizada consiste en bloquear la sefalizacion de
VEGF/VEGFR (Ramjiawan y col., 2017).

Vasos

sanguineos
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Figura 3. Angiogénesis en células tumorales y el desequilibrio de
factores anti-angiogénicos y pro-angiogénicos (Chikezie y col., 2020).
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2.4.3 Metastasis

La metastasis involucra tanto cambios a nivel genético como a nivel epigenético en la
célula tumoral. Esta relacionada con la invasion, intravasacion y angiogénesis (Suhail
y col., 2019). La metastasis es una etapa en la carcinogénesis en la cual las células
cancerosas abandonan el tumor primario y se diseminan hacia otros tejidos (Figura
1). Durante este proceso, células trasformadas sufren una transicion epitelio-
mesénquima (TEM), pérdida la adherencia célula-célula, degradacion de la matriz
extracelular e invasion en la membrana basal, lo que deriva en un incremento en la
capacidad de migracion. Posteriormente, existe un nuevo cambio en el fenotipo de
células mesenquimales a células llamadas epiteliales (Figura 4), favoreciéndose la
angiogénesis y la adhesion celular en un nuevo sitio (Yang y col., 2020).

TEM

Epitelial Parcial Mesenquimal
Unién |Unién |Desmosoma
ocluyente| |adherente Fibras de estrés

Apical J de actiﬂ/ > />><
e
T // —
e

e —— 7

<y . E / \ e ——
e

Basal : - —— Trasera Delantera

3
\
T\\

IMem!:'rana
basal

TME

Figura 4. Transicion epitelio-mesénquima (TEM) (Brasch y col., 2018).

Esta etapa se puede dividir en varias fases, esto es conocido como la cascada
metastasica, consiste en el crecimiento e invasion progresivos en el tumor local,
angiogénesis, formacion de nichos pre-metastasicos, intravasacion, supervivencia en
la circulacion, extravasacion, formacion de nichos metastasicos, micrometastasis y
colonizacion metastésica. La metastasis del cancer no es exactamente una cascada
lineal, hay procesos concurrentes parcialmente superpuestos, ya que las células que
sufren metastasis exitosamente, asumen nuevos fenotipos y descartan algunos
comportamientos anteriores (Nakayama y col., 2021).

La metéastasis es de gran importancia porque es la principal causa de mortalidad en
pacientes con cancer (Rojas y Herrera, 2017). Esto es debido a que cuando un tumor

22



hizo metéstasis en ocasiones se vuelve poco susceptible a las terapias que se usaban
para tratar el tumor primario (Ross y col., 2020).

2.5 Cancer de mama
En los ultimos afios un tipo de cancer que ha cobrado relevancia es el cancer de
mama; esta es una enfermedad caracterizada por el crecimiento descontrolado de
células de la glandula mamaria. Este tipo de cancer es considerado un tumor con buen
pronéstico en la mayoria de los casos diagnosticados si son tratados de forma
temprana (CDC, 2020; Dornelles y col., 2015).

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuentemente diagnosticada en
mujeres a nivel mundial, siendo la segunda causa de muerte por cancer en este grupo
de la poblacion (OMS, 2021). En México, también ocupa el segundo lugar de las
neoplasias malignas en mujeres, representa el 15.3 % de todos los casos de cancer
(Globocan, 2021).

Su origen es de tipo multifactorial, en el que contribuyen tanto factores genéticos como
ambientales. A nivel endocrino, niveles elevados de estrogenos se asocian a un mayor
riesgo. El incremento de estrogenos puede ser por la menarquia precoz, menopausia
tardia, la nuliparidad o por un primer embarazo en una edad avanzada (Dornelles y
col., 2015; Nolan y col., 2023).

Existen factores genéticos que hacen al paciente mas vulnerable al desarrollo de esta
neoplasia. Una mutacion de pérdida de funcién en un alelo en BRCA1l y BRCAZ2,
incrementa el riesgo de padecer en algin momento de su vida cancer de mama
(Govindan y Morgenszlern, 2001), el de tipo hereditario corresponde a alrededor de
un 10-15% de todos los tumores malignos de mama (NIH, 2019).

Los factores nutricionales, la obesidad posmenopausica, historia y duracion de la
lactancia materna; factores conductuales como falta de actividad fisica, fumar,
consumo de alcohol; la exposicién a radiacion de la pared toracica en nifias y jovenes,
y la exposicidn a radiacion ionizante, aumentan las probabilidades de aparicion de
cancer de mama (CDC, 2020).

2.5.1 Anatomia de la mama femenina
Las mamas o glandulas mamarias estan formadas por conductos lobulillares rodeados
de un epitelio secretor de leche, estos conductos en la pubertad cuando se inicia la
secrecion estrogénica, crecen y aumentan el area alrededor del pezon, es decir la
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areola (Figura 5). Los conductos pequefios convergen y drenan en los conductos més
grandes, para luego converger en el pezdn. Estas estructuras estan inmersas en tejido
adiposo (Constanzo, 2018).

El cancer de mama generalmente tiene su origen en los conductos mamarios y en
algunas ocasiones en los I6bulos mamarios. En etapas tempranas no es invasivo pero
el cancer en etapas avanzadas, posee la capacidad de infiltrarse localmente dentro
de la mama y hacer metastasis a otros tejidos (Martin y col., 2019).
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Figura 5. Anatomia de la mama femenina (BBCC, 2021).

2.5.2 Clasificacion del cancer de mama

El cancer de mama puede agruparse de acuerdo a su extension, usando la
clasificacion de UICC. Existen cuatro estadios (Figura 6), el estadio | es para tumores
de tamafio reducido sin metastasis en axila. El estadio Il agrupa tumores de mas de 2
cm de diametro o que tienen afectacion metastasica en axila moderada. En el estadio
lll se encuentran los tumores de gran tamafio o con afectaciébn en masculo pectoral,
piel o afectacion metastasica masiva en axila. Finalmente, en el estadio IV son los
tumores que hicieron metastasis en organos distantes como en hueso, pulmoén o
higado (Martin y col., 2019).
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En etapas tempranas el cancer de mama es asintomatico; hasta que la enfermedad
esta en una etapa posterior de desarrollo, aparecen signos como tumoracién en la
mama, cambios en la piel como enrojecimiento, un color anaranjado, eccema del
pezon que es una condicion inflamatoria irritativa del area del pezony la areola, bultos
en axilas, hinchazon en el brazo, retraccion del pezén o secreciones en el pezén
(Cardiff y col., 2018).

Estadio I Estadio II Estadio III Estadio IV

Figura 6. Diferentes estadios del cancer de mama, el primer cuadro a la izquierda
representa el estadio |, el siguiente a la muestra el estadio Il, se continua con el estadio
lll'y finalmente el dltimo a la derecha representa como se ve el estadio IV (NIH, 2019).

Estan los tumores hormono-dependientes o también llamados luminales, los tumores
gue tienen una amplificacion en el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2) y los tumores triples negativos (HER2 negativo con receptor hormonal
negativo). La mayoria de los tumores se encuentran en el tipo hormono-dependientes
(Figura 7) (Perou y col., 2000).

Las neoplasias malignas pueden clasificarse en cuatro tipos:

= Luminal A (expresion de receptor a estrégenos o al receptor de progesterona, o
ambos, citoqueratinas luminales).
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= Luminal B (expresion de receptor de estrogenos, citoqueratinas luminales mas
genes de proliferacion).

» Tipo basal (expresion de genes de células mioepiteliales basales).
= Enriquecido para HER2 (genes ERBB2) y amplificacion 17923 (Perou y col.,

2000).
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Figura 7. Principales marcadores usados para la clasificacion del cancer de
mama (Arceo-Martinez y col., 2021).

2.5.3 Tratamientos

En general, los tratamientos contra el cAncer de mama abarcan cirugia, radioterapia,
quimioterapia, tratamiento hormonal y plan terapéutico dirigido. Se pueden clasificar
en tratamientos locales o sistémicos, la forma de tratar este cancer dependera del
estadio en que se encuentre. Para los primeros tres estadios la terapia se basa en
tratamientos locales como cirugia y radioterapia, complementada con tratamiento con
medicamentos. Los tratamientos sistémicos son medicamentos en los que su alcance
es mayor, es decir, puede llegar a cualquier parte del cuerpo. Estos abarcan a terapia
hormonal, terapia dirigida, quimioterapia e inmunoterapia (ACS, 2020).

Por ejemplo, para pacientes con HER2 positivo el tratamiento se completa con
anticuerpos monoclonales y moléculas pequefias inhibidoras de tirosina cinasa. Uno
de los farmacos mas utilizados es trastuzumab, es un anticuerpo monoclonal
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humanizado dirigido contra la proteina HER-2. Otros farmacos empleados son:
lapatinib, pertuzumab y el ado-trastuzumab, conocido como T-DM-1 (Herndndez y
col., 2017). La terapia hormonal es usada cuando el cAncer de mama aun responde a
los receptores hormonales, se utiliza como adyuvante después de la cirugia para evitar
alguna recaida (ACS, 2020).

Los pacientes con tumores triple negativo tienen menos opciones de tratamientos, ya
gue es necesario someterse a quimioterapia, aunque se puede combinar con la
administracion de bevacizumab (Takada y col., 2023). Cuando el cancer se disemina
al cerebro, por lo general se trata con cirugia o radioterapia, o ambas (Dornelles y col.,
2015; Takaday col., 2023).

Aunque hay varias opciones de tratamiento todas ellas pueden llegar producir efectos
secundarios en el paciente en mayor o menor medida, esto debido a que algunos no
son muy selectivos, ni especificos y llegan a afectar partes sanas del cuerpo (NIH,
2019).

2.6 Plantas medicinales

El desarrollo de resistencia y posibles riesgos de reincidencia ha llevado a la busqueda
de nuevos compuestos con potencial anticancerigeno, esta busqueda incluye a las
plantas medicinales. Asi mismo, se buscan opciones de tratamiento que resulten
menos agresivos, sean mas selectivos y logren aminorar los efectos secundarios de
los tratamientos usados actualmente (Haque y col., 2019).

El uso médico de la herbolaria tiene comienzos muy antiguos, desde que se tuvo
nocion de que ciertas plantas tienen la capacidad de producir efectos benéficos sobre
el organismo (Katzung, 2007). La medicina herbolaria tiene su fundamento en el uso
terapéutico de las plantas medicinales, para poder sustituir completamente medicinas
farmacéuticas o bien usarlas en combinacion para potenciar su efecto Esta practica
combina conocimiento, creencias y experiencias indigenas de diversas culturas. Los
medicamentos utilizados en la medicina tradicional abarcan las hierbas, material,
preparaciones y productos provenientes de materiales vegetales. Una forma eficaz de
uso es emplear extractos estandarizados (OMS, 2019).

Actualmente alrededor del 25 % de los farmacos tienen sus origenes en las plantas,
pero hoy en dia, la mayoria de los tratamientos médicos son de farmacos sintéticos,
siendo el uso de medicamentos de origen vegetal poco empleado (Gielecinska y col.,
2023).

27



Estudios de todo el mundo han reportado que los fitoquimicos presentes en las plantas
medicinales, tienen la capacidad de inhibir la proliferacion celular e inducir apoptosis
y, por tanto, retrasan el crecimiento de varios tipos de células de cancer. En lineas
celulares y en tejidos de animales, se ha demostrado que extractos de plantas usados
en combinacion con otras terapias, tienen ventajas sobre el uso Unico de la terapia
(Ovadije y col., 2014). Unos de los compuestos estudiados de las plantas son los
polifenoles, estos actian como antioxidantes y anticancerigenos (Khare y Chandra,
2019).

Los polifenoles son capaces de eliminar radicales libres, regular la expresion génica,
incluidos los oncogenes y los genes supresores de tumores; actuar sobre la
proliferacion y diferenciacion celular; detener el ciclo celular e inducir apoptosis;
regular el metabolismo hormonal; y tener efectos antivirales y antibacterianos (Vundru
y col., 2013). Estos han mostrado resultados efectivos inhibiendo el cAncer de pulmdn,
estdmago, ovario y cancer de mama estrogeno-dependiente (Woyengo Yy col., 2009).

2.7 Género Stevia

Diferentes especies de Stevia son ampliamente utilizadas en la medicina tradicional
para el tratamiento de diferentes malestares. Por ejemplo, remedio para dolores
estomacales, como diurético, antinflamatorio, agente analgésico y antihipertensivo
(Carifio y col., 2007).

El género Stevia es miembro de la familia Asteraceae, cuenta con 250 especies que
se pueden encontrar desde el sur de Estados Unidos hasta Brasil y Argentina. En
México, el género es el tercero mas diverso de la familia Asteraceae, con 116 especies
y 107 de ellas son endémicas del pais, siendo de los 18 géneros mas diversos de
plantas vasculares mexicanas (Villagomez y col., 2018).

Hoy en dia el género Stevia ha ganado bastante popularidad por la especie S.
rebaudiana (Bertoni), de la cual se extraen edulcorantes bajos en calorias, mismos
que son usados para sustituir el azlicar de cafa. El uso de diferentes especies de
Stevia como plantas medicinales se debe al contenido de sustancias con actividades
biolégicas importantes, tales como su capacidad antifangica y antimicrobiana, ademas
de otras con gran importancia farmacolégica como la de antioxidante y acciones
anticancerigenas (Carifio y col., 2007). Por ejemplo, el estevidsido, compuesto aislado
de S. rebaudiana, ejerce una actividad antitumoral en lineas de cancer de mama y
restringe la proliferacion en MDA-MB-231 (Khare y Chandra, 2019). Las especies de
Stevia son muy diversas en cuanto a su crecimiento, es posible encontrarse con

hierbas anuales, perennes, sufrutices o arbustos (Carifio y col., 2007). Este género
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suele presentar flores conformadas por cinco floretes de colores morados, rosas o
blancos, lo cual es muy util para su identificaciéon (Villagomez y col., 2018).

2.7.1 Metabolitos presentes en el género Stevia
Dentro del amplio género de Stevia, se han estudiado algunas especies y se ha
logrado identificar metabolitos con propiedades terapéuticas. Por ejemplo, el
estevidsido y el rebaudiésido A, ampliamente utilizados como edulcorantes naturales,
identificados por primera vez en la especie Stevia rebaudiana. También se han
identificado flavonoides en Stevia, como la quercetina y la rutina, que tienen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas (Borgo y col., 2021).

De los compuestos representativos presentes en Stevia se encuentran los derivados
del longipinano (Alvarez, 2005). En menor proporcion se han aislado bisabolanos,
clerodanos y labdanos y de las partes aéreas de algunas especies se han encontrado
varios flavonoides (Pérez, 2006).

Los miembros de la familia Asteraceae son una fuente rica en agliconas flavonoides.
A través de estudios fitoquimicos se han encontrado metabolitos tales como aceites
esenciales y constituyentes volatiles, como aquilina, campesterol, diterpenos,
acetofenona, benzofurano y cromeno, sesquiterpenos funcionalizados, triterpenos,
olenanos vy esteroles. La diversidad en la composicion quimica de las especies de
Stevia hace importante el estudio de los metabolitos presentes para comprender sus
posibles efectos terapéuticos (Alvarez, 2005; Pérez, 2006).

2.7.2 Stevia pilosa
Es una planta erecta, perenne, de 3-5 dm de altura, tiene una inflorescencia terminal
de color rojizo-purpura (Figura 8).

Figura 8. Planta de Stevia pilosa (Naturalista, 2015).
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Presenta un tallo ramoso desde la base, hojoso y piloso hirsuto, hojas alternas,
lineares 0 angostamente oblanceoladas, obtusas, de 2- 3 cm de largo. En México, es
posible encontrarla en Guanajuato, Hidalgo, Ciudad de México, Puebla y Estado de
México (Martinez, 1958; Romero y col., 2020; Villavicencio y Pérez, 2006).

Por su color llamativo se usa como planta ornamental en dia de muertos en el estado
de Hidalgo. En un estudio sobre la parte aérea de esta planta se logré aislar una
lactona sesquiterpénica conocida como leukodina (Martinez, 1958). De un extracto de
raiz de Stevia pilosa se aislaron B-sitoesterol, estigmasterol y derivados de longipineno
(Pérez, 2006).

El B-sitoesterol, estigmasterol junto con el campesterol son los fitoesteroles mas
comunes consumidos en dieta. Como su nombre lo indica son los esteroles de las
plantas. Su capacidad de reducir la absorcion de colesterol, logrando proteccion
contra enfermedades cardiovasculares, los vuelve un blanco de estudio (Zhao y col.,
2009).

Otra vertiente en el estudio de los fitoesteroles esta enfocada en las propiedades
anticancerigenas que presentan; se ha reportado mayor actividad anticancerigena del
B-sitoesterol en células de cancer de mama comparada con células de cancer de
pulmén y de cancer de piel (Vundru, 2013). El B-sitoesterol ha mostrado tener efectos
antiproliferativos y tener la capacidad de inducir apoptosis en cancer de colon, mama,
y préstata (Zhao y col., 2009).

En células de cancer de préstata androgeno dependientes (LNCaP) y andrégenos
independientes (PC-3), se observd que los extractos metandlicos de raiz de Stevia
pilosa y Stevia eupatoria, disminuyeron la proliferacién en estas lineas celulares.
Respecto a la capacidad de migracion de PC-3, disminuyd en presencia tanto de
Stevia pilosa como Stevia eupatoria (Martinez, 2020). Estudios en nuestro grupo de
trabajo se ha reportado que extractos acuosos de hoja y flor de Stevia pilosa mostraron
tener efectos en la disminucién de la proliferacion y migracién en lineas celulares de
cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-231; mientras que en la linea celular de
fibroblastos humanos, HDFn, a las mismas concentraciones no tuvieron efecto en la
proliferacion celular.

El extracto acuoso de flor de Stevia pilosa aun no se ha caracterizado. En estudios
previos en otros extractos de Stevia pilosa, se logré identificar algunos compuestos
bioactivos que pueden tener efectos beneficiosos en la salud. Por lo cual, la
identificacion de metabolitos secundarios presentes en el extracto es fundamental
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para comprender sus propiedades terapéuticas y asi en un futuro disefiar productos
naturales y medicamentos que puedan aprovechar esas propiedades.
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3. JUSTIFICACION

Los casos de cancer de mama han ido aumentando hasta posicionarse como la
primera causa de muerte en las mujeres a nivel mundial. El cancer de mama se
encuentra en el primer puesto de los tipos de cancer con mayor incidencia (OMS,
2021). Los tratamientos actuales para combatir este tipo de cancer presentan fuertes
efectos secundarios y en muchos casos son inefectivos, en especial cuando se trata
tumores en estados avanzados de la enfermedad (Dornelles y col., 2015). Es por esto
que es relevante buscar nuevas alternativas de fuentes terapéuticas con potencial
anticancerigeno, que sean mas eficientes y tengan menos efectos secundarios. En
particular, se ha prestado especial atencion a sustancias de origen natural como
objeto de estudio, por su uso en la medicina tradicional (Khare y Chandra, 2019).
Generalmente, se utilizan extractos de diferentes partes de una planta para
aprovechar las propiedades que poseen sus metabolitos secundarios. Un género que
ha presentado diversas actividades biologicas es el género Stevia, muchas de las
especies que lo conforman poseen actividad antinflamatoria, antioxidante, incluso
antiproliferativa y antimigratoria (Alvarez, 2005; Pérez, 2006; Martinez y col., 2020).
Dentro de este género se encuentra la especie Stevia pilosa, que ha demostrado in
vitro tener actividad antiproliferativa y antimigratoria en lineas celulares de cancer de
prostata y mama (Zhao y col., 2009; Martinez y col., 2020). Aunque se ha estudiado
su capacidad para inhibir proliferacion y migracion celular, se sabe poco acerca de su
mecanismo de accion, el tipo de muerte celular que induce, efectos en el ciclo celular,
se desconoce si es capaz de disminuir o inhibir los procesos de angiogénesis y
metéstasis. El extracto acuoso de flor de Stevia pilosa, se habia estudiado en lineas
celulares, por lo que hacer estudios en otros modelos in vivo presentd un acercamiento
mas certero hacia lo que sucede en el cuerpo humano durante este proceso de
carcinogénesis. Una alternativa ampliamente utilizada para observar angiogénesis es
el ensayo de la membrana corioalantoidea (CAM) de embrién de pollo, el cual permite
observar el progreso en el desarrollo de los vasos sanguineos, indicadores del
proceso angiogénico. El estudio de estos procesos contribuyd a entender posibles
efectos del extracto de Stevia pilosa en procesos clave de la carcinogénesis. En este
trabajo de investigacién, se plante6 la identificacion de algunos metabolitos
secundarios que nos ayudaron a explicar los efectos anticancerigenos del extracto.
Para tener un mayor panorama de cOmo es que actla el extracto acuoso de Stevia
pilosa, se propuso estudiar los posibles efectos del extracto en el ciclo celular,
promocién de la apoptosis, asi como evaluar el proceso de angiogénesis utilizando el
ensayo de la membrana corioalantoidea (CAM).
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué metabolitos secundarios estan presentes en el extracto acuoso de flor de Stevia
pilosa y cual es su efecto sobre la apoptosis, ciclo celular, angiogénesis en lineas
celulares de cancer de mama y en un modelo de embrion de pollo?
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5. HIPOTESIS

El extracto acuoso de flor de Stevia pilosa contiene metabolitos secundarios que
pueden promover apoptosis, provocar arresto del ciclo celular e inhibir la angiogénesis
en lineas celulares de cancer de mamay en un modelo de embrién de pollo.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Identificar metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de flor de Stevia
pilosa y evaluar el efecto anticancerigeno del extracto en lineas celulares de cancer
de mamay en un modelo de embrién de pollo.

6.2 Objetivos especificos

» |dentificar metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de flor de
Stevia pilosa, por medio de cromatografia de gases acoplada a masas.

» Analizar mediante citometria de flujo el efecto del extracto acuoso de flor de
Stevia pilosa en el arresto del ciclo celular en lineas celulares MCF-7 y MDA-
MB-231.

» Evaluar el efecto del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa en la promocién
de la apoptosis, utilizando citometria de flujo en lineas celulares MCF-7 y MDA-
MB-231.

= Determinar el efecto del extracto de Stevia pilosa en la capacidad de invasion
de las células MCF-7 y MDA-MB-231.

» Evaluar el efecto antiangiogénico del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa
en un modelo de embrién de pollo mediante ovoscopia.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Materiales
Las lineas celulares de cancer de mama dependientes de hormonas MCF-7 y células
independientes de homonas 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 Dra. Maura Cardenas Garcia, Facultad de Medicina de la
Benemeérita Universidad Autbnoma de Puebla, respectivamente.

7.2 Métodos

7.2.1 Cultivo celular
Los dos tipos celulares se cultivaron con medio de Cultivo Eagle Modificado de
Dulbecco DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino, al 1% de solucién
penicilina-estreptomicina. Se cultivaron a una temperatura constante de 37 °C y
atmosfera al 5% de CO2.

7.2.2 Identificacibn de metabolitos secundarios por Cromatografia de
gases acoplada a masa (CG-MS)

Este analisis es versétil para separar, identificar y cuantificar sustancias desconocidas.
Es la técnica mas efectiva para el analisis de compuestos organicos volatiles de
matrices complejas, en una amplia variedad de concentraciones, es por eso que se
utilizé para identificar algunos metabolitos secundarios presentes en el extracto
acuoso de flor de Stevia pilosa.
La cromatografia se llevo a cabo en el CICATA-IPN Querétaro, por el investigador Dr.
Pedro A. Vazquez Landaverde, bajo las siguientes condiciones:
0.1 g de muestra se colocaron en un vial de 20 mL, con tapa de magnética y septum
de teflén/silicon. La muestra fue agitada a 200 rpm y calentada a 50°C durante 1 hora,
para su extraccion con fibra de microextraccién en fase sélida de 2 cm, compuesta
por PDMS/DVB/CAR (Supelco, Sigma Aldrich, California, EUA). La fibra fue desorbida
térmicamente a 250°C en el puerto de inyeccion en modo splitless de un cromatografo
de gases 7890A (Agilent Techologies, Inc., California, EUA), acoplado a un detector
de espectrometria de masas cuadrupolar modelo 5975C (Agilent Techologies, Inc.,
California, EUA). Se utilizé una columna capilar HP-5MS (60 m x 250 uym de diametro,
0.25 um de espesor de fase, Agilent Technologies Inc., California, EUA). El programa
de temperatura del horno fue el siguiente: 40°C por 10 min, seguido de un incremento
a 140°C con una velocidad de 3°C/min y tiempo de espera de 20min, seguido de un
incremento a 220°C con una velocidad de 3°C/min y tiempo de espera de 5 min,
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finalmente un incremento a 260°C con una velocidad de 10°C/min donde se mantuvo
por 15 min.

El gas de arrastre utilizado fue Helio (pureza 99.999%), a flujo constante de 1 mL/min.
El detector de espectrometria de masas se utilizO en modo de impacto electrénico a
70 eV, con un Gain Factor de 1, temperaturas de linea de transferencia, fuente de
ionizacion y cuadrupolo de 280°C, 230°C y 150°C respectivamente, y un rango de
masas de 33 a 600 uma.

7.2.3 Andlisis de ciclo celular por tincién con yoduro de propidio
El andlisis del ciclo celular se realiz6 en el citbmetro BD FACSVers™ el kit Cell Cycle
que utiliza yoduro de propidio para tefiir las células. El citbmetro detecta en cual fase
del ciclo celular se encuentran las células.

Se sembraron 100,000 células de cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-231, en placas
de 12 pozos e incubadas durante 24 horas. Posteriormente, se aplico las respectivas
concentraciones ICz2s e ICso del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa (MCF-7 de 46
pHg/mly 91 pg/ml; MDA-MB-231 de 75 pg/mly 145 pg/ml) y se incubaron durante otras
24 horas. Las células posteriormente fueron recolectadas, se centrifugaron a 300 g
durante 5 min, se sometieron a un lavado con PBS, se volvieron a centrifugar a 300 g
por 5 min, y se fijaron con 250 pl de etanol frio al 70%, incubando durante 3 h.
Transcurrido ese tiempo se centrifugd a 300 g por 5 min para retirar el etanol y se
hicieron dos lavados con PBS. Posteriormente, se agregaron 150 pl del reactivo Cell
Cycle en oscuridad y se incubaron durante 30 min. Finalmente, se leyeron en citbmetro
BD FACSVers™,

7.2.4 Evaluacién de apoptosis

Se utiliz6 citometria de flujo para medir el porcentaje de células en apoptosis. El
citbmetro BD FACSVers™, detecta emisiones fluorescentes cuando se unen
antigenos a un fluorocromo.

Se analizaron células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, fueron sembradas
100,000 células en placas de 12 pozos e incubadas durante 24 horas. Trascurrido ese
tiempo se adicionaron las respectivas concentraciones IC2s e ICso del extracto acuoso
de flor de Stevia pilosa (MCF-7 de 46 ug/mly 91 ug/ml; MDA-MB-231 de 75 pg/mly
145 pg/ml). Después de 24 horas de tratamiento, las células fueron recolectadas, se
centrifugaron a 300 g por 5 min, se sometieron a un lavado con PBS. Fueron
transferidos 100 ul de la suspension a un nuevo tubo donde se incubd con el
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fluorocromo FITC anexina V por 20 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.
Finalmente, se leyeron en el citometro BD FACSVers™.

7.2.5 Evaluacioén de la Invasividad en camaras Transwell

Para este ensayo se utilizaron cdmaras Transwell a las cuales se les adicioné 100 pl
de Matrigel, para simular la matrix extracelular, se incubaron los insertos de camaras
Transwell con el matrigel durante 30 min a temperatura ambiente para que este Ultimo
se polimerice. Posteriormente las células, se sembraron 50,000 células de las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231, fueron tratadas con las respectivas concentraciones
IC25 e ICs0 del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa (MCF-7 de 46 pg/mly 91 pg/ml;
MDA-MB-231 de 75 pg/ml y 145 pg/ml), para la preparacion de ambas
concentraciones, asi como para el control se empled medio sin suero fetal bovino. Se
afiadié medio con 10% de suero fetal bovino en el compartimiento inferior de la camara
y se incubaron durante 24 horas para permitir la invasion de las células desde la cara
apical hacia la parte basal. Después del periodo de incubacion, las células que
lograron invadir se lavaron dos veces con PBS, se afiadié metanol y se incubaron a
temperatura ambiente por 20 min, se volvieron a lavar con PBS, se tifieron con Giemsa
stain y se incubaron en oscuridad por 20 min, y se lavaron con PBS. Se utilizaron
hisopos para retirar las células que no lograron invadir y el matrigel. Una vez retiradas
esas células se prosiguio a realizar el conteo celular en el microscopio y a la toma de
fotografias.

7.2.6 Evaluacion de metastasis y angiogénesis en un modelo de embrién de
pollo

7.2.6.1 Incubacién de huevos de pollo

Se adquirieron huevos fértiles tipo ALPES de 0-3 dias, los cuales eran libres de
patdgenos. Los huevos fertilizados se transfirieron a una incubadora humidificadora a
37.5 °C con una humedad del 55%, equipada con un rotador automatico. El
movimiento cada 2 horas evitd que el embrion se adhiriera a las membranas. Al tercer
dia de incubacion, se realizé un orifico, con ayuda de unas pinzas estériles, de
aproximadamente 3 mm de diametro en la cascara del huevo y posteriormente se
cubrié con papel Parafilm para evitar contaminaciones y/o deshidratacion. El orificio
ayudd a cambiar la presiéon dentro del huevo y evitar que la CAM se pudiera unir a la
membrana de la cédscara. Una vez cubierto el orificio, los huevos regresaron a la
incubadora.
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7.2.6.2 Implantacion de las células de cancer de mama

En el dia 5 de incubacion, se extendio la perforaciéon a 3 cm de diametro en la parte
superior de la cascara del huevo, para la visualizacion de la membrana corioalantoidea
(CAM).

Se evalu6 una n=5 para cada grupo. Los grupos con los que se trabajo fueron: Control
sin células, un control con el extracto de Stevia pilosa (sin células), control células
MCF-7(sin tratamiento), 46 pug/ml del extracto para MCF-7 (células + tratamiento), 91
pug/ml del extracto para MCF-7 (células + tratamiento), control células MDA-MB-231,
75 pg/ml del extracto para MDA-MB-231 y 149 ug/ml del extracto para MDA-MB-231.

Se utilizaron 1 millén de células en 30 pul de Matrigel para cada huevo. Se colocaron
en la perforacién del huevo, una gota que contenia las células y matrigel, y 45 pl de la
concentracion evaluada del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa. Para terminar,
se cubrio la perforacion con papel Parafilm y los huevos se regresaron a la incubadora
para terminar con los 11 dias de incubacion.

7.2.6.3 Evaluacién de la angiogénesis en el modelo de embrién de pollo
Para este experimento se visualizé el area superficial de la membrana y se contaron
los vasos sanguineos en los dias 0, 2, 4 y 6, a partir de la implantacion de las células.

Se visualizaron por ovoscopia que es un método diafanoscépico que se basa en la
traslucidez de la cascara y en las diferencias de transmision luminica. El huevo se
puso delante de un foco luminoso en posicién vertical y el interior del huevo quedo
completamente iluminado. Esto permitio ver los vasos sanguineos y llevar un registro
a lo largo de los dias en los que durd el experimento. Posterior a los 11 dias de
incubacion, los huevos fueron expuestos a un cambio drastico de temperatura,
colocandolos en el ultracongelador, esto con el fin de sacrificarlos; se detuvo el ensayo
en este dia debido a que el embrion en esta etapa aln es incapaz de sentir dolor.

7.3 Andlisis estadistico
Para el tratamiento estadistico, los datos se analizaron mediante analisis de varianza
ANOVA de una via por medio del programa GraphPad Prisma 6. Posteriormente se
realizé la prueba post-hoc de Tukey de 3 experimentos independientes con tres
repeticiones cada uno. Los valores fueron expresados como la media + desviacion
estandar.

7.4 Disposicion de residuos
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Los residuos que tuvieron contacto con los cultivos celulares fueron inactivados con
una solucion de cloro por 24 h y a continuacion desechados en una bolsa roja para
residuos para su posterior recoleccion por una empresa especializada. Los desechos
bioldgicos, los embriones de pollo, fueron colocados en una bolsa amarilla, para
residuos biolégicos y puestos en congelacion hasta su recoleccion por una empresa
especializada. Segun lo establecido por la seccion 7.4 de la NOM-052-SEMARNAT-
2005 gue establece los requisitos para el manejo de residuos peligrosos biolégicos-
infecciosos (RPBI), generados en laboratorios y hospitales.
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de metabolitos secundarios por Cromatografia de
gases acoplada a masa (CG-MS)

Se analiz6 el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa por medio de cromatografia de
gases acoplado a masas (CG/MS) para la identificacion de compuestos de tipo volatil
gue estuvieran presentes en el extracto. La figura 9 corresponde al cromatograma
obtenido, en la que se puede observar los tiempos de retencion y la abundancia.

Los compuestos registrados con esta técnica se muestran en la Tabla 1. En la tabla
se indica el porcentaje de area en el cromatograma, el tiempo de retencion (TR),
namero CAS, el porcentaje de parecido con la biblioteca en la que se identificaron vy,
en la Ultima columna, se muestra su clasificacion.

Se encontraron un total de 28 compuestos en el extracto. Se identificaron acidos
carboxilicos como el acido hexanoico y el acido n-decanoico, alcoholes como 2,3-
butanodiol, compuestos fendlicos como la cumarina, cetonas, lactonas como la
butirilactona y pantolactona, ésteres, aldehidos, asi como también la presencia de
diferentes terpenos como maltol, D-limoneno, O-cimeno y piperonal, entre otros.
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Figura 9. Cromatograma de los compuestos presentes en el extracto acuoso de Stevia
pilosa obtenido por la técnica de cromatografia de gases.
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Tabla 1. Identificacién de compuestos volatiles en el extracto acuoso de flor de
Stevia pilosa mediante CG/MS

% PARECIDO

COMPUESTO % AREA TR NO. CAS BIBLIOTECA CLASIFICACION
Acido acético 34.41 8.273 000064-19-7 90 Acido carboxilico
2,3-Butanodiol 12.7 16.9826 | 000513-85-9 90 Alcohol
Acido nonanoico 9.65 44.775 000112-05-0 90 Acido carboxilico
2’4'7'9'Te”2r?f’;ro31"5'decy”e' 5.71 52.859 | 000126-86-3 01 Alcohol
Cumarina 5.06 54.954 000091-64-5 95 Compuesto fendlico
Acido benzoico 3.08 40.031 000065-85-0 94 Acido carboxilico
Acido octanoico 2.49 39.753 000124-07-2 90 Acido carboxilico
Hexyl isobutyrate 2.42 49.838 002348-07-7 78 Acido carboxilico
Acido hexanoico 1.77 29.856 000142-62-1 85 Acido carboxilico
Acido dodecanoico 1.64 68.04 000143-07-7 97 Acido carboxilico
Acido n-decanoico 0.74 49.456 000334-48-5 95 Acido carboxilico
Ethanone, 1-(1H-pyrrol-2-yl)- 1.16 33.42 001072-83-9 91 Cetona
Butirolactona 0.66 23.86 000096-48-0 91 Lactona
0O-cimeno 0.66 30.594 | 000527-84-4 86 Terpeno
D-limoneno 0.53 30.833 005989-27-5 90 Terpeno
Pantolactona 0.52 32.023 000599-04-2 72 Lactona
Mellein 0.52 65.867 000480-33-1 96 Ester
Dibutilftalato 0.48 89.452 | 000084-74-2 91 Ester
Alcohol fenetilico 0.36 36.176 000060-12-8 76 Alcohol
Maltol 0.24 35.898 000118-71-8 90 Lactona
Salicato de homomentilo 0.18 86.541 052253-93-7 89 Ester
Dietilftalato 0.18 70.24 000084-66-2 96 Ester
Farmeseno epoxido 0.13 3.568 083637-40-5 77 Terpeno
Acido hexadecanoico,metll 0.1 87.847 | 000112-39-0 08 Ester
Piperonal 0.1 47.283 000120-57-0 74 Terpeno
Tributilfosfato 0.1 74.367 000126-73-8 72 Ester
Dimetilsulfuro 0.05 22.236 000067-71-0 80 Ester
2-metil-pentenal 0.04 28.019 000623-36-9 72 Aldehido
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8.2 CURVAS DE PROLIFERACION
8.2.1 Curva de proliferacion linea celular MCF-7

La linea celular MCF-7 evaluada con el extracto de flor de Stevia pilosa presento una
disminucién de células vivas, estadisticamente significativa en todos los grupos
evaluados con respecto al control. En la concentracion de 25 pg/ml, se obtuvo un
porcentaje de viabilidad del 60%. En las siguientes concentraciones, 50, 75, 100 y 200
pg/ml, se obtuvieron porcentajes de 59, 52, 47 y 38, respectivamente (Figura 10). El
porcentaje registrado para 300 pug/ml fue de 35. Mientras que en la concentracién de
500 pg/ml las células vivas disminuyeron hasta llegar a 18.4%. Finalmente, a la mayor
concentracion evaluada, 1000 pug/ml, no se observaron células vivas en los conteos.
La concentracion inhibitoria 50 (ICso) calculada para esta curva de proliferacion en
esta linea celular fue de 91 pug/ml y la concentracion inhibitoria 25 (IC2s) fue de 46

pg/ml.
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Figura 10. Efecto del extracto acuso de flor de Stevia pilosa en la proliferacion de
células MCF-7 con 24 horas de tratamiento. La gréfica representa la media + EE de
tres experimentos independientes. Para el andlisis estadistico se realizé6 un ANOVA
con prueba post hoc de Tukey (P<0.05).

En este trabajo de investigacion, se llevo a cabo una comparaciéon de los resultados

obtenidos en afios anteriores por nuestro grupo de trabajo y los actuales (Figura 11).

El proposito de esta comparacion fue verificar la variabilidad del efecto del extracto
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cuando su elaboracion se llevo acabo en diferente afio y las cosechas de la planta
también fueron en afos distintos. Para realizar la evaluacion, se utilizd una prueba
estadistica de t-student. En ambos estudios el comportamiento dependiente de la
concentracion se mantuvo y estadisticamente solo las concentraciones de 25 pg/mly
50 pg/ml fueron diferentes. La concentracion inhibitoria 50 (ICso) calculada para el
estudio anterior fue de 96 pg/mly la actual de 91 pg/ml.
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Figura 11. Comparacion de las concentraciones actuales y las obtenidas en afios
anteriores con un extracto acuoso de Stevia pilosa de diferente afio de cosecha, en la
linea celular MCF-7. Los resultados se analizaron con una prueba t-student con un
valor de p<0.05.

8.2.2 Curva de proliferacion de la linea celular MDA-MB-231

Al evaluar las mismas concentraciones en células hormono-independientes, MDA-MB-
231, se observo que el porcentaje de células vivas disminuyd de forma dependiente
de la concentracion. Se present6 una disminucion significativa de la proliferacién con
respecto al control desde los 75 pg/ml (Figura 12). Las concentraciones de 25y 50
png/ml no presentan diferencias estadisticamente significativas comparadas con el
control obteniendo un porcentaje de 91 y 89.9%, a concentraciéon de 75 pg/ml mostré
un 71.74% de células vivas, esta concentracion es estadisticamente diferente a la de
100 pg/ml, donde se obtuvo un porcentaje de 51.72. Por medio del analisis estadistico
se obtuvo la concentracion media inhibitoria de 149 pg/ml y concentracion inhibitoria
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25 (IC2s) fue de 74.5 pg/ml. En la concentracion de 200 pg/ml, se obtuvo un porcentaje
de células vivas de 35.26%, la concentracion de 300 pg/ml es de 31.54%, esta no es
significativamente diferente a la concentracion de 200 pug/ml. En 500 pg/ml, se obtuvo
11.56%. Para la concentracion de 1000 pg/ml no se registraron células vivas.

150

1004

a

a a

b
C
50 - d
- d
. e
T
e

T T T T o

Q ,1/<0 %Q ,\<’.> QQ QQ QQ QQ QQ

Y v ) \2) ,\/0

% células vivas

o
L

Concentracion (mg/ml)

Figura 12. Efecto del extracto acuso de flor de Stevia pilosa en la proliferacién de
células MDA-MA-2321 con 24 horas de tratamiento. La grafica representa la media +
EE de tres experimentos independientes. Para el andlisis estadistico se realizé un
ANOVA con prueba post hoc de Tukey (P<0.05).

Se realizé la comparacion de los resultados actuales en la linea celular MDA-MB-231
con los registrados en afios anteriores con el extracto de flor de Stevia pilosa, se pudo
observar que ninguna de las concentraciones evaluadas presenta una diferencia
estadisticamente significativa (Figura 13). En esta linea celular se observé un
comportamiento dependiente de la concentracion, en el que a mayor concentracion
se registra un porcentaje menor de células vivas. La concentracion inhibitoria 50 (ICso)
calculada para el estudio anterior fue de 152 pg/mly la actual de 149 pg/ml.
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Figura 13. Comparacion de las concentraciones actuales y las obtenidas en afios
anteriores con un extracto acuoso de Stevia pilosa de diferente afio de cosecha, en la
linea celular MDA-MB-231. Los resultados se analizaron con una prueba t-student con
un valor de p<0.05.

8.3 Andlisis de ciclo celular por tincion con yoduro de propidio
8.3.1 Citometria de flujo en la linea celular MCF-7

Para determinar el efecto del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa sobre el ciclo
celular, se evaluaron las concentraciones 46 pg/ml y 91 pg/ml respectivamente,
calculadas previamente con ayuda de las curvas de proliferacion.

En la figura 14, se muestran los histogramas de ciclo celular o perfiles de ciclo celular
(Figura 14a-c). En estas gréaficas se representa el contenido de ADN de las células
en el eje abscisas y la frecuencia de las células en el eje de las ordenadas. Con este
analisis es posible observar las células que se encuentran en fase Go/G1, en la fase
Sy G2/M.

El primer histograma (Figura 14A) corresponde al control, el segundo (Figura 14B) a
la concentracion 46 pug/ml y el tercero (Figura 14C) a la concentracion 91 pg/mi.
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Figura 14. Arresto del ciclo celular en células de cancer de mama MCF-7 causado por
el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa evaluado por medio de citometria de flujo
con yoduro de propidio. Los histogramas representan la media de tres experimentos
independientes.

En la gréfica (Figura 15), se puede observar que en el control las células se encuentran
principalmente entre la fase S y G2/M, con porcentajes de 8.85 y 89.85,
respectivamente. En la primera concentracion evaluada, 46 pg/ml, la distribucion
cambia, las células en G2/M disminuyen obteniendo 49.23%, las células en la fase
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Go/G1 y fase S registran un aumento significativo llegando a un 26.96% y 24.3%,
respectivamente. Con la concentracion 91 pg/ml, se presenta un comportamiento
similar en el que disminuyen los porcentajes de células en G2/M con 36.32%, y se
observa un incremento en la cantidad de células en fase Go/G1l hasta 40.36%.
Indicando un arresto del ciclo celular en la fase Go/G1 en ambas concentraciones
evaluadas.
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Figura 15. Arresto del ciclo celular en MCF-7 causado por el extracto acuso de Stevia
pilosa. La gréafica representa la media + EE de tres experimentos independientes. Para
el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA con prueba post hoc Tukey (P<0.05).

8.3.2 Citometria de flujo en la linea celular MDA-MB-231

Para la linea celular MDA-MB-231 también se evaluaron las concentraciones 75 pg/ml
y 149 pg/ml (Figura 16 A-C). En la figura 16A, correspondiente al control se registré
que el 78.28% de las células se encontraban en la fase G2/M, 11.72% en la fase
GO0/G1ly 12.08% en fase S, en el segundo histograma observamos que al tratar las
células con la concentracion de 75 pg/ml (Figura 16B) disminuye el porcentaje de
células en fase G2/M llegando al 24.31%, en fase Go/G1 aumentaron hasta 23.26 %
y en la fase S se registrO un porcentaje de 55.65%. Al evaluar la siguiente

concentracion, 149 pg/ml, (Figura 16C) el porcentaje de células en fase S desciende
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hasta el 40.85% y se registra un aumento en las células en fase Go/G1 hasta llegar a
un porcentaje de 53.93%. Demostrando se promueve el arresto del ciclo celular en la
fase GO/G1 cuando se trata a las células con las concentraciones del extracto acuoso
de flor de Stevia pilosa. Los resultados obtenidos se presentan de forma gréfica en la
Figura 17.
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Figura 16. Arresto del ciclo celular en células de cancer de mama MDA-MB-231
causado por el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa evaluado por medio de
citometria de flujo con yoduro de propidio. Los histogramas representan la media de
tres experimentos independientes.
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Figura 17. Arresto del ciclo celular en células de cancer de mama MDA-MB-231
causado por el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa evaluado por medio de
citometria de flujo con yoduro de propidio. La gréfica representa la media + EE de tres
experimentos independientes. Para el andlisis estadistico se realiz6 un ANOVA con
prueba post hoc Tukey (P<0.05).

8.4Evaluacién de apoptosis
8.4.1 Citometria de flujo con Anexina V en MCF-7

Para identificar la induccién de apoptosis causada por el extracto acuoso de Stevia
pilosa se realiz6 citometria de flujo usando Anexina V. En Figura 18, se muestran los
resultados obtenidos. El primer cuadrante identificado con la letra Q1 corresponde a
las células que sufrieron necrosis, el cuadrante Q2 corresponde a las células con
apoptosis tardia, Q3 son células que presentan apoptosis temprana y Q4 representa
a las células vivas. Se presentan los resultados del control positivo, en cual se le
adicion6 H202 para promover la apoptosis (Figura 18A), el control de células MCF-7
las cuales no se les adicion6 ningun tratamiento (Figura 18B), finalmente se presentan
las dos concentraciones a evaluar 46 pg/mly 91 pg/ml (Figura 18 C-D).
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Figura 18. Induccion de apoptosis en células de cancer de mama MCF-7 causado por

el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa evaluado por medio de citometria de flujo

con Anexina V. Los resultados representan la media de tres experimentos
independientes.
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En la figura 19 A, se muestra la gréfica con los porcentajes obtenidos tomando en
cuenta las células en apoptosis temprana y apoptosis tardia. El control positivo tuvo
un porcentaje de apoptosis de 36.2%, en el control el porcentaje fue de 1.5%, para la
concentracion 46 pg/ml fue de 47% finalmente hubo un incremento hasta 52% en la
concentracion 91 pg/ml. Ambas concentraciones evaluadas presentaron diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control positivo y al control de las células
MCF-7. En la figura 21 B se muestran los porcentajes de células vivas, células en
apoptosis temprana, células en apoptosis tardia y las células con necrosis.
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Figura 19. Induccion de apoptosis en células de cancer de mama MCF-7 causado por
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el extracto de Stevia pilosa evaluado por medio de citometria de flujo con Anexina V.
A. Porcentaje de células en apoptosis. B. Porcentajes de células vivas, en apoptosis
temprana, apoptosis tardia y necrosis. Las gréficas representan la media + EE de tres
experimentos independientes. Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA con
prueba post hoc Tukey (P<0.05).

8.4.2 Citometria de Anexina V en la linea celular MDA-MB-231

Al evaluar la linea celular MDA-MB-231 se obtuvieron los resultados mostrados en la
figura 20. Se presenta el control positivo, el control de MDA-MB-231 y las
concentraciones 75 pg/mly 149 pg/ml. En la figura 21 A, se muestra la gréfica con los
porcentajes obtenidos en los cuales se tomaron en cuenta tanto las células en
apoptosis temprana como las de apoptosis tardia para calcular el % de apoptosis. En
la figura 21 B se muestran los porcentajes de células vivas, células en apoptosis
temprana, células en apoptosis tardia y las células con necrosis. Se registré en el
control positivo un porcentaje de apoptosis de 46.25%, en el control el porcentaje fue
de 2%, para la concentracion 75 pg/ml fue de 28% finalmente hubo un incremento
hasta 45.7% con la concentracion de 149 pg/ml. Ambas concentraciones evaluadas
presentaron diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (Figura
21 A-B).
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Figura 20. Induccién de apoptosis en células de cancer de mama MDA-MB-231
causado por el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa evaluado por medio de
citometria de flujo con Anexina V. Los resultados representan la media de tres
experimentos independientes.
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Figura 21. Induccién de apoptosis en células de cancer de mama MDA-MB-231
causado por el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa evaluado por medio de
citometria de flujo con Anexina V. A. Porcentaje de células en apoptosis. B.
Porcentajes de células vivas, en apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis. La
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grafica representa la media £ EE de tres experimentos independientes. Para el analisis
estadistico se realiz6 un ANOVA con prueba post hoc Tukey (P<0.05).

8.5 Evaluacién invasion en MCF-7

En el ensayo de invasion con camaras Transwell de la Figura 22 A-C, se observan las
células de la linea celular MCF-7 que lograron atravesar la membrana del inserto
recubierta de matriz extracelular tipo gelatina (Matrigel) que permite simular la matriz
extracelular. Para este ensayo, se probaron dos concentraciones del extracto acuoso
de Stevia pilosa de 46 pug/mly de 75 pg/ml, asi como un control en el cual se utilizo
medio DMEM sin suero fetal bovino. Para la parte inferior de la camara se colocé
medio DMEM suplementado con suero fetal bovino. Las micrografias mostradas en
las figuras 22 A-C fueron tomadas a las 24 horas de tratamiento después de ser
tefiildas con colorante Giemsa Strain.
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Figura 22. Micrografias del ensayo de invasion con camaras Transwell en la linea
celular MCF-7 tratadas por 24 horas con el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa.
A-C se muestra los grupos evaluados control y las concentraciones 46 pug/ml y 91
pg/ml . Las micrografias representan la media de tres experimentos independientes.

En la figura 23, se muestra de forma grafica el promedio de los porcentajes de células
invasivas obtenidas en el ensayo. El control representa el 100% de las células
invasivas de la linea celular MCF-7, al evaluar la concentracion 46 pg/ml el porcentaje
de células disminuye hasta 52%, con la segunda concentracién se observa que el
porcentaje llega a 44.43%.
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Figura 23. Ensayo de invasién con camaras Transwell en la linea celular MCF-7
tratadas con las concentraciones de 46 ug/ml y de 91 pg/midel extracto acuoso de
Stevia pilosa. La gréfica representa la media *+ EE de tres experimentos
independientes. Para el andlisis estadistico se realizé un ANOVA con prueba post hoc
Tukey (P<0.05).

8.5.1 Evaluacion invasion en MDA-MB-231
En la figura 24 A-C, se presentan las fotografias correspondientes al ensayo de
invasion en camaras Transwell de la linea celular MDA-MB-231, la figura 24A
corresponde al control, la 24B a la concentracion de 75 pg/ ml y la figura 24C a la
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concentracion de 149 pg/ ml. La figura 25 muestra de forma gréfica los porcentajes
obtenidos después de realizar 3 experimentos independientes. El control corresponde
al 100%, en la concentracién de 75 pg/ml se obtuvo un porcentaje de 68.7% y con la
de 149 pg/ml se registré una disminucion en el porcentaje de células invasivas de
51.09%. Se presenta un comportamiento dependiente de la concentracion en la que
a una concentracion mas elevada el porcentaje de células invasivas decrece.
Mostrado ambas concentraciones una diferencia estadisticamente significativa tanto
con control como entre ellas. Observandose asi un efecto en la invasion dependiente

de la concentracion.
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Figura 24. Micrografias del ensayo de invasion con camaras Transwell en la linea
celular MDA-MB-231 con el extracto acuoso de Stevia pilosa. Las micrografias
representan los grupos evaluados, el A corresponde al control de MDA-MB-231, el B
y C muestran los resultados de las células tratadas con las concentraciones de 75
pug/ml y 149 pg/ml. Las micrografias representan la media de tres experimentos
independientes.
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Figura 25. Ensayo de invasién con camaras Transwell en la linea celular MDA-MB-
231 con el extracto acuoso de Stevia pilosa. La gréafica representa la media + EE de
tres experimentos independientes. Para el analisis estadistico se realiz6 un ANOVA
con prueba post hoc Tukey (P<0.05).

8.6 Evaluacién de angiogénesis
8.6.1 Ensayo de angiogénesis con el extracto de Stevia pilosa

Para probar el posible efecto del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa se evaluaron
dos concentraciones del extracto, 75 pg/ mly 149 ug/ml, asi como un control sano. En
la Figura 26, se muestran las fotografias tomadas en el dia 0 que correspondiente al
dia en el que se inici6 el experimento, igualmente se muestra el dia 2, 4 y 6. El dia 6
corresponde al dia 11 de la incubacion de los embriones de pollo.
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En la figura 27, se presenta de forma gréfica el conteo de nimero de vasos a través
de los dias que duré el experimento. En el dia O ninguna de las concentraciones
evaluadas ni el control presentaron diferencia estadisticamente significativa. En el
grupo control se registraron en promedio 11.66 vasos sanguineos, en el grupo de la
concentracion de 75 pg/ml se observaron 12.33 vasos sanguineos y en el grupo con
la concentracion de 149 pg/ml se observaron 10.33 vasos sanguineos. En el dia 2, el
control tuvo 15.33, en la concentracién de 75 pg/ml fueron 14 vasos sanguineos y
11.33 vasos con la concentracion de 149 ug/ml. En el dia 4 del ensayo, el control sano
y la concentracion de 75 pg/ml no presentan diferencia estadistica con 20.33 vasos
sanguineos y 16.66, respectivamente. Sin embargo, la concentracion de 149 ug/ ml
tiene un conteo de 12 vasos sanguineos y presenta una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control y a la concentracién de 75 ug/ ml. El dltimo dia del
ensayo, el dia 6, el niumero de vasos sanguineos continua aumentando en el control
hasta llegar a 25, para la concentracion de 75 pg/ml se registraron 18.33 vasos
sanguineos y con 149 ug/ml presenta 12.66 vasos. Ambas concentraciones
presentaron una diferencia estadistica con respecto al control y entre ellas. Mientras
que en el control sano el conteo de numero de vasos sanguineos aumenta
significativamente al pasar de los dias, en las concentraciones evaluadas a partir del
dia 4 podemos observar que el nimero de vasos sanguineos se mantienen hasta el
final del experimento.
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Figura 26. Fotografias de los embriones en el ensayo de angiogénesis. Las
fotografias muestran la membrana corioalantoidea de los grupos evaluados a lo largo
de los dias que duro el experimento. Se evaluaron el control sano y las dos
concentraciones del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa 75 pug/mly 149 ug/ml. Las
fotografias representan la media de tres experimentos independientes.
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Figura 27. Ensayo de angiogénesis en embriones de pollo tratados con el extracto
acuoso de flor de Stevia pilosa. La gréafica representa la media + EE de tres
experimentos independientes.

8.6.2 Ensayo de angiogénesis en la linea celular MCF-7

En la figura 28 se muestran fotografias del ensayo de angiogénesis en embriones de
pollo, a los cuales se les implantaron células MCF-7. En la primera fila se presenta el
control sano, en la siguiente el control de MCF-7 en el que se le implantaron células
de esta linea celular, la tercer fila corresponde a los embriones que se les implantaron
células MCF-7 y adicionalmente la concentracion 46 pg/ml del extracto de flor de
Stevia pilosa. En la ultima fila se puede observar las fotografias de los embriones a lo
que se implantaron células y la concentracion de 91 pug/ml del extracto.

En la figura 29, se muestra la gréafica con los resultados obtenidos del ensayo de
angiogénesis. Los resultados se presentan como nimero de vasos sanguineos en los
diferentes dias que duré el experimento.

Se obtuvieron los siguientes resultados, en el dia 0 el control sano presenté en
promedio 11.66 vasos sanguineos, el control de MCF-7 10.34, con la con la
concentracion de 46 pg/ml 12.33 vasos y con 91 ug/ml 11 vasos sanguineos. Ninguno
de los valores mostré diferencia estadisticamente significativa. Para el dia 2 se
observa un aumento en el nimero de vasos sanguineos en el control sano y el control
con MCF-7 llegando a 15.33 y 21.66, respectivamente. En este mismo dia en las
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concentraciones evaluadas, se contaron 13.66 vasos para la concentracion de 46
pug/mly 12 vasos sanguineos para la concentracién de 91 pug/ml. En el dia 6 el control
sano tuvo 25 vasos sanguineos, en el control de MCF-7 29.66, para 46 pg/ml 14 vasos
y con 91 pg/ml fue de 13 vasos sanguineos. Se puede observar un aumento
significativo del nimero de vasos en los diferentes dias en ambos controles mientras
que en las concentraciones evaluadas en ningun dia se presenta un incremento de
vasos que sea estadisticamente significativo. Al comparar el control sano y el control
con células MCF-7 se muestra un aumento en el nUmero de vasos sanguineos al
implantarles las células de cancer de mama.

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6

Control
Sano

Control
MCF-7
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Figura 28. Fotografias del ensayo de angiogénesis con embriones de pollo
implantados con células MCF-7 previamente tratadas con el extracto acuoso de flor
de Stevia pilosa. Las fotografias muestran la membrana corioalantoidea a lo largo de
los dias que duro el experimento. Se evaluaron el control sano, control de MCF-7 y
las dos concentraciones del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa 46 pg/mly 91
pg/ml. Las fotografias representan la media de tres experimentos independientes.
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Figura 29. Ensayo de angiogénesis en embriones de pollo implantados con células
de cancer de mama MCF-7 tratadas con el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa.
La grafica representa la media + EE de tres experimentos independientes.

8.6.3 Angiogénesis en la linea celular MDA-MB-231

Los resultados del ensayo de angiogénesis en embriones de pollos a los que se les
implantaron células MDA-MB-231 se presentan en la Figura 30.

Se muestran las fotografias tomadas en los dias 0, 2,4 y 6 del ensayo de angiogénesis,
se evaluaron el control sano, control con células MDA-MB-231, embriones de pollo
con células MDA-MB-231 y la concentracion de 75 pg/ml, y embriones con células
MDA-MB-231 y la concentracion de 149 pg/ml (Figura 30).

64



Control
Sano

Control
MDA-MB-231

Figura 30. Fotografias del ensayo de angiogénesis con embriones de pollo
implantados con células MDA-MB-231 previamente tratadas con las concentraciones
de 75 pg/ml y 149 ug/ml del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa. Las fotografias
muestran la membrana corioalantoidea a lo largo de los dias que duré el experimento
0,2, 4 y 6. Se evaluaron el control sano, control de MDA-MB-231 y las dos
concentraciones del extracto acuoso de flor de Stevia pilosa. Las fotografias
representan la media de tres experimentos independientes.
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En la figura 31 se muestra graficamente el nimero de vasos de los embriones de pollo
a lo largo de los dias del experimento, El nimero de vasos sanguineos cuantificados
para el dia 0, no se presenta diferencia estadisticamente significativa en ninguno de
los grupos evaluados. En el dia 2, el control sano y el control de MDA-MB-231
mostraron un aumento en el nimero de vasos con 15.33 y 19.66, respectivamente.
Para las concentraciones evaluadas de 75 pg/mly de 149 ug/ml, se registraron 12.33
y 11.33, respectivamente. Al llegar al dia 4 del experimento, se obtuvieron los
siguientes resultados, control sano tuvo 20.33 vasos sanguineos, control MDA-MB-
231 24.66, la concentracion de 75 pg/ml tuvo 13.33 y con la concentracion de 149
Hg/ml se observaron 11.66 vasos. El dia final del experimento se pudo observar un
aumento en el numero de vasos en el control y control MDA-MB-231. Este ultimo dia
se present6 una diferencia estadisticamente significativa entre el control de MDA-MB-
231 con 32.66 vasos y el control sano 25. Las concentraciones obtuvieron 14.65
vasos con 75 pg/ml y 12.66 vasos con la de 149 upg/ml. En ninguna de las
concentraciones evaluadas es posible observar una diferencia que sea
estadisticamente significativa, durante los dias que duré el ensayo; mientras que en
los controles el incremento de vasos es visible cada uno de los dias evaluados.
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Figura 31. Ensayo de angiogénesis en embriones de pollo implantados con células de
cancer de mama MDA-MB-231 tratadas con el extracto acuoso de flor de Stevia
pilosa. La grafica representa la media + EE de tres experimentos independientes.
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Finalmente, en la figura 32 se muestra de forma grafica la comparacion del conteo de
namero de vasos sanguineos entre los resultados obtenidos cuando se adicionaba a
los embriones de pollo con las concentraciones de 75 pg/mly 150 pl del extracto de
Stevia pilosa (Figura 27-28) y los resultados del conteo de vasos sanguineos cuando
ademas de la concentracion 75 pg/ml y 150 pl, respectivamente, se implantaban
células de cancer de mama MDA-MB-231. La grafica muestra que en la concentracion
de 75 pg/ml no se observa una diferencia estadisticamente significativa, y con la
concentracion de 150 pg/ml se observa diferencia entre el ensayo sin células y el
ensayo con células MDA-MB-231.
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Figura 32. Comparacion entre los resultado entre el extracto de flor de Stevia pilosa
en embriones de pollo y los embriones de pollo implantados con células de cancer de
mama MDA-MB-231 tratadas con el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa. La grafica
representa la media = EE de tres experimentos independientes.
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9. DISCUSION

Para el extracto de la flor de Stevia pilosa en células MCF-7, todas las concentraciones
evaluadas disminuyeron el porcentaje de células vivas y se obtuvo una ICso de 96.4
pg/ml en el ensayo de proliferacion. En células MDA-MB-231, hasta la segunda
concentracion evaluada presentd una diferencia significativa con el control y tuvo una
ICs0 de 152 pg/ml. Las células MCF-7 mostraron mayor sensibilidad al extracto que las
células MDA-MB-231.

Otras especies del género Stevia también han mostrado efecto antiproliferativo en
diversos tipos celulares, como cancer de colon (Caco2), de pulmén (A-549), cancer
cérvicouterino (HeLA), cancer pancreatico, en cancer de mama (MDA-MB-231) y en
células B16F1. En investigaciones anteriores, se reportd que el extracto etandlico de
Stevia rebaudiana, la especie mejor estudiada de este género, presenta una
concentracion inhibitoria media de 230 pg/ml en células de cancer de colon HCT116 y
un extracto metandlico reporta una ICso de 228 pg/ml. En la linea celular MCF-7, un
extracto hidroalcohdlico tiene una ICso de 98.82 pug/ml, una concentracién muy similar
a la obtenida en este trabajo de investigacion; adicionalmente, se ha reportado que el
extracto metanolico de Stevia eupatoria disminuye significativamente las células de
cancer de prostata andrégeno-dependientes (LNCaP) y andrégeno-independientes
(PC-3) a partir de 250 pg/ml (Borgo y col., 2021; Ibrahem y col., 2020; Kulkarni y col.,
2021; Lépez y col., 2016; Martinez y col., 2020; Schokrzadeh y col., 2018; Vasko y col.,
2014).

Evaluaciones realizadas por nuestro grupo de trabajo muestran que el extracto
metandlico de raiz de Stevia pilosa tiene efecto antiproliferativo a concentraciones
mayores de 250 ug/ml en las lineas celulares de cancer de prostata LNCaP y PC-3
(Martinez y col., 2020). Con base en nuestros resultados, podemos reconocer que el
extracto acuoso de flor de Stevia pilosa muestra mayor poder antiproliferativo que la
mayoria de los extractos anteriormente reportados en diferentes especies del mismo
género, al tener efecto similar a concentraciones menores.

Con los ensayos con citometria de flujo de Anexina V, logramos determinar que el
extracto acuoso de Stevia pilosa induce la apoptosis en ambas lineas celulares de
cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-23, se puede observar un incremento en el
porcentaje de células apoptdticas con ambas concentraciones evaluadas (MCF-7 46
pg/mly 91 pg/ml; MDA-MB-231 75 pg/mly 150 pl) . En la linea celular MDA-MB-231,
se observa mayor porcentaje de apoptosis con la concentracién mas alta (149 pg/ml).

68



La apoptosis se define como el proceso ordenado de muerte celular que, bajo
condiciones normales, ayuda a eliminar células que han sufrido algin dafio, han
envejecido 0 que ya no son necesarias. La apoptosis es crucial para prevenir la
proliferacion descontrolada y su posterior acumulacion. En cancer, las células tienden
a perder la capacidad de entrar en apoptosis. Por lo tanto, la promocién de la apoptosis
es fundamental para controlar estas células cancerosas, eliminarlas y frenar la
progresion tumoral. Este proceso esta regulado por una amplia gama de proteinas,
entre las que destacan la activacion de caspasas, proteinas de la familia de Bcl-2 que
controlan la permeabilidad de la membrana, la liberacion del citocromo C, proteinas
proapoptoticas como Bax. Diversos compuestos son capaces de regular positiva o
negativamente todas estas proteinas, entre ellos se encuentran algunos de los
compuestos que logramos identificar en el extracto de Stevia pilosa a los que se le
puede atribuir su efecto antiapoptotico (Kari y col., 2022; Singh y col., 2019)

Al examinar los efectos del extracto acuoso de Stevia pilosa en el ciclo celular, se
observo que en los controles de MCF-7 la mayoria de las células estaban en la fase
G2/M, cuando se expusieron a ambas concentraciones del extracto hubo un cambio de
distribucién en la que las células se acumularon en la fase GO/G1. Con la linea celular
MDA-MB-231, las mayoria de las células se encontraba en fase S, y con el extracto
también se produjo un arresto del ciclo celular en fase GO/G1. La acumulacion de
células de ambas lineas celulares en fase GO/G1 nos indica que el extracto acuoso de
flor de Stevia pilosa causa arresto del ciclo celular con las diferentes concentraciones
evaluadas.

En el arresto en el ciclo celular la célula entra en un estado de “pausa” en el que se
detiene la continuidad normal del ciclo, evitando asi una proliferacién desregulada.
Durante la progresiéon del ciclo celular, es posible encontrar puntos de control que
determinan si la célula es apta para continuar con el ciclo y si hay las condiciones
necesarias para avanzar a la siguiente fase. Las fases principales son fase G1, S, G2y
M, asi como fase GO, en la que las células entran en arresto. El ciclo celular es
cuidadosamente regulado por diversas proteinas, como las ciclinas, las cinasas
dependientes de ciclinas (Cdks), inhibidores de ciclinas (como p21, pl16, pl5y p27)
gue aumentan su expresion en el arresto del ciclo celular, p53 y retinoblastoma, que
detiene la division celular. El extracto de flor de Stevia pilosa tiene compuestos que ha
reportado cambios en la expresion de estas proteinas del ciclo celular (Stallaert y col.,
2022).

Los efectos en la proliferacion, la promocién de la apoptosis y el arresto del ciclo celular
causado por el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa, pueden explicarse por los
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distintos metabolitos que constituyen el extracto. En este trabajo de investigacion,
logramos identificar algunos de los compuestos presentes en el extracto acuoso de flor
de Stevia pilosa; algunos de ellos han demostrado, en diversos estudios, tener
propiedades anticancerigenas; los méas destacables son la cumarina, D-limoneno,
piperonal, 2-pentenal, o-cimeno, la butirolactona y el maltol. Los efectos en cancer de
estos compuestos, al evaluarlos de forma individual son consistentes con los resultados
de este trabajo de investigacion utilizando el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa.

La cumarina es ampliamente estudiada debido a sus diversas actividades biologicas,
desde su capacidad antioxidante hasta efectos en cancer. Se ha comprobado que la
cumarina induce apoptosis y causa arresto del ciclo celular en varias lineas celulares;
se ha reportado que promueve la apoptosis en células de leucemia Jurkat y HL60. Se
ha estudiado a la cumarina conjugada con acido maslinico en las lineas celulares
cancerosas B16-F10, HT29 y HepG2, en las cuales se presentd un efecto citotoxico,
con una tasa de células en apoptosis de entre 40 y 85%; al evaluar la distribucion en el
ciclo celular, se encontré que aumentd el nimero de células que se encuentran en la
fase GO/G1. En células HeLA de cancer cevicouterino, la cumarina causoé arresto del
ciclo celular y apoptosis mediante la disminucion del potencial de membrana, liberacién
de citocromo C, activacién de caspasa 3, se observd una regulacién negativa de NF-
KB y se registrd la liberacién del factor inductor de apoptosis (AIF), una proteina
proapoptotica (Alvarez-Delgado y col., 2009; Annunziata y col., 2020; Appendino y col.,
2004; Chuang vy col., 2007; Vega-Granados y col., 2021; Widelski y col., 2017).

Ahmed y colaboradores reportaron que una cumarina sintetizada inhibia la proliferacion
en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y de préstata PC-3. En la linea celular
PC-3, esta cumarina promovio la detencion del crecimiento en la fase G2/M e indujo la
apoptosis activando la caspasa-9. Sin importar el origen de la cumarina, ya sea de
origen vegetal o sintetizada, se ha demostrado que conserva su efecto en células de
cancer desde muy bajas concentraciones (Ahmed y col., 2020; Wu y col., 2020).

Asimismo, se report6 que la cumarina regulaba la expresion de Mcl-1 en la linea celular
CLL de leucemia linfocitica crénica. Mcl-1 es una proteina antiapoptotica de la familia
de Bcl-2; esta proteina esta sobreexpresada en muchos tumores y se asocia con un
mal prondstico, tumorogénesis y resistencia a quimioterapéuticos (Gholami, 2018;
Wang y col., 2021).

Derivados de cumarina han demostrado mantener efectos significativos en la
proliferacion celular, apoptosis y regulacién del ciclo celular. Algunos de estos incluyen
a la clausenidina, la esculetina y TCH-5, estos derivados han sido probados en
diferentes lineas celulares, como de cancer de colon HT29, de laringe y de cancer de
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mama SK-BR-3. Los estudios revelan que estos derivados de cumarina tienen
capacidad para inhibir la proliferacion, promover la apoptosis por la via intrinseca,
inducir la detencion del ciclo celular en la fase GO/G1, incrementar en la expresion de
p21, Bax, liberacion de Citocromo C, Apaf-1, caspasas 3y 9. La cumarina también tiene
efectos en la generacion de especies reactivas de oxigeno; ademas, se ha demostrado
que diferentes derivados de cumarina disminuyen los niveles de expresion de proteinas
involucradas en la via de sefalizacion de PISK/Akt/mTOR (Cui y col., 2019; Waziri y
col., 2016; Wu y col., 2020; Zhang y col., 2019).

Por su parte, el D-Limoneno, uno de los compuestos que logramos identificar en el
extracto acuoso de Stevia pilosa, se ha estudiado por sus propiedades
anticancerigenas; al probarlo en células de carcinoma gastrico BGC-823, el D-limoneno
logré inducir la formacién de cuerpos apoptoticos y disminuir la expresion de las
proteinas Bcl-2 y p53. En células de cancer de pulmon, disminuye la proliferaciéon
celular y el crecimiento de tumores en ratones; aumentando la expresién de genes
relacionados con la autofagia y apoptosis. El D-limoneno tiene efectos inhibidores de la
proliferacion en células de linfoma, aumenta los niveles de 6xido nitrico (NO) y se
reportd que induce la apoptosis por medio de la activacion de la via de ERK y la
produccién de H202. En células de vejiga humana T24, aumenta la expresion de las
proteinas Bax y caspasa 3, y los niveles de Bcl-2 disminuyen. El D- limoneno, en
combinacién con el quimioterautico 5-FU, aument6 el efecto inhibidor del 5-FU en
solitario (Lu, 2004; Manuele y col., 2010; Ye y col., 2020; Yu y col., 2018).

En cuanto al ciclo celular, se indujo la detencién del ciclo celular en la fase G2/M. En
cancer de mama, se identificaron niveles mas bajos de la ciclina D1 al tratarlas con D-
limoneno. Este metabolito es capaz de promover apoptosis y detencién del ciclo celular
en la fase G2/M en células de cancer de mama MCF-7. A nivel proteico, se detectd una
disminucién en la ciclina B1 y en CDK1; este complejo es capaz de coordinar la
progresion del ciclo celular en la fase G2/M. En esta fase, hay una mayor demanda de
energia para para la transicion G2/M, y el complejo permite a las células detectar y
responder de manera adecuada a este requerimiento energético, promoviendo asi la
respiracion mitocondrial (Chebet y col., 2021; Mandal y col., 2022; Wang vy col., 2014;
Xie y col., 2019; Ye vy col., 2020).

El piperonal, también presente en el extracto de Stevia pilosa, ha sido estudiado en
varias lineas celulares de cancer, derivados de piperonal, por ejemplo, han reportado
inhibir la proliferacion en lineas de cancer de pulmén A549, de cancer de mama MCF-
7, RD de rabdomiosarcoma y de cancer de colon HC116. Adicionalmente, Muhammad
y colaboradores sintetizaron una chalcona sustituida con piperonal, que presenta una
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actividad antiumoral en modelos de ratas con tumores mamarios (MNU) (Aleksandra y
col., 2019; Muhammad y col., 2023).

Por su parte, el 2-pentenal se ha identificado en extractos como Nephelium lappaceum
el cual al probarlo sobre células MCF-7 muestra efectos citotoxicos; ademas, aumenta
los niveles de expresién de la proteina proapoptotica, Bax (Cohen y col., 2020;
Jantapaso y col., 2022).

El compuesto O-cimeno, identificado en el extracto acuoso de Stevia pilosa, se ha
descrito que en células NK incrementa la expresion de ARNm de perforina, granzima
B, CD56 y CD107, los cuales estan relacionados con la promocién de apoptosis. Este
compuesto también se ha identificado en diferentes aceites esenciales y extractos,
como el aceite esencial de Peucedanum dhana A. Ham, Annona Vepretorum vy
Melaleuca alternifolia; estos ultimos han mostrado tener efecto en la proliferacion de
diferentes lineas celulares de cancer como SW480, A549, HelLa, de cancer de pulmon
y en células de melanona B16-f10; promueven la apoptosis y causan arresto del ciclo
celular. Mientras que un derivado del o-cimeno, disminuye la proliferacién, causar
arresto del ciclo celular en GO/G1, incrementa los niveles de p53, p21, PARP, Bax y
caspasa 3y 9 en células de cancer de pulmén NSCLC (Bomfimy col., 2016; Di Martile
y col., 2021; Jo y col., 2021; Khruengsai y col., 2021; Muhammad y col., 2019).

La butirolactona | se ha reportado como un inhibidor de CDK1, CDK2 y CD5, afecta la
via de las MAPK, inhibe la fosforilacion de la proteina retinoblastoma (pRB) y afecta la
progresion del ciclo celular de G1 a Sy en G2/M. La aspernolida A, un derivado de la
butirolactona, tiene efecto sobre las células Hep-2 y TU212, se observo que promovia
apoptosis por medio de la via mitocondrial, incrementaba los niveles de las proteinas
Bax, PARP, y caspasas 3 y 9. Mientras que los niveles de Bcl-2 se vieron disminuidos
(Amry col., 2023; Ahny col., 2020; Ghfar y col., 2021, Kitagawa y col., 1994; Liu y col.,
2019; Zheng y col., 2018).

En cuanto al maltol, se ha comprobado que tiene efectos antiproliferativos y
proapoptoticos en células B16f10 de melanoma, solo y en combinacion con cisplatino;
regula la produccion de IL-2 y disminuye la expresion de PD-L1. En combinacién con
FeSO(4) promueve apoptosis en células HL60 de leucemia .También se ha reportado
la capacidad del maltol para proteger a células de la toxicidad intestinal y nefrotoxicidad
provocada por la administracion de cisplatino. Este efecto protector puede ser
beneficioso al utilizar el compuesto en combinacion con quimioterapéuticos,
contribuyendo asi a disminuir estos efectos secundarios (Han y col., 2023; Mi y col.,
2018; Murakami y col., 2006; Wen-ting y col., 2022).

Diversos componentes reportados con anterioridad en Stevia pilosa han demostrado
tener actividades biolégicas, como algunos fitoesteroles especificamente el 3-sitosterol
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y el estigmasterol, asi como ciertos flavonoides tales como la quercetina y la luteolina
(Carifio y col., 2007).

Estudios de Bouic y Lamprecht han reportado que el B-sitosterol tiene propiedades
antiinflamatorias, angiogénicas e imunoreguladoras (Bouic y Lamprecht, 1999). En
células de cancer induce arresto del ciclo celular, modifica el patrén de fosfolipidos de
la membrana y favorece la apoptosis (Fink y Award, 2000). También se reporta que
activa la via de sefalizacion de Fas en células de cancer de mama (Awad, 2007).

En células de cancer de mama MCF7, el B-sitosterol disminuye los niveles de PI3K y
pAKt cuya via puede estar involucrada en el efecto antiproliferativo que se ha
encontrado en los extractos de Stevia pilosa. También se ha encontrado que activa la
via intrinseca de la apoptosis por medio del aumento del ratio Bax/Bcl-2, citocromo C,
Apaf-1y de las caspasas 3, 7y 9 (Xu y col., 2018).

El B-sitosterol también ha mostrado efecto antiproliferativo en células de cancer de
mama MDA-MB-231, en las que disminuye CDK4 y ciclina D1 causando arresto celular
en la fase GO/G1. Adicionalmente, este fitoesterol causa un aumento en p21/Cipl y
p27/Kipl. Ademas, se ha demostrado que produce un aumento en la fosforilacion de
Erk 1/2 y no produce cambios en AKt. Finalmente, induce la apoptosis al disminuir la
expresion de la proteina anti-apoptotica Bcl-2 e incrementar moderadamente la proteina
pro-apoptética Bax (Vundru y col., 2013).

Otro fitoesterol presente en Stevia pilosa es el estigmasterol, este ha mostrado producir
arresto celular en la fase G2/M e inducir la apoptosis en células de cancer de higado
(HepG2) por medio del aumento de las caspasas 8 y 9, Bax y la disminucion de la
expresion de XIAP y Bcl2 (Kim y col., 2014). EIl efecto de arresto celular en G2/M
también se reportd en células de cancer gastrico (Li y col, 2018). En células de cancer
de ovario (OV90 y ES2), el estigmasterol tiene efecto proapoptético actuando por la via
intrinseca, asi mismo disminuye la proliferacion celular e inhibe el ciclo celular por
medio de la inhibicion de PI3K y la supresion de MAPK (Bae y col., 2020).
Adicionalmente, se reporta que disminuye la viabilidad celular en MCF-7 causando un
aumento en los niveles de proteinas proapoptéticas (AmeliMojarad y col., 2022).

El flavonoide quercetina posee actividad antioxidante, antimicrobiana, antinflamatoria,
antitumoral, funciona como quimiopreventivo y antigenotéxico (Rather y col, 2020). Al
ser estudiado sobre células de cancer de mama hormono-dependientes MCF-7 se
reporté disminucion de Bcl-2 junto con el aumento de la expresion de caspasa 3 y Bax.
Las células presentaron una baja en los niveles de viabilidad e inhibicion de la
proliferacion mediante la activacion de la apoptosis, asi como un aumento en RIPK1 y
RIPK3 factores de activaciéon de la necrosis (Zhang y col., 2017).

Por otra parte, a la luteolina se le ha atribuido también actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antiproliferativa. La luteolina al administrarse en etapas tempranas del
cancer de colon disminuye considerablemente el nimero de tumores en ratas (Lu y col.,
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2017). En células de cancer de prostata DU145 y PC-3, presenta arresto celular en la
fase S, este estudio reporta que la quercetina también ocasioné arresto de ciclo celular
en la misma fase (Zhang y col., 2017). Ademas, la luteolina en células de cancer cervical
(HeLa), de higado (SMMC7721) y de cancer de colon (COLO205) causa arresto celular
e induce la apoptosis (Lu y col., 2017).

Invasion y angiogénesis

En el presente trabajo, el extracto acuoso de flor de Stevia pilosa mostr6 efectos en la
invasion celular en lineas celulares e inhibicion de la angiogénesis en un modelo CAM
de embrién de pollo. En el ensayo de invasion con camaras Transwell, las dos
concentraciones evaluadas en ambas lineas celulares disminuyeron el porcentaje de
células invasivas. En el modelo CAM, se puede observar que a lo largo de los dias del
experimento el nimero de vasos sanguineos se mantuvieron en los huevos tratados
con el extracto acuoso de Stevia pilosa, mientras que los controles incrementaban los
vasos sanguineos con el paso de los dias. Por lo que, se puede concluir la capacidad
del extracto para inhibir la angiogénesis.

En nuestro grupo de trabajo, se habia determinado que el extracto de Stevia pilosa
presentaba capacidad para inhibir la migracion en las lineas celulares de céancer de
mama MCF-7 y MDA-MB-231. Ademas, al medir los niveles E-cadherina se presento
un aumento en su expresion. Esos diferentes efectos en la invasion, migracion y
angiogénesis pueden explicarse por los metabolitos presente en el extracto. Debido a
gue se han estudiado por separado y presentan resultados similares a los obtenidos en
este trabajo.

Se han investigado el potencial antiangiogénico y antimigratorio de derivados de
cumarina como el TCH (trifeniletileno-cumarina) y el UMB-07. En células endoteliales
EA.hy926, esos derivados reducen la migracién celular, los niveles de expresion de
VEGF e inhibe la formacién de tubos. En modelos in vivo, se ha observado que
suprimen la formacion de tumores. Estos compuestos también disminuyen los niveles
de la quimiocina CCL2, la cual participa en la neovascularizaciéon de los tumores al
promover la secrecion de VEGF (Cui y col., 2019; da Cruz vy col., 2020).

Otros derivados de cumarina que se han sido estudiados por sus efectos en la invasion
y angiogénesis son la esculetina, PMMB232 y psoralidina. La esculetina inhibe la
migracion e invasion de células de cancer de laringe, ademas de reducir el crecimiento
y el peso de los tumores en modelos in vivo. También se ha reportado que disminuye
la fosforilacién de STAT3 y su translocacién al ndcleo. STAT3 presenta una activacion
constante en diferentes tipos de cancery juega un papel muy importante para promover
la migracién, invasiéon, angiogénesis y metastasis en células cancerosas. Mientras que
PMMB232, promueve la degradacion de HIF-1a y aumenta los niveles de expresion de
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E-cadherina. Por su parte, la psoralidina, inhibe Notch-1 en lineas celulares de cancer
de mama. La via de sefializacion de Notch est4 relacionada con procesos importantes
como la proliferacién, adhesion celular, la transicion epitelio mesénquima, la capacidad
invasiva de las células y la reduccién de E-cadherina en cancer de mama (Anusewicz
y col., 2021; Bol6s vy col., 2013; Kamran y col., 2013; Pal y col., 2017; Wang Y col.,
2022).

En ensayos in silico de acoplamiento molecular, una cumarina sintetizada es capaz e
interactuar en el sitio de union del receptor VEGFR-2 (Ahmed y col., 2020).

Otro compuesto presente en el extracto de Stevia pilosa que se ha estudiado por su
efecto en la angiogénesis es el D-limoneno. Se ha comprobado que reduce la densidad
de los vasos sanguineos, baja los niveles del factor de crecimiento endotelial vascular,
VEGF y disminuye la invasion celular y metastasis, en ensayos con cancer gastrico y
células de vejiga T24. En el modelo CAM de embrion de pollo, el D-limoneno disminuye
el nimero de vasos sanguineos. Al evaluar el D-limoneno en ratones se reporta que el
crecimiento tumoral fue menor (Lu, 2004; Shah y col., 2018; Ye y col., 2020).

En este trabajo de investigacion se logro identificar al o-cimeno como parte del extracto
acuoso de Stevia pilosa. Otras investigaciones también detectaron la presencia de este
compuesto en su composicion, por ejemplo, en el aceite esencial de C. zeylanicum, el
extracto etandlico de Acorus calamus y el aceite esencial de Alpiniae zerumbet. Esos
se ha probado en células de cancer de mama MDA-MB-231 y células HUVEC, en donde
presentan un decremento en los niveles de VEGF y CD24, e inhibicion de la
angiogénesis (Kubatka y col., 2020; Rahamooz y col., 2017; Yang y col., 2020).

Un derivado de O-cimeno, ruthenium(ll)-cimeno, fue estudiado en las lineas celulares
HepG2, MCF-7 y Hela, en las cuales inhibe la metastasis, aumenta los niveles de E-
cadherina y disminuye los niveles de Vimetina (He y col., 2017).

Varios derivados de la butirolactona han presentado efectos en la invasion y
angiogénesis. Un ejemplo es el UTF, identificado como un inhibidor de la angiogénesis
al reducir la secrecion de VEGF en carcinoma cervical. El derivado de butirolactona, la
Aspernolida A, induce cambios en la expresion de STAT3 fosforilada en lineas celulares
de cancer de laringe. Otro derivado es el a-metilen-y-butirolactona, que regula la
proteasa 7 especifica de ubiquitina USP7, asociada con la activacion de la via Wnt/ b-
catenina. También se ha reportado que es capaz de inhibir NF-kB. La actividad de NF-
KB esta relacionada con diversos procesos en cancer, desde a la proliferacion celular
hasta la mestastasis, incluyendo el aumento de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, la inhibicion de apoptosis, promocion de la angiogénesis e inducir la
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transicion epiteliomesenquima (Li X y col., 2020; Liu y col., 2019; Nagai y col., 2008;
Oliveira y col., 2022; Ranay col., 2016; Xia y col., 2014; Zhang y col., 2021).

Otro de los compuestos con actividad antiangiogénica reportada es el maltol. En un
modelo in vivo de hepatoma H22, el maltol detiene el crecimiento del tumor, incrementa
la proteina Bax y disminuye Bcl-2, adicionalmente se reporta que disminuye los niveles
de VEGF causando inhibicién de angiogénesis (Weiy col., 2015).

La luteolina ha demostrado tener efecto sobre las metaloproteasas (MMPs), que
cuando tienen una expresion incrementada son marcadores de TEM (Conacci y col.,
2017). Las MMPs constituyen una familia de proteasas dependientes del zinc capaces
de degradar los componentes proteicos mayoritarios de la matriz extracelular, estan
involucradas en la regulacion del microambiente de las células neoplasicas,
proliferacion y diferenciacion celular, apoptosis, migracion celular, angiogénesis y
evasion de la respuesta inmune. La actividad de estas enzimas se encuentra regulada,
en parte, por los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs). Estos ultimos
también se ven afectados por la luteolina (Craig y col., 2015; Wang y col., 2019).

En células de glioblastoma U87MG y U251MG, la luteolina incrementa los niveles de
expresion de TIMP-1y TIMP-2, en cambio, disminuye los niveles de MMP-2 y MMP-9;
aumenta los niveles de E- cadherina y disminuye la expresion de marcadores
mesenquimales como [3-catenina, Vimentina y N-cadherina (Wang y col., 2019).

Por otro lado, el B-sitoesterol y estigmasterol también tienen efectos sobre la migracion,
invasion y angiogénesis. En células de cancer de prostata PC-3, tanto in vitro como in
vivo, disminuyen la invasion y metastasis. En células de cancer de ovario, el
estigmasterol presenta un efecto antimigrtorio mediante la disminucion de los niveles
de MMP9, MMP-14, PLAU y VEGFA (Bae y col., 2020; Fink y col., 2011).
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10.CONCLUSION

El extracto acuoso de flor de Stevia pilosa contiene compuestos con efecto
anticancerigeno como la cumarina, D-limoneno, butirolactona, piperonal, o-cimeno y
maltol, entre otros compuestos. El extracto acuoso de flor de Stevia pilosa tiene efecto
antiproliferativo en lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 y MCF-7,
promueve la apoptosis y causa arresto del ciclo celular en la fase GO/G1.
Adicionalmente, disminuye la capacidad de invasion en ambas lineas celulares de
cancer de mama y disminuye la angiogénesis en modelo de embrion de pollo. El
extracto acuoso de flor de Stevia pilosa tiene un gran potencial anticancerigeno.
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