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RESUMEN

El cancer representa un problema de salud publica a nivel mundial, especialmente el
cancer de mama, el cual ocupa en el pais el primer lugar de incidencia, seguido del de
tiroides. Ecuador posee un territorio muy biodiverso con una extensa variedad de
plantas medicinales que brindan un posible potencial terapéutico; sin embargo, existen
escasos estudios que validen estas propiedades. Razon suficiente para contemplar un
sin numero de posibilidades en el estudio molecular y bioquimico de diferentes tipos
de plantas, en particular de las valerianas. El objetivo del presente proyecto fue evaluar
la expresion del gen p53 mediante qRT- PCR de los extractos de Valeriana rigida y
Decussata en la linea celular MCF7, ademas de apoptosis tardia. Los resultados
mostraron que la expresion relativa del gen pro-apoptotico p53 en relacion con el
control evidencié que los tratamientos; de Valeriana Decussata raiz como de
Decussata hoja tallo producen un aumento de la expresion del gen p53. Por el
contrario, para Valeriana Rigida raiz y Rigida hoja tallo evidencio una expresién
menor a la del control. En cuanto a las pruebas de apoptosis tardia mediante APO/bdru
Tunel para control se evidencio células cancerigenas MCF7, con ndcleos
fragmentados. Para el tratamiento con Valeriana Decussata Raiz se observaron
fragmentos de células y otros fragmentos de ADN que pueden evidenciar el final de la
ruta apoptoética, en cuanto Valeriana Decussata hoja tallo se observé una solo célula
apoptdtica, mientras que para Valeriana rigida hoja tallo y raiz no se pudo observar
indicios de apoptosis tardia.

PALABRAS CLAVES: Extractos vegetales, gen p53, apoptosis, alternativas

terapéuticas, valeriana rigida, valeria decussata
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ABSTRACT

Cancer represents a public health problem worldwide, especially breast cancer, which
occupies the first place of incidence in the country, followed by thyroid cancer.
Ecuador has a very biodiverse territory with an extensive variety of medicinal plants
that offer a possible therapeutic potential; however, there are few studies that validate
these properties. Reason enough to contemplate a number of possibilities in the
molecular and biochemical study of different types of plants, in particular of the
valerian ones. The objective of this project was to evaluate the expression of the p53
gene by means of qRT-PCR of the Valeriana rigid and Decussata extracts in the MCF7
cell line, in addition to late apoptosis. The results showed that the relative expression
of the pro-apoptotic gene p53 in relation to the control showed that the treatments;
Valerian Decussata root and Decussata leaf stem produce increased expression of the
p53 gene. On the contrary, for Valerian Rigida root and Rigida leaf stem showed a
lower expression than that of the control. Regarding the late apoptosis tests using APO
/ bdru Tunel for control, MCF7 cancer cells were evidenced, with fragmented nuclei.
For the treatment with Valeriana Decussata Root, cell fragments and other DNA
fragments were observed that may show the end of the apoptotic pathway, as Valeriana
Decussata leaf stem only one apoptotic cell was observed, while for rigid Valerian

leaf stem and root no evidence of late apoptosis was observed.

KEY WORDS: Plant extracts, p53 gene, apoptosis, therapeutic alternatives, valerian
rigida, valeria decussata
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CAPITULOI

1. Tema de investigacion
Efecto in vitro de Valeriana rigida y Valeriana Decussata en la apoptosis tardia en

células cancerigenas

1.2 Justificacion

El cancer se describe como una enfermedad que resulta como consecuencia de cambios
celulares que conllevan al crecimiento y la divisién descontrolada de las mismas.
Algunos tipos de cancer causan un crecimiento celular rapido, mientras que otros
provocan que las células crezcan y se dividan a un ritmo mas lento (Ferlay &
Mathers, 2013). Si bien puede parecer algo negativo la muerte celular forma parte de
un fendmeno natural y beneficioso denominado apoptosis. Una célula recibe
instrucciones de morir para que el organismo pueda reemplazarla con una célula
funcional. (OMS, 2014).

Las células cancerosas carecen de componentes que sefialen la detencion del ciclo
celular o la apoptosis, los cuales se ven afectados por diversos mecanismos propios de
este tipo de células. Obteniendo como resultado que se acumulen en el organismo,
utilizando oxigeno y nutrientes que normalmente nutren otras células. Las células
cancerosas pueden formar tumores, afectar al sistema inmunitario y causar otros
cambios que impiden el funcionamiento regular. Las células cancerosas pueden
aparecer en un area especifica y luego propagarse a través de los ganglios linfaticos a
otras localizaciones (Ferlay & Mathers, 2013).

La distribucion del cancer en el mundo es heterogénea. Entre las zonas de alto riesgo
se mencionan: América del sur, central y el caribe, en comparaciéon con patrones
mundiales. En 2012, se estimo casi el 1.1 millones de nuevos casos de cancer al afio.
En los Estados Unidos existen mas de 10,000 nuevos casos al afio con mas de 3,700
muertes por afo atribuidas a esta enfermedad. Para el afio 2030 se espera un

incremento del 66% en los casos de cancer. (Bray & Pifieros, 2016).

En 2018, aproximadamente 22,240 nuevos casos fueron diagnosticados y se
registraron 14,070 muertes por cancer de ovario en los Estados Unidos. EI cancer de

ovario representa el 2,5% de todas las neoplasias malignas entre las mujeres, pero el
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5% de las muertes por cancer en mujeres debido a las bajas tasas de supervivencia,
impulsadas en gran medida por los diagnosticos en etapa tardia. Aunque el avance del
conocimiento sobre el cancer de ovario se ha visto obstaculizado anteriormente por la
heterogeneidad sustancial de la enfermedad y las incertidumbres sobre los tejidos de
origen del tumor, la comprension ha evolucionado rapidamente en los dltimos afos,
especialmente para los tumores epiteliales, que son el tipo mas comdn. (Torre et al.,
2018)

En Ecuador la incidencia del cancer es de 157,2 casos por 100.000 habitantes, segun
reporta la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC),
departamento perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que reveld
el aumento de los casos de cancer a nivel mundial en el 2018. Por lo que se estima que
un hombre por cada 5 y una mujer por cada 6 en el mundo desarrollardn un
cancer durante toda su vida, mientras que uno de cada 8 hombres y una de cada 14

mujeres morira de esta enfermedad (OMS, 2014)

El cancer de mama es uno de los principales tipos de neoplasias que afectan a las

mujeres a nivel mundial, el Ecuador ocupa el primer lugar, seguido del cancer de

tiroides y de cuello uterino respectivamente. (Salech, 2009).

El céancer cervicouterino representa un problema de salud publica en el mundo,
corresponde al 10% de todos los canceres, es la tercera neoplasia mas diagnosticada.
Cada afio alrededor de 500,000 casos nuevos son diagnosticados en todo el mundo. Se
estima que produce alrededor de 231,000 muertes por afio, 80% de las cuales ocurre

en paises en vias de desarrollo (Urry & Reece, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe dos tipos histologicos
principales de cancer invasivo: Carcinoma de células escamosas, que compone cerca
del 75% de todos los casos y el adenocarcinoma que comprende cerca del 15-25% de
todos los casos. Otros tipos de carcinoma como el carcinoma adenoescamoso,
carcinoma adenoide quistico y carcinoma metastasico constituyen el restante 3-5% de
casos. Los métodos de deteccidn oportuna han decaido en mortalidad principalmente
debido al carcinoma de células escamosas; sin embargo, la prevalencia del
adenocarcinoma no ha tenido un impacto considerado por la realizacion de
Papanicolaou (OMS, 2014).
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Por lo expuesto anteriormente, a pesar del innegable desarrollo tecnoldgico y
cientifico, este tipo de patologias ain continda sin la certeza de cura, adquiriendo el
estigma de terminal (Ferlay & Mathers, 2013). A través de la literatura se menciona
que la quimioterapia, radioterapia, hormonoterapia, inmunoterapia y cirugia son las
formas méas promisorias en el tratamiento del cancer. Sin embargo, hay conocimiento
de otras técnicas de tratamiento, las llamadas practicas alternativas, caracterizadas por

el empleo de métodos no convencionales. (Sancho, 2004).

La OMS define como planta medicinal, a aquellas cuya estructura biolégica posee
substancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o que sean precursores de
farmacos semisintéticos (Plummer & Franceschi, 2016.). Con el paso de los afios se
han presentado varios procedimientos clinicos que utilizan las plantas medicinales
tradicionales (Stewart &, Wild, 2014). El uso de plantas medicinales con fines
terapéuticos es una préctica antigua, cimentada en el conocimiento del sentido comun
en un contexto historico y empirico, representando asi parte de la cultura de un pueblo
y un conocimiento que es difundido de generacion en generacion, convirtiéndose de

tal forma en una préctica muy utilizada en la salud humana (Sancho, 2004).

Ecuador se caracteriza por ser un pais muy biodiverso con una extensa variedad de
plantas medicinales que brindan beneficios curativos; sin embargo, no existen estudios
suficientes que validen tales facultades. Razon por la cual se contemplan las
posibilidades ilimitadas en el estudio molecular y quimico de diferentes tipos de
plantas medicinales, tal es el caso en particular de las valerianas. La valeriana se
conoce Y utiliza desde la antigliedad. Los médicos griegos y romanos la prescribian
como diurético, analgésico y antitusigeno. Tradicionalmente se ha empleado en casos
de ansiedad, excitabilidad, insomnio y como antiespasmddico, asi mismo; se ha
utilizado para combatir el dolor de cabeza, colicos intestinales, dolores reumaticos,

dismenorreas, entre otros (Alvim & Filho, 2006).

En cuanto a la composicion quimica de la raiz de valeriana se incluye principalmente
sesquiterpenos e iridoides, todos ellos compuestos de naturaleza terpénica (Revista
Saude 2008).

Los sesquiterpenos son oxigenados y pueden ser cetonas (valeranona), alcoholes

(valerianol, alcohol kesilico), ésteres (éster del valerianol), aldehidos (valerenal) y
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acidos (acidos valerénico, acetoxivalerénico e hidroxivalerénico). Entre otros
productos esta la dipropilacetona, el &cido dipropil-R-oxibutirico, el &cido valproico
que contienen propiedades particularmente anticancerigenas. El &cido valproico
farmacéuticamente tiene la capacidad de sensibilizar las células cancerosas humanas
(cancer de colon, pulmon, cancer cervical, leucemia, cancer de mama). Por lo tanto, el
acido valproico presenta resultados eficaces como posible método no convencional

para combatir el cancer. (Alvim & Filho, 2006).

Por lo antes descrito, se busca en el presente proyecto de investigacion evidenciar si
los extractos de plantas pueden brindar posibles alternativas en el tratamiento del
cancer por medio de un estudio preliminar in vitro de dichos principios activos, para
combatir la enfermedad y sobre todo optimizar tratamientos para las personas que la
padecen, por medio de procesos que provoquen la activacién inminente de las vias
apoptaticas con la consecuente eliminacion de las células cancerigenas de forma no
convencional sin perjudicar directamente la integridad del paciente por los efectos

colaterales que los tratamientos actuales producen.

1.2. Marco Tedrico
1.2.1 Antecedentes investigativos

En los tejidos normales hay un equilibrio entre la generacion de nuevas células a través
de la division y la pérdida de células a través de la degeneracion celular. Las células
maduran y pierden estabilidad estructural con el tiempo provocando su
eliminacién. Esta es una forma esencial de renovacion. Del mismo modo que la
division celular, la muerte celular también esta estrechamente programada con un

proceso denominado muerte celular o apoptosis (Gutiérrez & Fernandez, 2007).

La apoptosis es un proceso minucioso en el cual el genoma de la célula se desordena,
la célula se fragmenta en pequefios trozos y los desechos son consumidos por las
células fagociticas que limpian los fragmentos celulares. Ademas de deshacerse de las
células dafadas y potencialmente peligrosas, la apoptosis es crucial para el desarrollo
embriologico y la poda neuroldgica. El término "apoptosis™ proviene de las palabras
griegas apo (de) y ptosis (caida) y se utilizé para describir las hojas que caen de un
arbol (Letai, 2010).
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Hay dos fases que se distinguen facilmente en la apoptosis, la Ilamada fase de
iniciacion y la fase de ejecucion. La fase de iniciacion incluye muchas proteinas
diferentes y es bastante complicada. Comienza por varios "esfuerzos™ desde fuera
(extracelular) o dentro de la célula (intracelular). Entre los ejemplos de sefiales
extracelulares que estas desencadenan incluyen la pérdida de factores de crecimiento,
asi también niveles bajos de oxigeno Yy radiacion. Las sefiales intracelulares
incluyen dafio en el ADN, dafio causado por los medicamentos de quimioterapia, el
mal funcionamiento de los telémeros y por ultimo la infeccion por cierto tipo de
virus. La fase de ejecucion es consecuente de la fase de iniciacion. La fase de ejecucion
comprende la activacion de enzimas especializadas (caspasas y entre otras) que

reflejadas directamente en la muerte celular (Wong, 2011).

La Fase de iniciacién estd comprendida por dos vias: la via extrinseca 0 mediada por
el receptor, donde los miembros de la TNF (tumor necrosis factor) receptor de la
superfamilia de proteinas transmembrana controlan la via. Todos los receptores de
TNF, también conocidos como receptores de muerte, comparten una regioén de 80
aminoacidos llamada "dominio de muerte” (Urry & Reece, 2017). Esta region juega
un papel critico en la transmision de sefiales de muerte a través de la membrana
celular. Dentro de la célula se activa una cascada de proteinas. Al final de estas vias,
el iniciador caspasa-8 se activa y se desencadena la fase de ejecucion de la apoptosis
(Letai, 2010).

En cambio, en la via intrinseca o mitocondrial es controlada por el grupo de
proteinas Bcl-2. Existen 25 proteinas conocidas en el grupo Bcl-2. Diversos
miembros de este grupo funcionan para estimular la apoptosis (proapoptética) o
restringir la apoptosis (antiapoptotica). Existe una delicada brecha de equilibrio entre
las proteinas proapoptoticas y antiapoptoticas dentro de la célula. Solo las proteinas
proapoptoticas de tipo “BH3” (Bid, Bim, Bad y otras) detectan sefiales intrinsecas para
sufrir apoptosis como, por ejemplo: dafio en el ADN. Estas proteinas viajan a la
membrana mitocondrial y activan las proteinas proapoptoéticas de tipo “multidominio”
Bax o Bak o inhiben a las proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1 y
otras). Cuando se activan, Bax y Bak se unen y causan permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial (MOMP). (Wong, 2011).
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El MOMP provoca una perforacion de la membrana mitocondrial e induce la
liberacion de un factor proapoptoético crucial, el citocromo c, en el citosol. El
citocromo c se fusiona a otro factor proapoptotico, APAF1, para crear el complejo
"apoptosoma”, que a su vez activa una serie de caspasas, que derivan a la destruccién
celular. Las proteinas de muerte celular estdn estrechamente vinculadas por

la proteina supresora de tumores p53. (Letai, 2010).

El gen p53 es llamado guardian del genoma por ser el encargado de bloquear la
division celular cuando las células han sufrido dafio en su material genético (Hanahan
& Weinberg, 2000). Este bloqueo lo lleva a cabo deteniendo las células en la fase G1
del ciclo celular, con el objetivo de que se produzca la reparacion del ADN antes de
que se replique. Este gen mantiene la integridad del genoma ya que estimula la
apoptosis en las células en las que el dafio en el ADN ha sido sustancial. En diversos
tipos celulares incluyendo los linfocitos, la sobreexpresion de p53 conduce

directamente a la apoptosis. (Male, 2012).

La pérdida de la funcion normal del gen p53 puede conducir al desarrollo de neoplasias
malignas; de hecho, son muy frecuentes las alteraciones en este gen en una variedad
de canceres humanos (mas del 50 % de los tumores humanos estan asociados a
mutaciones en p53). Hay evidencias que hacen pensar que el alto riesgo de la
transformacion maligna en ausencia de p53 funcional, probablemente origina una
oportunidad reducida de reparar el ADN y una incapacidad de eliminar por apoptosis
la célula dafada no reparada. Aunque es desconocida la base real de la apoptosis

inducida por este gen. (Sadler, 2009).

La fase de ejecucion es estimulada por las vias extrinsecas e intrinsecas. Durante esta
fase, un grupo de enzimas que cortan proteinas llamadas caspasas se dirigen
directamente a la muerte celular. Entre las caspasas de ejecucion primordiales estan:
las caspasas 3, 6 y 7. (Letai, 2010).

Las caspasas estan presentes en dosis letales dentro de cada célula, pero solo se activan
a traves del proceso de iniciacion. Caspasa-3 se considera la mas importante de todas
las caspasas ya que puede causar dafios en el ADN y su cromatina, reestructurar
el citoesqueleto u obstaculizar el transporte intracelular, la division celular y la

transduccion de sefiales. En el momento que son activadas las caspasas de ejecucién
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no pueden detenerse, es decir, la muerte celular es segura. Los fragmentos celulares
originados en la etapa final de la apoptosis son rapidamente reconocidos, engullidos e

inevitablemente digeridos por los macréfagos. (Letai, 2010).

La identificacion de apoptosis en etapa temprana esta representada por los cambios y
la perdida final del potencial de membrana mitocondrial. EI potencial de membrana
mitocondrial es detectado por JC-1, un tinte que ingresa selectivamente a las
mitocondrias . En las mitocondrias funcionales, JC-1 forma agregados que muestran
una emisién fluorescente a ~ 590 nm. Con un potencial de membrana reducido, el tinte
forma monomeros donde la emision se desplaza a ~ 530 nm. Este cambio se utiliza
para medir el potencial de membrana mitocondrial y la entrada de la célula en la

apoptosis en etapa temprana. (Hengartner, 2000).

En cuanto a la etapa tardia se puede identificar la apoptosis observando la
desfragmentacion del ADN. El ensayo APO BRD sirve para medir la apoptosis con
alta sensibilidad mediante citometria de flujo de doble color en células de mamiferos.
Br-dUTP se incorpora mas facilmente en el genoma de las células apoptoticas que los
ligandos més grandes como fluoresceina, biotina, etc. Esta mayor incorporacion se
combina con el uso de un anticuerpo monoclonal anti-BrdU marcado con fluoresceina
el cual da lugar a una sefial mas fuerte en citometria de flujo o citoquimica. (Trapani
& Smyth, 2002).

Por estas razones el avance en el conocimiento de las caracteristicas de los receptores
y de la quimica combinatoria ha llegado a la sintesis de novo de un gran nimero de
farmacos. La biotecnologia ha innovado el proceso del descubrimiento de nuevas
drogas. Con estas tendencias, se fue olvidando el estudio de extractos de plantas y su
gran potencial como fuente de compuestos bioactivos. Sin embargo, actualmente ha
surgido el interés por la medicina herbolaria y el desarrollo de farmacos a partir de
especies vegetales como se observa en estudios reportados para Oplopanax horridus,
Cydonia oblonga, Sisymbrium officinale Scop Momordica charantia, entre otras,
donde se encuentra que el empleo de extractos vuelve a ser una alternativa para la
busqueda de farmacos con actividad citotoxica en la inhibicion del crecimiento

tumoral. (Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010)
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Las plantas han sido una fuente invaluable de compuestos antitumorales selectos en la
terapia anticancerosa. A pesar de esto, solo el 10% de mas de 250 000 especies de
plantas han sido estudiadas por sus facultades farmacologicas. En Cuba, por ejemplo,
la poblacion las ha empleado como parte de la medicina ancestral para el tratamiento
de diversas molestias y el cancer. A partir de este conocimiento y teniendo soportes
cientificos de las potencialidades de algunos extractos de plantas como antitumorales,
se seleccionaron 9 especies: Lepidium virginicum, Bidens pilosa, Parthenium
hysterophorus, Bixa orellana, Cecropia peltata, Melia azedarach, Annona glabra,
Cucurbita maxima, Momordica charantia. Mediante estos se obtuvieron extractos
etandlicos para el estudio de su capacidad citotoxica en la linea celular humana de

carcinoma de pulmén de células no pequefias A549. (Garcia et al., 2011)

Se han evidenciado en experimentacién con plantas que relacionan el proceso
apoptdtico en especies como: valeriana jatamansi, en un caso exhaustivo in vitro e in
vivo sobre los procesos moleculares del IVHD a exposicién, donde se modul6 la
expresion de varias moléculas implicadas en la progresion del ciclo celular y la
apoptosis excluyendo de todo del estado de p53, lo que tuvo como resultado un
aumento abrupto de; p21, p53, Rb, p27 y una disminucion de: Ciclina B1 y Mdmz2.
(Hengartner, 2000).

Ademas, se demostrd que la relacion Bcl-2 / Bax y Bcl-2 / Bad se redujo y mejoro la
division de PARP y caspasas. Los resultados obtenidos indicaron que el IVHD-valtrato
es un factor terapéutico funcional para el cancer de ovario, cimentando de tal forma

una pauta para el desarrollo del compuesto como un nuevo agente quimioterapéutico.

El presente proyecto empleara la linea celular MCF7 (ATCC® HTB-22™), la cual es
un modelo de carcinoma de mama que conserva caracteristicas del epitelio mamario

diferenciado, derivado de un sitio metastasico con derrame pleural. (Geiger, 1998).

Esta linea es de gran importancia en la investigacion del cancer debido a que existen
varias lineas celulares disponibles para el estudio de cancer de mama. MCF-7 se le
considera de bajo potencial maligno y es la linea celular mas extensamente usada para
estudiar la biologia del cancer; se obtuvo de un adenocarcinoma de mama, negativa a
la expresion del receptor EGF y al receptor PAR1 de la trombina, pero positiva al

receptor de estrégeno alfa de gran importancia para esta patologia. (Chu et al, 2014)
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Por lo antes expuesto y tomando en consideracion la alta prevalencia de esta patologia
en la poblacién femenina en edad productiva, surge la necesidad de disefiar estudios
que sienten las bases a posibles blancos terapéuticos a futuro que permitan coadyuvar
a los tratamientos actuales, los cuales son altamente invasivos y generan en el paciente

efectos adversos de importancia que repercute directamente en su calidad de vida.

2. Objetivos
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad pro- apoptética in vitro de Valeriana rigida y Valeriana

decussata en células cancerigenas

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar la expresion de la proteina p53 in vitro en células cancerigenas tratadas
con extractos de Valeriana Rigida y Valeriana Decussata

2) Determinar la apoptosis tardia a través de TUNEL en células cancerigenas tratadas
con extractos de Valeriana Rigida y Valeriana Decussata.

3) Comparar los hallazgos encontrados y la influencia de los extractos que inducen
la apoptosis tardia en las células cancerigenas.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

El presente estudio formo parte del proyecto de investigacion Estudio etnobotanico
y bioensayos de plantas medicinales relacionadas con el tratamiento de cancer de
cérvix en la ciudad de Ambato, provincia de Tungurahua, Ecuador, aprobado
con resolucién: 0904-CU-P-2018, dirigido por la Dra. Yenddy Carrero. Junto al
trabajo conjunto del laboratorio de investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud
FCS-UTA (Campus Querochaca) y de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia FCIAB-UTA.

2.1 MATERIALES

2.1.1 Material vegetal
Se emplearon Hojas, Tallos y raices recolectadas del Cerro Igualata de Valeriana

Decussata y Rigida.

2.1.2 Linea Celular
MCF7 (ATCC® HTB-22™): Linea celular derivada de paciente con cancer de

Seno metastasico.

2.1.3 Material de laboratorio
= Material de vidrio (GLASSCO).

= Toallas de papel (Grupo Familia)

= Magnetos. (Golderie Trading)

= Papel Aluminio (Golderie Trading)
= Papel filtro Whatman #1

= Pipetas automaticas

= Pipetas Graduadas (5-10-25 mL)

» Puntas (blancas, amarillas, azul)

= Tubos tipo Falcon (15 - 50 mL)
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= Tubos Eppendorf (1,5-2,5mL)
= Placas x 96 pocillos

= Placas x 6 pocillos

* Frascas

2.1.4. Reactivos

» Tripsina: Despega las células de la superficie de crecimiento (placas de cultivo)

y las mantiene en suspension.
»= RNA-later solution, kit de extraccion de RNA (NITROGEN), Mercaptoetanol

» gRT-PCR: SuperScript I1I; Primer Forward; Primer Reverse; 2X SYBR green;
RNase-Free Water; RNA Template.

= Medio de Cultivo; DMEM 1X (Dulbecco Modified Eagle Medium); Suero
Fetal Bovino (FBS); Glutamina; Penicilina/Estreptomicina; PBS 1X

= SDS: Es un detergente desnaturalizante de proteinas.

= Apoptosis tardia por TUNEL; Kit de ensayo APO-BrdU ™ TUNEL, Assay Kit
= Alcohol 96%, 70%

= Agua destilada

= PBS

2.1.5 Recursos tecnolégicos
= Balanza (mod: EQ-510)

= Centrifuga

= Estufa

= Cabina de Bioseguridad clase Il
= Cabina de Flujo laminar vertical

= Incubadora
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= Congelador

= Autoclave

= Bafio Maria

= Microscopio de fluorescencia
= RTPCR CFX96 BIORAD

2.2 Métodos

Obtencion Material Vegetal

Para la obtencion del material vegetal se considerd caracteristicas fisicas y
organolépticas, ademas se seleccionaron partes de la planta como: raices, hojas y tallos
que estuviesen en estado adulto. Después se separaron las muestras por material
vegetal (hojas, raices y tallos), y se guardaron en fundas plasticas negras a una

temperatura de -80°C.

La recoleccidn se realizd en el cerro Igualata que se encuentra ubicado en el cantén
Quero perteneciente a la provincia de Tungurahua con la correspondiente autorizacion
para investigacion cientifica, emitida por la DIRECCION PROVINCIAL DEL
AMBIENTE TUNGURAHUA N°06-2018-1C-FLO-FAU-DPAT-VS

Secado y Pulverizado

El material vegetal (hojas, tallos y raices) se descongelo y lavo con agua para eliminar
contaminantes, después se pes6 y coloco en la estufa durante 24 horas a una
temperatura de 60 °C. A continuacion, las plantas secas se trituraron utilizando un

molino manual y finalmente se pesé la cantidad en una balanza analitica.

Preparacion de Extracto

Al obtener las muestras pulverizadas fueron resuspendidas en PBS 1X estéril en una
relacién 1:20. Después, se colocd en un tubo falcon estéril a través de un filtro de 0,22
pum, con el fin de eliminar contaminantes. Finalmente, los tubos se sellaron con papel

parafilm y se conservaron a una temperatura de -20 °C.
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Cuantificacién de solidos

Una vez obtenido el material vegetal se colocd la muestra en un matraz Erlenmeyer de
2 litros con agua destilada en una proporcion 1:20, después se colocé el matraz en la
estufa durante 30 min a ebullicion. Posteriormente una vez enfriados a temperatura
ambiente se envaso los extractos en tubos de 15 ml. Los extractos se filtraron durante
un minuto mediante gravedad con papel Whatman y se almaceno en tubos de ensayo
a 25°C.

A continuacion, se utilizé capsulas de porcelana que fueron lavadas y secadas en la
estufa a una temperatura de 105°C, después se coloco en un desecador para eliminar

la humedad durante 2 horas, para ser pesados en una balanza analitica.

Finalmente, se transfirio las capsulas un volumen de 25 ml a las muestras y se colocé
en la estufa durante una hora a una temperatura de 95°C; después se aumento la
temperatura a 102 °C durante 12 h, para eliminar todo rastro de humedad, para

posteriormente obtener el valor del peso de cada solido de la capsula.
Para obtener el valor de solidos totales se emple6 la siguiente formula:

_(A—B)xlOO

St v

Donde:

St: solidos totales en mg/L

A: peso final de la capsula seco en gramos
B: peso inicial de la capsula en gramos

V: volumen de la muestra desecada en litros

Cultivo Celular
El presente proyecto de investigacion utilizd células MCF7 derivadas de

adenocarcinoma del pecho (cancer de mama), las cuales crecieron en un medio DMEM
suplementado en suero fetal bovino, 1% de P/S (Penicilina/ Estreptomicina); 1% de
glutamina; 1% aminodcido o esenciales; 1% de piruvato de sodio y crecid en una
atmosfera de 37°C y 5% CO2.
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Descongelamiento celular
Para descongelar las células se prepar6 el bafio mariaa 37 °C, posteriormente se coloco

las MCF-7 a un tubo eppendorf de 15 ml con 5ml de DMEN, después se centrifugo a
500 gravedades por 5 min, se desechO el sobrenadante, mientras que el pellet
(precipitado) se resuspendié con 1 ml de medio de cultivo donde se mezcld
suavemente con la micropipeta para mejorar su homogenizacion. Finalmente, se
recogio la suspension anterior y se pasé a una frasca con 12 ml de medio DMEN y se

incubo durante 48 horas a 37°C y una atmosfera de 5% de CO..

Pases celulares
Los cultivos celulares con un crecimiento y adherencia de 80% al 100%, observandose

previamente en el microscopio, se lavé con 8ml de PBS 1X a 37°C y se desecho luego
de realizar movimientos prudenciales de la frasca. Posteriormente se colocd 1ml de
tripsina a 37°C para despegar las células, se disperso la solucion y se incub6 a 37°C y

5% CO: durante 5 minutos.

La actividad de la enzima tripsina se inhibi6 al afadir 5ml de medio suplementado
DMEN. Del total del contenido se dividio para el numero de frascas en la que se realiz6
los respectivos pases, finalmente se afiadié 12 ml del medio y se incubd a 37 °C, 5%
de CO», durante 48 horas.

Conteo celular
Se preparé el bafio maria previamente en el cual se colocd: medio (DMEN), PBS,

tripsina a 37 °C; después se verifico la cantidad de células viables por medio del
microscopio con una adherencia que oscilaba entre el 60% y 70%, posteriormente se
desechd el contenido de la frasca, a continuacion, se agregé 8 ml de PBS y se desech,
luego se agregd 1 ml de tripsina y se incubo por 3 min a 37 °C. Una vez transcurrido
el tiempo se agregd 2 ml del medio y se desengancho las células con movimientos

leves de la frasca.

La frasca con su contenido se transfirié a un tubo Falcon y se centrifugo a 500 rpm por
5 min, se retird el sobrenadante y se agregd 1 ml de medio y 1ml de PBS, se centrifugo
a 500 rpm por 5 min y por ultimo se retird el sobrenadante y se agregé 2 ml de medio
donde se centrifugo a las mismas condiciones. Esta es la solucion final donde se

encuentran nuestras células de interés (MCF-7).
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Para poder realizar nuestro proceso de conteo de células viables, se procedi6 a utilizar
el reactivo Trypan Blue en relacion 1:1; (100 ul del reactivo Trypan Blue y 100 pl de
la solucion final) en un tubo eppendorf. En la cdmara de Neubauer se afiadié 10 pl de
la solucion final en los dos cuadrantes para el conteo simultaneo en el microscopio
optico (lente 10X). Para la culminacién del proceso se registro los valores obtenidos
mediante la utilizacion de la siguiente formula:
Nt X 2 x 10000= # células /ml;
Donde;
NT: corresponde al # de células viables

Cuantificacion de Proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método Bradford.

El procedimiento, consistid en pipetear 5ul de la solucion proteica a cuantificar, luego
se agreg6 150ul del Reactivo de Bradford, se agito vigorosamente. A los 2 minutos
aproximadamente, se medié la absorbancia de la solucion a 595 nm. El producto
coloreado se obtuvo dentro de la primera hora de reaccion producida. Para estimar la
cantidad de proteinas en la solucion se utiliz6 una curva de calibracion de proteinas
( Seroalbumina bovina (BSA) proteina de referencia ) a concentraciones 0.25, 0.50,
0.75, 1.00, 1.25, 1.50 y 1.75 mg/ml.

Ensayos MTT
Para conocer con exactitud la dosis 6ptima y el IC50 para cada una de las muestras se

hizo ensayos MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5(-di-feniltetrazol).
Donde se sembrd células MCF-7 en placas de 96 pocillos en una concentracién de
10000 células/pocillo; después se afiadié 100 pl de medio DMEN suplementado en
cada pocillo y se dej6 incubar durante 24 horas. Luego se realizé dos lavados con PBS
1X y se afiadié las muestras (extractos de valerianas) en diluciones sucesivas en
logaritmo de 10, se dejé incubar durante 24 horas. A continuacion, se removio todo el
contenido de cada pocillo y se realizé dos nuevos lavados con PBS 1X, se afiadio 10
pl de MTT (5mg MTT/mL PBS 1X) en cada pocillo con 100 pl de medio de cultivo
DMEN sin rojo fenol para luego ser incubado durante 2 horas, permitiendo de tal
manera la formacién de formazan. De manera progresiva, se afiadié 100 pl de HCI
(0,01 M) y 100 pl de SDS (10%), se mantuvo en la incubadora durante 2 horas en
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condiciones estandares. Por ultimo, pasado este tiempo se ley6 cada placa en el lector
de microplacas Victor X3 (PerkinElmer, USA a una longitud de onda de 570 nm.

gRT PCR P53
Se realizo la extraccion de ARN por el método de columnas con el kit de extraccion

de ARN de invitrogen, después se cuantifico la concentracion a traves de un nanodrop
™ 1000 de Thermo Fisher Scientific tanto de células tratadas y no tratadas y se analizé
la expresion de P53 por qRTPCR en un termoreciclador (CFX96™ BIORAD). Se
obtuvo la mezcla de reaccion con el kit SuperScript® 111 Platinum® SYBR® Green
One-Step gRT-PCR, donde se utiliz6 el: Primer Forward; Primer Reverse; 2X SYBR
green RNase-Free Water; ARN Templado para la respectiva medicion (Moore, 2008).

Cuantificacion de p53
Para el analisis de la expresion del gen P53 se utiliz6 el método de AACt descrito por

(Livak & Schmittgen, 2001). Con los valores de Ct obtenidos en los ensayos

respectivos, en los cuales se aplico la formula de calculo de expresion génica:
Exp =2 24ct
AACt = ACtm — ACtp

APOPTOSIS TARDIA POR TUNEL EMPLEANDO APO-BrdU™ TUNEL
Assay Kit

Para el presente método se suspendié 1x10° células en 0,5 ml de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS); luego se agregd la suspension celular en 5 ml de
paraformaldehido al 1% (relacion p / v) en PBS y se coloco en hielo durante 15
minutos, para posteriormente centrifugar las células durante 5 minutos a 300 rpm y

desechar el sobrenadante.

Luego se agregé las células a 5 ml de etanol al 70% (v / v), cabe mencionar que el
alcohol debe estar en congelacion a -20°C por 18 h antes de su uso. Luego se preparo
una solucion de ADN; La cual requirié un volumen total de 50 pL para cada muestra.
Donde se mezclé 10 pL de tampdn de reaccion (tapa verde), 0,75 puL de enzima TdT
(tapa amarilla), 8,0 uL de BrdUTP (tapa morada), 31,25 pL de dH20 vy se incubo por
60 min a 37°C. Estas concentraciones pueden diferir respecto a la cantidad de solucion

de ADN que se requiera preparar por motivos de ahorro de reactivos.
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A continuacion, se prepar6 100 pL de solucion de tincion de anticuerpos para cada
muestra; Con una mexcla de 5,0 pL de anticuerpo anti-BrdU marcado con colorante
Alexa Fluor ™ 488 (tapa anaranjada) con 95 pL de tampdn de enjuague (tapa roja).
Luego se incubo las células esta solucidn durante 30 minutos a temperatura ambiente,

protegiendo las muestras de la luz durante la incubacion.

Al final se afiadié 0,5 ml de tampon de tincion de yoduro de propidio / RNasa A
(botella &mbar) a cada muestra y se incubo las células por 30 minutos a temperatura

ambiente, protegiéndolas de la luz para culminar observandolas en el microscopio.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y Discusion de resultados
3.1.1. Analisis e interpretacion de resultados

Tabla 1

Concentracion diluciones MTT para Rigida Raiz

RiGJDA
RAIZ
CONTROL (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
0,44 0,31 0,35 0,29 0,33 0,31 0,29 0,30
0,35 0,32 0,27 0,31 0,35 0,30 0,28 0,28
0,50 0,33 0,36 0,32 0,32 0,30 0,31 0,29
0,42 0,34 0,29 0,30 0,33 0,31 0,29 0,29
PROM. | 0,42 0,32 0,31 0,31 0,33 0,31 0,29 0,29
Rigida Raiz
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[1 mg/mi

Figura 1. Ensayo MTT Rigida raiz
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Rigida hojas
y tallos
Control (mg/ml)  (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
0,47 0,42 0,35 0,38 0,35 0,32
0,47 0,60 0,53 0,37 0,32 0,19
0,47 0,52 0,54 0,44 0,35 0,19
0,46 0,49 0,50 0,33 0,31 0,24
Prom. 0,47 0,51 0,48 0,38 0,33 0,24
Rigida Hojas y Tallos
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©
S 04-
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O
T 0:2-
=
w
&  00-
2 :
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ANALISIS E INTERPRETACION

La Figura 1 se observa como las concentraciones del tratamiento de Rigida raiz son

menores a la del control como se observa en la Tabla 1, respecto a la densidad optica,

que no es nada més que la magnitud que asocia la absorcion de un elemento 6ptico por

unidad de distancia a una longitud de onda especifica, para los ensayos MTT esta

longitud fue de 570 nm.

Tabla 2

Concentracién diluciones MTT para Rigida hoja tallo

T T T T T T T T
Control RHT-8 RHT-7 RHT-6 RHT-5 RHT-4 RHT-3 RHT-2

[] mg/ml

Figura 2 Ensayo MTT Rigida hoja tallos

ANALISIS E INTERPRETACION

0,22
0,20
0,18
0,23
0,21

(mg/ml)

0,28
0,24
0,22
0,27
0,25

La figura 2 muestra que las concentraciones en Rigida hoja tallo en las diluciones
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RHT-8 y RHT-7 respectivamente son mayores, asi como no muestra la Tabla 2, con

respeto al control y en relacion con la densidad Optica del tratamiento en cuestion.

Tabla 3

Concentracion diluciones MTT para Decussata Hoja Tallo

Decussata

hojas y

tallos
Control (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
0,36 0,25 0,34 0,32 0,38 0,29 0,23 0,38
0,40 0,26 0,33 0,32 0,35 0,27 0,19 0,37
0,38 0,25 0,36 0,30 0,32 0,28 0,22 0,35
0,38 0,26 0,36 0,32 0,34 0,27 0,19 0,36

Prom. 0,38 0,25 0,35 0,32 0,35 0,28 0,20 0,36

Decussata Hojas y Tallos
0.5

0.4+

0.3+

0.24

0.1+

Densidad Optica

0.0+

0.1 T T T T T T T T
Control DHT-8 DHT-7 DHT-6 DHT-§ DHT-4 DHT-3 DHT-2

[1 mg/mi

Figura 3. Ensayo MTT Decussata hoja tallo
ANALISIS E INTERPRETACION

En la Figura 3 se observa las concentraciones de Decussata hoja tallo en las diluciones
DHT 2-5-7 son ligeramente similares a la del control a una densidad dptica que oscila

entre 0,34 a 0,38. Tal y como nos muestra la Tabla 3.
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Tabla 4

Concentracion diluciones MTT para Decussata Raiz

DECUSSATA
RAIZ
CONTROL (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
(mg/ml)
0,33 0,42 0,30 0,37 0,44 0,40 0,28 0,42
0,33 0,40 0,31 0,39 0,40 0,39 0,24 0,36
0,35 0,40 0,31 0,39 0,44 0,44 0,28 0,41
0,35 0,40 0,29 0,37 0,43 0,43 0,29 0,40
Prom. 0,34 0,41 0,30 0,38 0,43 0,42 0,27 0,40
Decussata Raiz
0.5

Densidad Optica
o
N
L

T T T T T T T T
Control DR-8 DR-7 DR6 DR-5 DR4 DR-3 DR-2

[1 mg/mi

Figura 4. Ensayo MTT Decussata raiz

ANALISIS E INTERPRETACION

La figura 4 se observa que la concentracién para Decussata raiz en las dilusiones DR-
2-4-5-6-8, son mayores a la del control en un rango de densidad Optica de 0,33 a 0,44
aproximadamente. Comprobando que las dosis ya mencionadas son idoneas para este
tratamiento en especifico en funcion de las células viables con respecto a las muertas

por citotoxicidad. Tal como muestra la Tabla 4.
Tabla 5

Ct obtenidos a partir del ARN extraido de las diferentes células tratadas

Se emplearon los primers F y R para GADPH (TGCACCACCAACTGCTTAGC /
GGCATGGACTGTGGTCATGAG
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GADPH Promedio

Control 27,03 28,8 27,915
Rigida Raiz 24,35 23,8 24,075
Rigida Hojas y Tallos 29,09 28,96 29,025
Decussata Raiz 28,61 31,18 29,895
Decusssata Hojas vy 29,5 25,97 27,735
Tallos

ANALISIS E INTERPRETACION

Como se puede apreciar en la Tabla 1 el gen de control endégeno (GAPDH) no se
observa variaciones considerables inducidas por los tratamientos de: Rigida raiz,
rigida hoja tallo, decussata raiz y decussata hoja tallo, mediante la utilizacién del
analisis de varianza de una sola via ANOVA, con un p>0,05.

Validacion de GAPDH

35

30 I I
25 I

20

15

10

Control Rigida Raiz Rigida Hojasy Decussata Raiz Desssata Hojas y
Tallos Tallos

Ct de mRNA en relacion a GAPDH

Tratamientos

Figura 5. Validacién del Gen GAPDH
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Tabla 6
Ct obtenidos en la gRT-PCR para el gen p53

Se emplearon los primers F y R p53 (GACGGTGACACGCTTCCCTGGATT/
GGGAACAAGAAGTGGAGAATGTCA)

Tratamiento Ct p53 Promedio
Control 20,65 23,8 22,23
Rigida Raiz 17,21 24,48 20,85
Rigida Hojas Y Tallos 30,74 24,78 27,76
Decussata Raiz 30,78 13,3 22,04
Decussata Hojas vy 11,84 25,68 18,76
Tallos

ANALISIS E INTERPRETACION

La Tabla 2 muestra los Ct que se obtuvieron por duplicado del gen p53 con sus
respectivos tratamientos obtenidos en el software Biorad CFX96 Real Time. Ademas,
se cuantifico la expresion relativa del gen por el método descrito por Livak &
Schmittgen como se observa en el anexo 5, el cual utiliza los Ct de un control

enddgeno como GADPH en nuestro caso, y sus respetivo para nuestro gen de interés.

Cabe mencionar que a los valores obtenidos de AACt se les realizo una correccion
logaritmica para reducir la varianza de los mismos, debido a la naturaleza exponencial

que posee la curva de gR-PCR.

Tabla 7

Niveles de expresion relativa con el método (-44Ct) para el gen p53

Tratamientos Ct SD2 Promedio 27 (-AACt) SD
repl. -AACt

Control 2,23 1,58 2,98 2,23

Rig. Raiz 0,34 0,59 1,51 0,34

Rig. H/T 4,21 0,11 1,08 4,21

Dec. Raiz 0,06 2,01 4,03 5,06

Dec. H/T 0,48 1,69 3,23 0,48
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Expresion de p53
4,5
4 !
3,5
2,5

0,5

Control rig. Raiz Rig. H/T Dec. Raiz Dec. H/T

Cuantificacion relativa 27(-AACt)mRNA

Tratamientos

Figura 6. Expresion del gen pro- apoptotico p53 con el método de cuantificacion
relativo 2”(-AACt).

ANALISIS E INTERPRETACION

La Tabla 3 y la Figura 2 nos muestra la expresion relativa del gen p53 en relacion al
control, donde se evidencia claramente que los tratamientos; tanto de Decussata raiz
como de Decussata hoja tallo producen un aumento de la expresion del gen apoptético
p53. Cabe recalcar que Decussata raiz presenta un incremento mas abrupto con respeto

a Decussata hoja tallo.

A diferencia a las dos mencionadas Rigida raiz y Rigida hoja tallo posee una expresion
similar al control por lo que estos tratamientos disminuyen claramente la expresion del
gen p5S3.
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Figura 7. Apoptosis tardia de células MCF-7 control magnificacién 630X. Las células fueron tefiidas mediante la
técnica de tunel por APO BdrU. La lectura se realizé empleando los filtros GFP (475-509 nm) y DAPI (489-513nm).
Las flechas indican nucleos de células apoptéticas. Control (A) y magnificacion ROI (B).

ANALISIS E INTERPRETACION

Al realizar el Apo/Bdru por triplicado se evidencio a las células cancerigenas con un
nicleo totalmente fragmentado y con su membrana intacta (imagen A). Al
magnificarla se aprecia facilmente mindsculos segmentos o fragmentos de ADN, tal
como se muestra en la imagen B, el cual toma una coloracion azulada gracias al
compuesto DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) que es un marcador fluorescente que
actia como intercalante con el ADN. Este proceso podria tratarse de la etapa pre-

apoptotica de la célula MCF7.
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Figura 8. Apoptosis tardia de células MCF-7 con tratamiento Decussata raiz magnificacion 630X. Las células
fueron tefiidas mediante la técnica de tnel por APO BdrU. La lectura se realizé empleando los filtros GFP (475-
509 nm) y DAPI (489-513nm). Las flechas indican nucleos de células apoptdticas. Célula fragmentada
MCF7(A), célula condensada MCF7 (B), Decussata Raiz (C) y magnificacion ROl (D).

ANALISIS E INTERPRETACION

En la Figura 8 se evidencia claramente el proceso de apoptosis en la célula de linea
celular MCF7, que consiste en una etapa de impermeabilizacion y permeabilizacion
de la misma. En el proceso de impermeabilizacion el ADN se fragmenta en la

superficie del nucleo (como se visualiza en la imagen B), los mismos que a su vez
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empiezan a formar gemaciones que a la larga provocaran la fragmentacion del ndcleo

(imagen Cy D).

Por otro lado, en la etapa de permeabilizacion la membrana de la célula pierde su
resistencia provocando el paso del liquido del medio, es decir, desequilibrio osmético,
que conlleva inevitablemente a que la célula se hinche y queden disipados los

fragmentos del nucled, tal como ocurre en la imagen (A).

3.2 Discusion
Para el presente proyecto se procedié a trabajar con las células cancerigenas MCF-7
debido a la alta incidencia que presenta su mortalidad en el cancer de mama en el
Ecuador, sobre todo en el sexo femenino y al presentar las mujeres un mayor

porcentaje poblacional.

A partir de lo mencionado y con la premisa de que las plantas son una fuente invaluable
de compuestos antitumorales activos en la terapia anticancerigena y de que solo cerca
del 10 % de mas de 250.000 especies de plantas han sido estudiadas por sus
propiedades farmacoldgicas, cabe la necesidad de experimentar con nuevas especies
como fue el caso de Valeriana rigida y decussata. Al ser este un proceso de
comprobacion como se observo anteriormente, es decir, no todas las especies pueden
poseer facultades anticancerigenas tal como ocurrié con Valeriana rigida que no
presentd efectos citotoxicos significativos, ya que en estudios de este tipo estos
hallazgos son normales. En una evaluacion de este tipo en la que se empleé 10
extractos de plantas medicinales sobre la linea celular humana de cancer de pulmén
A549, 4 plantas (Parthenium hysterophorus, Bixa orellana, Momordica charantia y
Cucurbita maxima) presentaron concentraciones citotdxicas medias inferiores a

100ug/ml y 6 de estas no llegaron ni al rango. (Garcia et al., 2011)

Otra de las caracteristicas que se planted, fue que cada uno de los extractos se
clasificaron en: raiz y hojas tallo para las dos especies: donde se obtuvo
concentraciones de 0,51 mg/ml y 0,42 mg/ml para rigida hoja tallo y decussata raiz
respectivamente en la linea celular MCF-7. Avalos-Soto et al., (2014) en la misma
linea celular y en proceso de segmentacion en extractos etandlicos de semilla y hoja
de Azadirachta indica (neem), presento una actividad IC50 de 25,17 ug/ml sobre

MCEF-7, donde ademas concluyo que estos resultados son prometedores para continuar
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con futuras investigaciones para el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos.
En relacion con nuestros resultados se puede deducir que nuestras concentraciones
parecieran no ser del todo idoneas y que debe seguirse investigando estas especies de

valeriana en especifico.

El estudio se baso en determinar si los extractos de Valeriana rigida y decussata son
capaces de aumentar la expresion den gen pro apoptotico p53 especificamente, ya que
p53 es aquel que tiene una mayor relevancia de mutacion en diferentes tipos de

tumores cancerigenos.

Segun estudios prestados por la Universidad de Brow el 42% de las muestras de cancer
pancratico tenian el p53 mutado. Asimismo, muestras de carcinomas Ovaricos y
endometrioides presentaban irregularidades en este gen. También se identifico que
otro cancer con alta incidencia de mutacion de este gen supresor es el cancer de mama.

(Romero, s. f.).

La expresion del gen en nuestro trabajo evidencio claramente que los tratamientos;
tanto de Decussata raiz como de Decussata hoja tallo producen un aumento de la
expresion del gen pro-apoptético p53, dando un mejor resultado en estos dos
tratamientos, existen casos en los que otro tipo de proteinas pueden respaldar la
expresion de p53 tal como menciona Orcid, (2019). en el ‘“estudio
inmunohistoquimico en 40 casos de liquen plano oral contra BAX, BCL-2, CD-138,
Histona 3, Ki-67, MCM3 y p53. Donde Se observd mayor expresion de BAX en
contraposicion con BCL-2, proponiendo una conducta proapoptotica, vinculado

estrechamente a su vez por la ausencia de expresion de p53”.

Estos hallazgos nos permiten inferir que estas especies de valerianas pudiesen
representar un tratamiento alternativo para este tipo de cancer, sin embargo, es
importante continuar con estudios en los cuales se incluyan mayor cantidad de

marcadores que corroboren estos resultados.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

La expresion relativa del gen pro-apoptotico p53 en relacion al control
evidencio claramente que los tratamientos; tanto de Decussata raiz como de
Decussata hoja tallo producen un aumento de la expresion del gen pro-
apoptdtico p53. Cabe recalcar que Decussata raiz presenta un incremento mas
abrupto con respeto a Decussata hoja tallo.

El tratamiento de valeriana Decussata raiz en el proceso de apoptosis tardia,
mostrd evidencias de impermeabilizacion y permeabilizacion de las células. En
el proceso de impermeabilizacion; el ADN se fragmento en la superficie del
nucleo, los mismos que a su vez empiezan a formar gemaciones, que a la larga
provocaron la fragmentacion del nucleo. Por otro lado, en la etapa de
permeabilizacién la membrana de la célula pierde su resistencia provocando el
paso del liquido del medio, es decir, desequilibrio osmoético, que conllevo
inevitablemente a una lisis celular.

En las pruebas que se realizo por triplicado de APO/bdru Tunel para control se
evidencio células cancerigenas linea celular MCF7, donde tanto el ADN como
el ndcleo estaban fragmentados. Para el tratamiento con Valeriana Decussata
Raiz se evidencio fragmentos de células y otras con fragmentos de ADN que
pueden evidenciar el final de la ruta apoptotica, en cuanto Valeriana Decussata
hoja tallo se observ6 una solo célula apoptotica pero lamentablemente para
Valeriana rigida hoja tallo y raiz no se pudo observar ninguna sola célula
razones por las cuales no se registré ninguna evidencia.

Los hallazgos obtenidos nos permiten inferir que estas especies de valerianas
pudiesen representar un tratamiento alternativo para este tipo de cancer, sin
embargo, es importante continuar con estudios en los cuales se incluyan mayor
cantidad de marcadores que corroboren estos resultados en pro de optimizar la

terapéutica del cancer.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda incluir mayor cantidad de estudios con técnicas como el

western blot y el marcaje de otras proteinas que representen blancos
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terapéuticos o de progresion.

Socializar los resultados a mejora de nuevas técnicas alternativas que nos
ayuden a combatir el cancer.

Profundizar el estudio de los segmentos y tipos de valerianas que indujeron la
apoptosis en células MCF-7 e incluir otro tipo de lineas celulares provenientes
de diferentes tipos de cancer que permitan evidenciar si posee en estas el
mismo efecto.
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Anexos
Anexo 1. Microscopia de fluorescencia
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Anexo 3 .Tincion y fijacion de placas

Anexo 4. Cultivos celulares
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Anexo 5. Cuantificacion relativa del gen p53

(t Control

Tamet | Same | O | endogeo | Ctmuestm | CtCabrader | AN |2:0ACH PFE”' Dest. Estandar
(GADPH)
5 CONTROL 1 1173 78 600 00 1
P53 CONTROL 23 2173 3% 800 315 U6 1570 OS24
5 Reki % 173 37 B0 3% RN
i Reki #@ 273 35 B0 3B OWIR 3N ONIR
53 ReHT 1M 7 300 70800 | 1009 00092
i REHT um 73 25 B0 43 0B THM0  0J3%ITH
5 Dekir NE 173 305 70800 | 1013 000089
53 Dekir Ay 173 197 W00 297 OB BS0  008%14%3
3 DeHT B NB 23 B0 4% MM
53 DEHT BB D 205 800 503 OWOGL 4690 001317

Anexo 6. Concentracion proteica de los tratamientos por el método de Bradford

ml ul Concentracion
proteica (ul)
Decussta 3,01E-04 0,301 6,3
Hoja tallo
Decussata 2,94E-04 2,294 4
Raiz
Rigida Hoja 2,24E-04 0,224 36
tallo
Rigida Raiz 2,94E-04 0,294 32
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Anexo 7. Extraccion y cuantificacion de ARN
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Anexo 8. Microscopia de fluorescencia: Apoptosis TUNEL
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