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RESUMEN.

Introduccidn. La decoccion de los tallos de Rhus trilobata (RHTR), se ha utilizado en
el tratamiento alternativo de algunos tipos de cancer y dolencias gastrointestinales, por
indigenas de la Sierra Tarahumara en Chihuahua, México. Sin embargo, hasta el
momento sus principios activos se desconocen, su efectividad en el cancer ovarico y sus
efectos a la salud durante su consumo.

Objetivo. Identificar los principios activos de RHTR y evaluar su actividad
antineoplasica en ratones xenotrasplantados con la linea celular SKOV-3.

Metodologia. Se realizd la extraccion de compuestos mediante decoccion de los
tallos en agua destilada (Extracto acuoso, EA) y el fraccionamiento con cartuchos Cais,
empleandose agua acida al 1 % (FAO01), acetato de etilo (FA02) y éter etilico (FA03) como
disolventes. La evaluacion de la actividad biolégica se realiz6 mediante curvas de
viabilidad con MTT, observacion de la morfologia celular con tincion rapida Hemacolor®
y estudios de apoptosis por TUNEL en las lineas celulares SKOV-3, CHO-K1 y BEAS-
2B. Se determin6 la composicion fitoquimica del EA y la fraccion activa por UPLC-MSE,.
La actividad antineoplasica se realiz6 en ratones hembra Nu/Nu, los cuales fueron
xenotrasplantados con células SKOV-3, via subcutanea con 5 x 108 células en 100 pL
PBS 1X. Posteriormente se dividieron en dos grupos, el primero fue tratado i.p. con EA'y
fraccion activa a 200 mg/kg/dia y el segundo via peritumoral, con los principios activos a
50 mg/kg durante 2 dias alternos a la semana; en ambos casos por 28 dias. El peso de
los roedores y la evaluacion de las lesiones tumorales se determinaron constantemente
con una bascula y un calibrador Vernier, para determinar el volumen tumoral. Al terminar
los tratamientos, se realizaron estudios de imagen por TAC, RMN y la obtencion de
muestras de suero por puncién retro-orbital para la determinacion de parametros
bioquimicos. Finalmente, se llevé a cabo la necropsia de los roedores, para la diseccion
de los tumores y los 6rganos para realizar estudios histopatolégicos.

Resultados. En ensayos con MTT, la Clso del EA y la FAO2 en SKOV-3 fue de 50 y
38 pg/mL respectivamente, mientras para CHO-K1 y BEAS-2B fue de 600 y 800 ug/mL

para ambos casos (p < 0.05, ANOVA), adicionalmente se encontraron cambios en la
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morfologia celular y la induccion de apoptosis, lo cual demuestra un efecto selectivo. Los
andlisis de los perfiles cromatogréaficos del EA y la FAO2, revelaron una abundancia
relativa de 1,2,3,4,6-pentakis-O-galoil-B-D-glucosa (B-PGG), &cido gélico, quercetina,
fisetina, amentoflavona y miricetina, asi como de algunas variantes glicosiladas, los
cuales han sido reportados con actividad inhibitoria en diferentes tipos de cancer. La
evaluacion de la actividad antineoplésica en roedores con cancer ovarico, revelaron que
EA y FAO2 de RHTR presentan un efecto reductivo en el desarrollo de las lesiones
tumorales del 37.6 % y 49 % respectivamente (p < 0.05, ANOVA), debido a un efecto de
quiescencia celular. El acido galico y la miricetina, inhibieron las lesiones tumorales en
un 48.3 % y 50 % respectivamente (p < 0.05, ANOVA), por la induccion de apoptosis. Las
observaciones anatémicas e histolégicas del higado, corazén, pulmon, rifién y bazo, asi
como de los pardmetros bioquimicos, no revelaron efectos toxicologicos adversos
durante los tratamientos con EA, FAO02 y miricetina. Sin embargo, el grupo tratado con
acido galico presenté una insuficiencia hepatica a causa de una inflamacion crénica
producida por la pérdida de parénquima hepético.

Conclusion. RHTR inhibié el desarrollo de las lesiones tumorales a través de un
efecto citostatico, el cual se observé en estudios de imagen e histopatolégicos, sin
encontrarse efectos toxicolégicos adversos durante su administracion y el cual se
relaciona con la abundancia de los compuestos B-PGG, acido galico, quercetina, fisetina,
amentoflavona y miricetina, asi como de algunas variantes glicosiladas. Por tanto, RHTR
podria ser utilizada en el tratamiento complementario del cancer ovarico; sin embargo, se

requieren estudios adicionales para corroborarlo.
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ABSTRACT.

Introduction. The decoction of Rhus trilobata (RHTR) stems, has been used as an
alternative treatment of some types of cancer and gastrointestinal ailments by indigenous
people from the Sierra Tarahumara in Chihuahua, Mexico. However, until now its active
principles, its effectiveness in ovarian cancer and its effects on health during consumption
are unknown.

Objective. To identify the active principles of RHTR and to evaluate its antineoplastic
activity in mice xenotransplanted with the SKOV-3 cell line.

Methodology. The extraction of compounds was carried out by decoction of stems
with distilled water (EA) and fractionation with Cis cartridges using 1 % acid water (FA01),
ethyl acetate (FA02) and ethyl ether (FAO3) as dissolvent. Evaluation of biological activity
was done via MTT viability curves, observation of the Hemacolor® fast staining cell
morphology and TUNEL apoptosis studies on SKOV-3, CHO-K1 and BEAS-2B cell lines.
The phytochemical composition of the EA and the active fraction was determined by
UPLC-MSE. The antineoplastic activity was performed in Nu/Nu female mice, which were
xenotransplanted subcutaneously with 5 x 108 SKOV-3 cells in 100 yL 1X PBS.
Subsequently animals were divided into two groups, the first group was treated
intraperitoneally with EA and the active fraction at 200 mg/kg/day and the second group
was treated peritumorally with active principles to 50 mg/kg for 2 alternate days a week;
in both cases for 28 days. The weight of the rodents and the evaluation of the tumor
lesions were determined constantly with a scale and a Vernier qualifier to determine the
tumor volume. At the end of the treatments, imaging studies were performed by CAT,
NMR and the collection of serum samples by retro-orbital puncture for the determination
of biometric parameters. Finally, a necropsy of the rodents was carried out, for the
dissection of the tumors and organs for further histopathological studies.

Results. In MTT assays, the ICso of AE and AF02 in SKOV-3 was 50 and 38 ug/mL
respectively, whereas for CHO-K1 and BEAS-2B it was 600 and 800 pg/mL for both cases
(p = 0.05, ANOVA), additionally changes were found in cell morphology and induction of

apoptosis, which demonstrates a selective effect. Analyzes of the chromatographic
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profiles of EA and FAQ2 revealed a relative abundance of 1,2,3,4,6-pentakis-O-gallioyl-3-
D-glucose (B-PGG), gallic acid, quercetin, fisetin, amentoflavone and myricetin, as well as
some glycosylated variants which have been reported with inhibitory activity in different
types of cancer. Evaluation of the antineoplastic activity in rodents with ovarian cancer,
reveals that the EA and FA02 of RHTR have an inhibitory effect on the development of
tumor lesions of 37.6 % and 49 % respectively (p < 0.05, ANOVA), due to an effect of
cellular quiescence. Gallic acid and myricetin inhibited tumor lesions by 48.3% and 50%,
respectively (p < 0.05, ANOVA), due to the induction of cellular apoptosis. Anatomical and
histological observations of the liver, heart, lung, kidney and spleen, as well as biometric
parameters, revealed no adverse toxic effects during EA, FA02 and myricetin treatments.
However, the group treated with gallic acid had liver failure due to chronic inflammation
caused by loss of hepatic parenchyma.

Conclusion. RHTR, inhibited the development of tumor lesions through a cytostatic
effect, which was observed in imaging and histopathological studies, without adverse toxic
effects being encountered during its administration and which is related to the abundance
of B-PGG, gallic acid, quercetin, fisetin, amentoflavone and myricetin compounds, as well
as some glycosylated variants. Therefore, RHTR could be used as an alternative or
complementary treatment of ovarian cancer; however, additional studies are required to

corroborate this claim.
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1. INTRODUCCION.

El cancer de ovario es el sexto tumor mas frecuente en la mujer y en México, ocupa
la cuarta causa de defunciones por tumores ginecoldgicos [Gallardo-Rincén y cols.,
2006]. El cancer epitelial de ovario representa el 90 % de todos los casos de cancer
ovarico y entre ellos, el 80 % corresponde al tipo histolégico seroso [Novoa-Vargas,
2014]. En México, las tres entidades federativas con mayor nimero de casos de cancer
ovarico son Nuevo Leodn, el Estado de México y la Ciudad de México, debido a multiples
causas genéticas y epigenéticas [Rivas-Corchado y cols., 2011]. El principal tratamiento
para esta enfermedad es la reseccidn quirlrgica, seguida de un tratamiento
complementario con quimioterapia [Botello y cols., 2006]; en la que se administran
farmacos citotoxicos y/o citostaticos con actividad antitumoral [Gallardo-Rincon y cols.,
2006], los cuales con el tiempo pueden ocasionar toxicidad en el organismo y generar
resistencia en el tejido neoplasico [Martinez-Tlahuel y cols., 2006]. Es por ello, que se
hace necesaria la busqueda de nuevos candidatos terapéuticos para este padecimiento.
Con este fin, se han examinado y utilizado productos naturales en el tratamiento del
cancer [Sang-Bong y Hae-Ryong, 2010], como el paclitaxel obtenido de la planta Taxus
brevifolia [Centelles y Imperial, 2010], la vincristina de Catharanthus roseus [Schlaepfer
y Mendoza-Espinoza, 2010] y la curcumina de Curcuma longa [Bar-sela y cols., 2010],
los cuales muestran distintos mecanismos de accidn contra las células cancerigenas.

En el Estado de Chihuahua, la decoccion de los tallos de la planta regional RHTR se
ha utilizado como tratamiento alternativo para algunos tipos de cancer y dolencias
gastrointestinales. Es conocida por sus habitantes, con el nombre comun de “aciditos” o
“agritos” debido al sabor caracteristico de su fruto. RHTR pertenece a la familia de las
anacardiaceas y su morfologia es lefiosa, de crecimiento difuso y con una altura de 1.5
m; ademas presenta hojas pequefas, trifoliadas, pinnaticompuestas, de bordes
aserrados y evidentemente hendidas, con un fruto esférico, carnoso y rojizo [Warnock-
Turner, 2009].

En estudios previos, Abbott y cols. (1966) demostraron la actividad antineoplasica de

los extractos elaborados por maceracion con EtOH:CHCIs (1:1) de hojas y por decoccion




en agua de los frutos de RHTR, al administrarse a 100 mg/kg y 400 mg/kg
respectivamente, como dosis fija durante 7 dias por via i.p. a hamsters sirios
xenotrasplantados con la linea celular de adenocarcinoma de duodeno humano, con una
inhibicion en el peso de los tumores presentes del 33 % con respecto al control sin
tratamiento para ambos casos. Mientras Pettit y cols. (1974), lograron aislar el acido
gélico y el etil galato del extracto etandlico al 50 % de hojas de RHTR por cromatografia
en columna abierta y posteriormente, evaluaron sus actividades bioldgicas in vitro sobre
la linea celular de adenocarcinoma nasofaringeo humano KB, los cuales presentaron una
Clso de 3.1 y 18 pg/mL respectivamente, por lo cual adjudicaron la actividad
antineoplésica observada en el estudio in vivo a ambos compuestos. Ademas, Varela-
Rodriguez y cols. (2013), realizaron un fraccionamiento del EA de tallos de RHTR en fase
sélida, con disolventes de polaridad decreciente y encontraron actividad bioldgica in vitro
en la fraccidbn obtenida con acetato de etilo a 18 pg/mL sobre la linea celular de
adenocarcinoma de colon humano CACO-2; sin embargo, su composicion quimica no
reveld la presencia de ninguno de los compuestos mencionados anteriormente, por lo
cual el principio activo de RHTR corresponde a un compuesto de naturaleza flavonoide,
el cual no ha sido identificado.

Actualmente, el éxito limitado y los hallazgos de resistencia a la quimioterapia en el
tratamiento del cancer de ovario hacen necesaria la busqueda de agentes terapéuticos
alternativos para esta enfermedad. Las plantas utilizadas por la medicina alternativa
representan una opcion en la busqueda de principios activos para el tratamiento del
cancer, por lo cual se hace importante la realizacion de investigaciones encaminadas a
la identificacién de los mismos. Trabajos recientes que fueron llevados a cabo con la
planta RHTR, sugieren la posible presencia de agentes antineoplasicos que pudieran
representar nuevos candidatos terapéuticos para el tratamiento del cancer ovarico que

agueja a la poblacion femenina en México y el mundo.




2. ANTECEDENTES.

2.1 MEDICINA TRADICIONAL.

La medicina tradicional esta presente en todas las culturas del mundo. Se le define
como el conjunto de conocimientos y practicas usadas en la prevencion, diagnéstico y
eliminacion de desequilibrios fisicos, mentales o sociales, confiando exclusivamente en
la experiencia obtenida de la observacion, la practica o la trasmitida de generacion en
generacion, de forma oral o escrita [Bucay, 2009]. Por lo que es un término amplio
utilizado para referirse a diferentes sistemas de tratamiento de enfermedades, como por
ejemplo las diversas formas de medicina indigena, asi como la medicina tradicional china,
hindi y arabe que puede incluir terapias con medicacion, que implica el uso de
medicamentos obtenidos de hierbas, partes de animales y/o minerales, o terapias sin
medicacion, donde se recurre al uso de acupuntura, terapias manuales y espirituales. En
los paises donde el sistema sanitario dominante se basa en la medicina alopatica, o
donde la medicina tradicional no se ha incorporado en el sistema sanitario nacional, esta
se clasifica a menudo como medicina “complementaria” o “alternativa”, también como “no
convencional”. El uso de la medicina tradicional sigue estando muy extendido en los
paises en vias de desarrollo, mientras que el uso de la medicina complementaria y
alternativa esta aumentando rapidamente en los paises desarrollados [Pérez, 2005]. En
muchos lugares del mundo, los profesionales sanitarios y el publico en general ain se
mantienen en debate con preguntas sobre la seguridad, la eficacia, la calidad, la
disponibilidad, la preservacion y el desarrollo de este tipo de atencion a la salud, ya que
realmente la valoracion de los productos de la medicina alternativa, como los elaborados
a base de plantas, es especialmente dificil [Pérez, 2005]. Sin embargo, muchos de los
remedios usados por la poblacion han sido incluidos en la medicina alopatica después de

demostrar cientificamente su eficacia [Lentini, 2000].

2.1.1 Medicina tradicional a base de plantas.

Gran parte de los tratamientos tradicionales suponen el uso de plantas o sus principios




activos preparados en forma artesanal o industrial como infusiones, extractos, jarabes,
polvos, jugos, compresas o pomadas [Fretes, 2010 y Gonzalez, 2004]. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), define a las plantas medicinales como cualquier especie
vegetal que contiene compuestos quimicos con capacidad terapéutica, o cuyos principios
activos pueden servir como precursores para la sintesis de nuevos farmacos con base
en su estructura quimica como modelo para su elaboracion [OMS, 2005]. Existen al
menos tres razones que explican la importancia de la medicina tradicional basada en el
uso de plantas: primera, éstas son mucho mas econdémicas y accesibles; segunda, no
existen registros que indiquen resistencia o tolerancia a los extractos totales de las
plantas, posiblemente debido a la accion sinérgica de los diversos constituyentes y
tercera, es posible (aunque no se asegura) que la fitoterapia produzca menos efectos
adversos que la quimioterapia [Taborda, 2009]. El reconocimiento y la validacion de los
tratamientos empleados en la medicina popular (por su experiencia practica, tradiciones
y usos), permite emplear como materia prima plantas que pueden dar lugar a
fitomedicamentos o utilizar sus principios como biomarcadores taxondémicos en la
busqueda de nuevos medicamentos, por lo cual tiene una importante aplicacion en la
medicina moderna [Jigna y Sumitra, 2007].

Actualmente, el 35 % de los medicamentos que se distribuyen en todo el mundo son
productos derivados directamente de plantas, con una tendencia notoria a crecer, ya que
continuamente se elaboran nuevos medicamentos de las mismas [Pifieyro, 2009]. Para
dar una idea de la importancia econémica del aprovechamiento de estas plantas por la
industria farmacéutica a nivel mundial, diremos que el valor de las medicinas extraidas
de ellas en Estados Unidos (EE.UU.) se encuentra actualmente cercano a 3,000 millones
de dolares al afio; mientras que a partir de la década de los 80 en los paises de la
Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico asciende a unos 43,000
millones de délares anuales [Palacio, 2000]. Por tanto, es importante que aquellas plantas
que presentan mayor popularidad en la medicina tradicional por alguna de sus
propiedades sean investigadas con el fin de determinar su eficacia y evaluar su potencial
como fuente de nuevos principios activos con actividad terapéutica [Taborda, 2009; Lai y

cols., 2010]. En México, los fitomedicamentos fueron reconocidos como medicamentos y




son regulados por la Ley General de Salud en el reglamento de insumos para la salud
[Romero y Tortoriello, 2007].

2.1.2 Agentes quimiopreventivos contra el cancer.

El término quimiopreventivo en oncologia se refiere a la utilizacion de productos
naturales o de compuestos activos aislados y purificados, para administrarse en forma
de tratamiento y que sean capaces de inhibir, disminuir o revertir el proceso de
carcinogénesis, ademas de que puedan ser aplicados en cualquier momento de su
transcurso, inclusive en aquellos pacientes que han superado con éxito este
padecimiento, pero que estan en riesgo de sufrir una recaida [Kelloff y cols., 2000]. Por
tanto, sirven principalmente como coadyuvantes al tratamiento que se aplica
normalmente en la medicina alopatica, ya que mejoran la eficacia terapéutica y muestran
una menor toxicidad en el cuerpo [Viveros y cols., 2010]. Generalmente, estos
compuestos recurren a la modulacion del sistema REDOX en el organismo, activando el
elemento de respuesta antioxidante (ARE) y se piensa, que podrian estar también
activando diversos mecanismos moleculares con actividad antitumoral dentro de las
células, por ejemplo regulando distintas vias de sefalizacion involucradas en la
supervivencia celular (NF-kB, AKT y COX-2) o en el camino apoptotico (Bcl-2, Bcl-XL,
caspasas, p21WAF etc.) al sensibilizar a las células cancerosas [Viveros y cols., 2010].
Investigaciones recientes, sugieren que la combinacion de ambas terapias para tratar el
cancer resulta mas eficaz y especifica, ya que se genera una accion sinérgica entre
ambas y disminuye la toxicidad generada por la administracion Unica del tratamiento
convencional, al reducir la dosis y frecuencia con la que se aplican [Sarkar y Li, 2007].
Actualmente se han comenzado a emplear antioxidantes dietarios provenientes de las
plantas con una alta concentracion en polifenoles, como agentes quimiopreventivos al
promover su consumo en forma de extractos, suplementos y alimentos nutracéuticos o

funcionales con esta finalidad [Psczcola, 2003].

2.1.2.1 Rhus trilobata Nutt (RHTR).
En el estado de Chihuahua, la planta regional RHTR se utiliza con frecuencia como




un quimiopreventivo en forma de infusion, para el tratamiento de algunos tipos de cancer
y dolencias gastrointestinales. Es un arbusto conocido por la poblacion mexicana como
“aciditos” o “agritos” debido al sabor caracteristico de su fruto [Ecosistemas y Medio
Ambiente Sierra Madre S.C., 2009]. En otros paises como EE.UU. y Canada se le
denomina con el nombre comun de Skunkbush [Casebeer, 2004]. Su clasificacion

taxondémica es la siguiente:

REINO Plantae
SUBREINO Tracheobionta
DIVISION/FILO  Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Rosidae
ORDEN Sapindales
FAMILIA Anacardiaceae
GENERO Rhus
ESPECIE Rhus trilobata

2.1.2.1.1 Descripcién morfoldgica.

El agrito es un Zumaque de morfologia irregular, ya que crece de forma vertical hasta
alcanzar una altura de 0.6 a 2.1 m aproximadamente dependiendo de las condiciones
ambientales (Figura 1Ay B), pero suele formar monticulos difusos y densos en anchura
gue puede duplicar el tamafio de la planta en altura [Scianna, 2004; Shaw y DeBolt, 2004].
La raiz principal, junto con las raices fibrosas secundarias se encuentran a una
considerable profundidad y son el anclaje del arbusto, ya que la planta muere al crecer
por encima del suelo de manera superficial [Casebeer, 2004; Shaw y DeBolt, 2004].
Cuando las ramas son jovenes presentan una coloracibn marrén y suelen ser
puberulentas, volviéndose grises con la edad [Shaw y DeBolt, 2004]. Las hojas emiten
un olor fuerte al ser aplastadas y poseen un aroma que suele ser medicinal o amargo,
(desagradable para algunos); son compuestas y alternas en las ramas, con tres
subsésiles casi sin peciolo, generalmente de forma oval o romboidal. El foliolo terminal
es el mas grande y tiene forma de abanico, con una longitud de 1 a 2 cm, mientras los
dos inferiores son aproximadamente de la mitad del tamafio con una superficie crenado-

lobulado. Los margenes de las hojas son toscamente dentados, pero la mayoria de los




Figura 1. Habitos de crecimiento de RHTR. En las fotografias se muestra: (A y B) ejemplares
representativos de las poblaciones de RHTR presentes en el Cerro Pelén, Namiquipa, durante mayo y
noviembre respectivamente; (C) flores discretas que aparecen en las puntas de las ramas durante julio; (D)
frutos en forma de racimos que suelen aparecer en las ramas durante agosto de un sabor agrio/amargo
caracteristico; (E) hojas trifoliadas que adquieren una coloracién rojo-naranja a comienzos de la estacion
de otofio. (Fotografias por Varela-Rodriguez).

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de o6rganos aéreos de RHTR. Imagenes tomadas con un
estereoscopio a 2X de aumento de: (A) hojas trifoliadas, pinnaticompuestas, de bordes aserrados y
evidentemente hendidas; (B) flores discretas de color perlado, con cinco pétalos y 10 estambres colocados
en forma centripeta con un évulo por carpelo; (C) frutos pequefios, esféricos, carnosos de tono rojizo; (D-




F) ampliaciones de las zonas sefialadas en la imagen por microscopia con un aumento de 4X, donde puede
observarse: (D) cara adaxial de las hojas con las yemas axilares cubiertas de tricomas simples; (E) eje
floral y sépalos cubiertos de resina; (F) epicarpio irregular del fruto cubierto de algunas microvellosidades
y resina. (Fotografias por Varela-Rodriguez).

dientes se redondean con el tiempo, presenta pubescencia variable que se vuelve mas
suave conforme el follaje madura, siendo mas brillantes al estar maduras y llega a medir
de 3 a 7 cm de largo (Figura 2A). Durante el verano suelen ser de un color verde oscuro,
que en otofio se vuelve amarillo o naranja y después rojo a un purpura rojizo (Figura 1E)
[Andrés y cols., 2006; Shaw y DeBolt, 2004; Rose, 2005; Casebeer, 2004]. Durante la
primavera (usualmente marzo o abril) RHTR presenta flores que se desarrollan antes de
gue aparezca su follaje. Las inflorescencias consisten en grupos de picos situados cerca
de las puntas de las ramas, en racimos de pequefas flores con mas de 10 estambres
colocados en forma centripeta y a veces contienen méas de un évulo por carpelo (Figura
1C) [Shaw y DeBolt, 2004]. Las flores son discretas, de color amarillo palido (perlado) e
imperfecto, en su mayoria con cinco pétalos (Figura 2) [Andrés y cols., 2006; Rose, 2005].
Los frutos de la planta maduran de junio a septiembre, permaneciendo en el arbusto hasta
bien entrado el invierno (Figura 1D). Son rigidos, carnosos, sub globosos, de color rojo-
naranja, con un tamafio de 6 a 8 mm de diametro, suelen ser un poco peludas y pegajosas
en la superficie (Figura 2C), con un sabor agrio/amargo que recuerda al limén cuando
estan frescas, lo suficiente para que algunos le hayan adjudicado a la planta el nombre
de “aciditos” [Warnock, 2009]. La acidez de los frutos proviene de los &cidos galico y
tanico principalmente [Marquez y cols., 2001] (Figura 1D).

2.1.2.1.2 Distribucion geogréafica.

La RHTR presenta una distribucién geografica amplia y variable a lo largo de la regién
neartica de América, encontrandose frecuentemente en el occidente de Canada (Figura
3B); al oeste-centro de los EE.UU. en las grandes planicies, hasta el sur de California y
Texas (Figura 3C) [Scianna, 2004]; lograndose extender hasta México en las zonas
serranas principalmente (omitiendo las costas humedas del noroeste del Pacifico) (Figura

3A) [Rzedowski y Calderon-Rzedowski, 1999]. Puede crecer en diversas zonas




ecolégicas tales como desiertos, praderas, llanuras con matorrales de montafia y
chaparrales, asi como en zonas con arbustos, gramineas y distintas plantas herbaceas,
a pleno sol o sombra parcial a una altura de 1,050 a 2,400 m.s.n.m. (region intermontafa),
en sitios que reciben 250 a 500 mm de precipitacién pluvial (de 10 a 20 pulgadas en
promedio) u otros lugares que reciben humedad adicional [Shaw y DeBolt, 2004].
También se encuentra adaptada a una amplia variedad de condiciones en el suelo,
creciendo en medios ligeramente béasicos y tolerando aquellos neutros-4cidos; con
texturas que son desde arcillosas hasta arenosas [Medina-Lemos y Fonseca, 2009].
Aungue en México no existe un estudio detallado de la distribucién geografica de RHTR,
se cuenta con evidencia de que ocupa gran parte de las regiones orientales del Estado
de Chihuahua, como zonas desérticas o semidesérticas de clima seco hasta las altas
llanuras donde comienza la Sierra Tarahumara, a una altitud de 1,500 m.s.n.m.
aproximadamente [Estrada-Castillon y Villarreal-Quintanilla, 2010]. Se tienen registros de
algunos especimenes de RHTR en el herbario de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de
la Universidad Autonoma de Chihuahua, los cuales fueron colectados en la localidad de
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Santa Ana (anteriormente llamada Oscar Soto Maynez) en el Municipio de Namiquipa, el
cual cuenta con un suelo somero y pedregoso con zacates amacollados y encinos,
finalmente en la localidad de Nicolas Bravo y Las Varas en el Municipio de Madera, con
bosques de pino, tascate y encino a una altitud de 2,150 m.s.n.m. [Ecosistemas y Medio
Ambiente Sierra Madre S.C., 2009].

2.1.2.1.3 Informacion etnobotanica.

El arbusto RHTR histéricamente ha sido empleado principalmente con fines
medicinales. En Chihuahua, se ha utilizado de manera tradicional en forma de infusion
para el tratamiento de algunos tipos de cancer como leucemias y de origen
gastrointestinal (Tabla 1). La infusion ha sido preparada a partir de los tallos de la planta
por las poblaciones indigenas en las regiones serranas del estado durante generaciones;
la corteza se ha utilizado para preparar una bebida que logra aliviar los sintomas del
resfriado; los frutos amargos se han consumido para calmar las molestias
gastrointestinales y el dolor de muelas al prepararse caliente como una bebida similar a
la limonada, o para hornearse en la preparacion de pan y tartas [Marquez y cols., 2001];
también las hojas y las raices se han hervido y consumido para aliviar diversos
malestares. Inclusive las hojas se han empleado para fumar. Las ramas flexibles han sido
Utiles para la elaboracion de cestas y alfombras. Actualmente el arbusto se emplea para
el control de la erosion y el paisajismo, ya que es una planta Util para la recuperacion de
tierras baldias que han sido despojadas por la mineria [Shaw y DeBolt, 2004], e
histéricamente los miembros del género Rhus se han utilizado en la industria de la
curticion de pieles debido a la concentracion elevada de taninos que presentan [Zalacain-
Aramburu, 2001], por lo cual RHTR podria representar un producto de gran valor en dicha

industria.

2.1.2.1.4 Composicion fitoquimica.
Actualmente, no existe un estudio completo que describa la composicion quimica de
RHTR. Pettit y cols. (1974) al buscar nuevos agentes antineoplasicos, lograron aislar, del

extracto de hojas de RHTR con EtOH al 50 %, el &cido gélico y el etil galato; compuestos
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Tabla 1. Aplicaciones y usos tradicionales de RHTR.
Informacién etnobotanica de RHTR

Nombre comun. Aciditos, Agritos, Agrios.

Forma de consumo. Oral.

Parte utilizada. Raices (ocasionalmente) y tallos.

Tiempo de colecta. Todo el afio (principalmente abril).
Preparacion medicinal. Hervir en agua los tallos por 30 min.

Dosis medicinal. Ingerir la infusién en lugar de agua todo el dia.
Usos. Para dolencias gastrointestinales y el cancer.

FUENTE: Varela-Rodriguez, 2013.

gue han sido encontrados en otras especies del mismo género, como R. coriaria y R.
trichocarpa entre otras plantas [El Sissi y cols., 1971; Yasue y Kato, 1957]; en las cuales
se ha observado que dichos compuestos presentan actividad antineoplasica,
antimicrobiana, antiviral y antioxidante, principalmente [Rayne y Mazza, 2007; Mohan y
cols., 2014; Yang y cols., 2014]. Otros estudios realizados en EE.UU., demostraron la
presencia de acido galico y acido tanico en los frutos, a los cuales se atribuyeron las
propiedades antineoplasicas, antiparasitarias y antioxidantes de los mismos [Marquez y
cols., 2001]. Varela-Rodriguez (2013), realiz6 un tamizaje fitoquimico preliminar en
extractos de tallos de RHTR con MeOH al 70 % y hexano, para identificar de manera
cualitativa diferentes grupos de metabolitos secundarios presentes, encontrando taninos,
flavonoides, antocianinas, cumarinas, acido galico, principios amargos, triterpenos y
saponinas. Sin embargo, no encontrd glucosidos cianogénicos y no pudo determinar la
presencia de alcaloides. Por medio de reacciones REDOX se detectaron aminofenoles,
catequina y pirogalol, logrando confirmar por HPLC Unicamente la presencia del acido
galico, flavonoles y antocianinas. Se ha observado que dichos compuestos tienen una
amplia serie de actividades sobre las células, sin embargo el mecanismo de accion de
todos los metabolitos secundarios no se conoce con exactitud. Diversos estudios
muestran que los terpenoides pueden tener actividad antimicrobiana al dafar la
membrana celular y que las saponinas pueden desintegrar las membranas de las células
al formar complejos con los esteroles endégenos [Montes-Belmont, 2009]. Asi mismo, los
compuestos fenolicos pueden inhibir las enzimas celulares al reaccionar con los grupos
sulfhidricos de sus aminoacidos y los flavonoles (junto con otros taninos) pueden inactivar

otras proteinas de la misma manera [Murphy, 1999].
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2.1.2.1.5 Propiedades farmacologicas.

A la fecha, no se han encontrado estudios que describan por completo la actividad
farmacoldégica de RHTR. Sin embargo, se cuenta con evidencia de la actividad que
presentan otras especies del género (Tabla 2) por lo que podria encontrarse alguna
similitud en RHTR, ya que las especies pertenecientes a un género en particular
comparten algunas caracteristicas genotipicas y fenotipicas con el resto de los miembros
del que forman parte, por lo cual un estudio mas detallado podria aclarar dicha afirmacion
[Schlaepfer y Mendoza-Espinoza, 2010]. Los metabolitos secundarios identificados en
RHTR podrian conferirle propiedades antiinflamatorias y antivirales, lo cual presenta un
campo de estudio novedoso en la busqueda de nuevos principios activos. Estudios
recientes, sugieren que RHTR presenta compuestos con actividad quimiopreventiva,
antimicrobiana, antiparasitaria y antineoplasica, las cuales fueron probadas con
diferentes métodos analiticos.

Humason, (2005), al realizar una busqueda de moléculas inhibidoras de la bomba de
multirresistencia a drogas (MDRP) en plantas que son utilizadas en la medicina tradicional
contra infecciones bacterianas, encontro que la fraccion de RHTR obtenida con 80 % de
hexano:acetato de etilo en cromatografia liquida al vacio, a partir de un extracto total
elaborado en una mezcla 1:1 de acetato de etilo:MeOH, present6 actividad
antimicrobiana a Clso de 12.5 ug/mL contra S. aureus y al utilizarse a una concentracion
de 50 pg/mL en conjunto con berberina (30 ug/mL) sobre una cepa resistente a dicho
antibiotico, logré inhibir su proliferacion celular, posiblemente por la presencia de
moléculas inhibitorias de la MDRP u otros mecanismos relacionados.

Garcia-Ramirez (2015), estudio el efecto antiparasitario del EA de tallos y frutos de
RHTR en trofozoitos de Entamoeba histolytica empleando ensayos in vitro con sales de
tetrazolio solubles en agua (WST-1) e in vivo con el modelo de absceso hepéatico
amebiano (AHA) en hamster. Los ensayos in vitro revelaron actividad antimicrobiana de
los tallos a Clso de 10.42 pg/mL, mientras que los frutos fueron de 17.13 pg/mL. Las
pruebas in vivo revelaron que el extracto acuoso de tallos administrado a 0.05 g/mL,
diariamente por via oral en lugar del agua de bebida habitual durante 7 dias, es capaz de

disminuir el dafio provocado por la inoculacion intrahepatica de E. histolytica, al igual que
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Tabla 2. Actividad bioldgicay principios activos de algunas especies del género Rhus.

Especie Organo Actividad Extracto o principio activo Referencia
utilizado bioldgica
R. verniciflua Corteza, Antifiborogénica, Buteina, garbanzol, sulfuretina, Lee y cols., 2003;
duramen, antimutagénica, fisetina, fustina, Park y cols., 2004;
ramasy antioxidante, molisacasidina, acido Oshimay
tallos antitrombética, protocatéquico, quercetina y Kumanotani, 1984;
antitumorigénica acido 6-pentadecilsalicilico Lee y cols., 2002;
y citotoxica Kuo y cols, 1991,
Lee y cols., 2004.
R. glabra Ramas Antifingica y Metil galato, 4-metoxi-3,5- McCutcheon y cols,
antimicrobiana  acido dihidroxibenzoico y 1994; Saxena 'y
acido galico cols., 1994.
R. undulate Raiz Antiinflamatoria  Apigenina dimetil éter, Fourie y Snyckers,
1984,
R. retinorrhoea Tallos Antimalaricay  7-O-metilnaringenina, Ahmed y cols.,
antimicrobiana eridicitol, 7,3-O- 2001.
dimetilquercetina, 7-O-
metilapigenina,

R. coriaria Semilla, Hipoglucémica, EA, EM y extracto etandlico, Nasar-Abbas y
frutos, antioxidante y  fraccionado con acetato de Halkman, 2004;
planta antimicrobiana  etilo. Sagdic y Ozcan,

completa 2003; Bozan y cols.,
2003; Giancarlo y
cols., 2006.
R. succedanea Saviay Antioxidantey  10'(2),13'(E), 15'(E)- Wu y cols., 2002;
frutos antiviral heptadecatrienilhidroquinona 'y  Lin y cols., 1999.
derivados, robustaflavona,
amentoflavona,
volkensiflavona,
succedaneaflavona y
rhusflavanona
R. hirta Frutos Antioxidante EM McCune y Johns,
2002.
R. vernificera Savia Leucopénica Polisacaridos Duy cols., 1999;

Yang y Du, 2003.

FUENTE: Modificado de Rayne y Mazza, 2007.

el nivel de las transaminasas AST y ALT las cuales son indicadoras del dafio tisular.
Abbott y cols. (1966) en el Servicio Nacional de Quimioterapia del Cancer (CCNSC)
en EE.UU., demostraron el efecto antineoplasico del extracto en EtOH:CHCIs al 50 % de
hojas de RHTR en un modelo in vivo de cancer, al utilizar una dosis de 125 mg/kg en
ratones Swiss xenotrasplantados con sarcoma 180 y 100 mg/kg en hamster sirio con
adenocarcinoma de duodeno. El tratamiento se administrO diariamente por via i.p.

durante 7 dias, con una inhibicion en el peso de las masas tumorales del 35 % y 32 %
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con respecto al control sin tratamiento. EI EA de frutos, al ser administrado bajo las
mismas condiciones a 500 mg/kg en ratones Swiss y 400 mg/kg en hamster sirio,
obtuvieron una inhibicién en el peso tumoral del 34 % y 33 % respectivamente.

Pettit y cols., (1974) demostraron que el extracto en EtOH al 50 % de hojas de RHTR,
presentd una actividad citotoxica a 15 pg/mL sobre la linea celular KB (carcinoma
epidermal de nasofaringe humano), cuyos ensayos fueron disefiados segun criterios del
Instituto Nacional del Cancer en EE.UU.; ellos lograron aislar dos principios activos, el
acido galico y el etil galato con un Clso de 3.1 y 18 yg/mL respectivamente. En estudios
previos realizados por nuestro grupo de investigacion, se encontré que el EA de tallos de
RHTR contenia un compuesto de naturaleza flavonoide, de bajo peso molecular (~500
Da), soluble a temperatura ambiente y que precipita a pH acido a 4 °C, el cual presentaba
absorcion de U.V. a 280 y 350 nm. Este compuesto presentd actividad antimitotica
equivalente a 10 M de vincristina sobre cultivos primarios de linfocitos provenientes de
pacientes con leucemia linfobldstica aguda [Sanchez-Ramirez, 1985]. Mas
recientemente, Varela-Rodriguez (2013) y Saenzpardo-Reyes (2014) evaluaron el efecto
citotoxico de los polifenoles presentes en el extracto de tallos de RHTR con MeOH al 70
%, sobre la linea celular de adenocarcinoma de colon CACO-2 y de ovario SKOV-3,
obteniéndose una Clso a 10 y 20 ug/mL respectivamente. Al realizar un fraccionamiento
del extracto mediante cromatografia en fase soélida, con elucion de disolventes de distinta
polaridad para concentrar los polifenoles presentes, se encontrdé una relacion entre la
actividad citotoxica y el contenido de los mismos, ya que fracciones obtenidas con agua
acida al 1 % y acetato de etilo tuvieron una actividad similar a 30 ug/mL de vincristina a
24y 72 h de cultivo. Este efecto se evidencié a concentraciones inferiores a los 15 pg/mL,
demostrando que RHTR contiene principios activos que pueden ser utilizados para
combatir el cancer y que posiblemente dicha actividad esté relacionada a la presencia de
flavonoles identificados en el extracto, sin embargo se requieren mas estudios que
permitan el aislamiento del principio activo.

Rodriguez-Palomares (2014), estudio el efecto antioxidante del extracto de tallos de
RHTR con MeOH al 70 % y de las fracciones elaboradas con agua acida al 1 % y acetato

de etilo por el método ORAC y NBT, encontrdndose una alta concentracion de
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antioxidantes con 1819.19, 454.40 y 194.35 pmol/g de equivalentes trolox (ET)
respectivamente. Estos resultados, se relacionan con la concentracion de polifenoles
reportada por otros autores [Zalacain-Aramburu, 2001], lo cual sugiere que RHTR podria
ser utilizada en el tratamiento alternativo de enfermedades degenerativas vinculadas con

el estrés oxidativo.

2.1.2.2 Efecto de los polifenoles sobre las rutas apoptoticas.

Generalmente los polifenoles actian como quimiopreventivos contra el cancer a
través de la induccién de la apoptosis sobre células tumorales, ya que estas resultan ser
mas sensibles al efecto pro-apoptoético en comparacion con las células normales [Ramos,
2008]. Existe evidencia que propone que la selectividad que tienen estos compuestos
proviene de la inhibicion de la enzima telomerasa [Mizushina y cols., 2005], una
transcriptasa reversa especializada en el mantenimiento de los teldmeros que tiene un
papel importante en el proceso de inmortalizacion celular durante la carcinogénesis
[Chakraborty y cols., 2006]. Se sabe que durante la fase de iniciacion del cancer, los
polifenoles pueden intervenir sobre el metabolismo de los agentes carcinogénicos
mediante: la inhibicién de las enzimas de fase |, como el citocromo P450, CYP1Al,
CYP1B1, citocromo b5 reductasa, QR que lleva a cabo reacciones de oxidacion,
reduccion, hidrdlisis, hidrataciébn e isomerizacion; y/o la activaciébn/modulacién de la
expresion génica de las enzimas detoxificantes de fase Il como GPx, SOD, GST, UDP-
glucuronosiltransferasa que estan implicadas en reacciones de glucuronidacion,
sulfatacién, acetilacion, metilacién y conjugacién [Yang, 2000 y Yu, 1997] mediante la
modulacién de ARE (5-(G/A)TGACNNNGC(G/A)-3" que se localiza en la region
promotora de estas enzimas [Granado 2010]. Este efecto quimiopreventivo que
presentan los polifenoles también esta relacionado con la dosis que se utiliza, ya que
bajas concentraciones promueven mecanismos de supervivencia mediante la activacion
de la via de las MAPKs (ERKs, JNKSs) o incremento en los niveles de p-AKT mientras que
concentraciones elevadas ejercen un efecto pro-apoptético mediante la activacion de la
cascada de caspasas y la reduccién de los niveles fosforilados de AKT y ERKs [Nguyen

y cols., 2004; Spencery cols., 2003; Yu y cols., 1997]. En el caso de compuestos fendlicos
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oxidantes, se ha visto que aumentan los niveles de produccién de especies reactivas de
oxigeno (ERO) intracelular provocando la formacion de perdoxido de hidrégeno y
generando la activacion de la apoptosis, al producir cambios en la expresion de genes
como p53, p300, Apaf-1, NF-kB, p50 y p65 que provocan la inhibicién del crecimiento de
células cancerosas y muerte celular [Viveros y cols., 2010]. La modulacion de las vias de
transduccion de sefiales PISK/AKT, MAPKs (ERKs, JNKs, p38 y MAPKs) PKCs, AP-1y
NF-kB esta relacionada con la regulacion de la supervivencia, proliferacion y muerte
celular programada [Ballif y Blenis, 2001], sugiriéendose que la inactivacion de NF-kB por
los polifenoles estd mediada en parte por la inactivacion de las quinasas AKT y/o MAPKSs,

apuntando hacia una conexién entre ambas vias de sefializacion [Gong y cols., 2003]
(Figura 3).
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Figura 4. Mecanismos de accion molecular de diferentes agentes quimiopreventivos dentro de la
célula [FUENTE: Sarkar y Li, 2007].
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2.2 CANCER DE OVARIO.

Entre los tumores ginecoldgicos, los tumores anexiales suelen ser los mas dificiles
de diagnosticar. Los tumores de ovario, situados en la profundidad del abdomen, crecen
insidiosamente y suelen alcanzar un gran tamafio antes de ser advertidos [Pons y cols.,
2012]. Pueden aparecer diversos sintomas por compresion de estructuras adyacentes,
ya sea por el propio tumor o por los érganos vecinos que infiltra [Hossfeld y cols., 1992].
Esta clase de tumor suele producir implantes peritoneales y secundariamente ascitis.
Los tumores que aparecen en los ovarios presentan una llamativa variedad de
caracteristicas histolégicas y biologicas [Gallardo, 2006]. Su histogénesis y clasificacion
son todavia objeto de controversia (Tabla 3). De acuerdo con su comportamiento
pueden ser benignos, de malignidad limite o malignos [Hossfeld y cols., 1992]. Existen
tres tipos principales de tumores ovaricos; los tumores epiteliales que se originan de las
células que cubren la superficie externa del ovario, los tumores de células germinales
que se originan de las células que producen los évulos y los tumores estromales que se
originan de las células del tejido estructural que sostienen el ovario y producen
hormonas femeninas (Tabla 3). No se conocen las causas del cancer de ovario. Este
suele aparecer en mujeres mayores de 35 afios y las mas afectadas son las mayores
de 50 afos. El cancer de ovario es mas frecuente entre las mujeres caucéasicas en
comparacién con las demés. Aquéllas que tengan algin miembro de su familia que haya
tenido cancer de ovario, mama o de colon, tienen mas posibilidades de desarrollar esta
enfermedad; asi como aquéllas que hayan padecido alguna de las anteriores [Pons y
cols., 2012]. Se ha comprobado que los siguientes factores aumentan el riesgo de sufrir
cancer de ovario: tener el primer periodo menstrual a una edad temprana, tener
menopausia tardia, el uso de drogas para aumentar la fertilidad y no haber tenido hijos,
el tratamiento hormonal después de la menopausia, el uso de talco en el area genital y
la exposicion al asbesto [Poveda, 2006]. De igual manera se ha comprobado que los
siguientes factores disminuyen el riesgo de padecerla, tales como: el uso de pastillas
anticonceptivas, tener hijos, amamantar, la ligadura de trompas y la extirpacion del Gtero

y los ovarios [Poveda, 2006]. El prondstico de la enfermedad depende de su extension.
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En los casos de T1y T2, la supervivencia a los 5 afios alcanza el 60-70 %. En los casos
avanzados que responden a la quimioterapia, dicha supervivencia es del 30 %, pero no
se estabiliza en los afios posteriores; el nUmero de curaciones en estos casos es
probablemente minimo [Hossfeld y cols., 1992]. Por ello, es preciso que se desarrollen
nuevos medicamentos quimioterapicos que sean eficaces contra esta enfermedad. La
diseminacién ocurre cuando los tumores ovaricos se extienden a los ganglios linfaticos
paraadrticos, mediastinicos y supraclaviculares. Posteriormente se produce metastasis
pulmonar y hepatica. Son frecuentes las complicaciones intraabdominales, como la
obstruccion intestinal o uretral. En estadios avanzados aparecen caquexia y ascitis que

producen una “facies ovarica” caracteristica [Lopez y cols., 2006].

Tabla 3. Clasificaciéon modificada de la OMS de los tumores de ovario.

I. Tumores epiteliales comunes
Seroso a) Benigno
Mucinoso b) Malignidad limite (borderline)
. Endometrioide c) Carcinoma
. Mesonefroide (De células claras)
Brenner
Epitelial mixto
. Carcinoma indiferenciado
. Inclasificable
Tumores del estroma de los cordones sexuales
Células de la granulosa/teca a) Benigno
Androblastoma (células de Leyding-Sertoli) b) Maligno
. Ginandroblastoma
. Inclasificables
. Tumores de células lipidicas
. Tumores de células germinales
Disgerminoma
Tumor del seno endodérmico
. Carcinoma embrionario
. Poliembrioma
Coriocarcinoma
Teratoma
Inmaduro
Maduro (sélido o quistico)
Monodérmico (del estroma ovarico y/o carcinoide, otros)

COWP=IOMMUO®E>

mTmoow>»Z

FUENTE: Hossfeld y cols., 1992.

2.2.1 Tumores epiteliales.
Suponen un 40 % de todos los tumores ovaricos. Pueden ser de dos tipos, serosos

y mucinosos. Ambos tienen tendencia a desarrollarse bilateralmente y a formar
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implantes en la cavidad peritoneal [Hossfeld y cols., 1992]. En un determinado
porcentaje se producen cambios malignos, lo que es mas frecuente en los serosos [Pons
y cols., 2012]. El cistadenocarcinoma papilar seudomucinoso es una variedad con un
gran potencial de diseminacion locorregional. Son menos frecuentes los tumores endo-

metrioides, mesonefroides y de Brenner [Gallardo y cols., 2011].

2.2.2 Diagnéstico.

Existen dos sistemas de clasificacion internacionalmente reconocidos y de uso
habitual: el sistema TNM de la UICC y el de la FIGO, que se resumen en la Tabla 4
[Hossfeld y cols., 1992]. La localizacion de los ovarios practicamente impide la deteccién
precoz. El diagnéstico se basa en tres tipos de sintomas, que a menudo aparecen
tardiamente en la enfermedad:

A) Sintomas compresivos, debido al crecimiento del tumor primario y la infiltracion

de tejidos adyacentes.

B) Sintomas de diseminacion por la implantacién peritoneal, que se manifiesta como
ascitis.

C) Sintomas hormonales que producen desfeminizacion, masculinizacién o
hiperestrogenismo en grado muy variable, dependiendo del tipo tumoral y de la
edad de la paciente.

La exploracion ginecoldgica y la palpacién abdominal pueden revelar la existencia del
tumor o de masas pélvicas, cuya consistencia varia de quistica a soélida [Pons y cols.,
2012]. La exploracion fisica raras veces permite establecer la naturaleza exacta de la
tumoracién. Mediante ultrasonografia (USG) abdominal/transvaginal o con la tomografia
axial computarizada (TAC), se puede obtener importante informacion sobre el tamafio y
la extension de la lesion antes de la cirugia [Poveda, 2006]. La laparotomia exploradora
con biopsia es el método diagndstico mas exacto, ya que demuestra la naturaleza y la
extension de la enfermedad, asi como el tratamiento a seguir [Martinez-Tlahuel y cols.,
2006]. En los casos avanzados con afectacién ganglionar supraclavicular, se puede
establecer el diagnéstico con la biopsia de los ganglios. Inicialmente, la presencia de

células neopléasicas en el liquido ascitico puede orientar el diagnostico.
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Tabla 4. Clasificaciones TNM y FIGO de los tumores ovaricos.

Categorias TNM Estadios FIGO

Tx
T0
T1 I
Tla 1A
Tib B
Tic IC
T2 I
T2a A
T2b 1B
T2c lc

T3ylo N1 1l
T3a A
T3b B

T3cy/o N1 e
M1 v

No se puede evaluar el tumor primario.

No hay pruebas del tumor primario.

Tumor limitado a los ovarios.

Tumor limitado a un ovario, con la céapsula
intacta, no hay tumor en la superficie del ovario.
Tumor limitado al interior de ambos ovarios,
capsulas intactas; no hay tumor en la superficie.
Tumor limitado a uno o los dos ovarios con:
céapsula rota, o tumor en la superficie del ovario o
células malignas en ascitis o lavado peritoneal.
El tumor afecta a uno o los dos ovarios y se
extiende a la pelvis

Extension y/o implantes en Gtero y/o trompas.
Invasion de otros tejidos pélvicos.

Extension pélvica (2a o 2b) con células malignas
en la ascitis o lavado peritoneal.

El tumor afecta a uno o los dos ovarios y hay
metastasis peritoneales fuera de la pelvis
microscopicamente confirmada y/o metéastasis
ganglionares regionales.

Metastasis peritoneales microscoépicas fuera de
la pelvis.

Metastasis peritoneales macroscoépicas fuera de
la pelvis, de menos de 2 cm de diametro maximo.
Metastasis peritoneales fuera de la pelvis de mas
de 2 cm de didmetro y/o metastasis ganglionares
regionales.

Met4stasis a distancia (no las peritoneales).

FUENTE: Hossfeld y cols., 1992.

2.2.3 Mecanismo de carcinogénesis.

Actualmente no existen marcadores confiables que indiquen la presencia de
carcinomas en estadios iniciales y asintomaticos. El CA-125 esta solamente reconocido
como util en el monitoreo de la progresion de un carcinoma de ovario ya diagnosticado.
Adicionalmente, el cancer epitelial puede expresar fenotipos diferentes, mostrando tener
propiedades pertenecientes al epitelio tubarico (carcinoma seroso o cilioepitelial), al
endometrio (tumores endometrioides), al endocérvix y al intestino grueso (mucinosos) o
al tracto urogenital (tumores de células claras) [Hossfeld y cols., 1992]. Estos diferentes
tipos histologicos que conocemos tienen una diferente clinica, capacidad de respuesta al
tratamiento e incidencia; nada sabemos acerca de los determinantes que sirven de base

para estas variaciones. Los estudios experimentales llevados a cabo en el epitelio
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superficial del ovario y su carcinogénesis en animales comunes de laboratorio se han
dificultado, debido a que éstos no desarrollan de manera adecuada el cancer epitelial de
ovario y, aunque raros, éstos suelen derivar de la granulosa, las células estromales o de
las germinales. Ademas, su epitelio mesotelial es fragil, dificil de aislar y mantener bajo
condiciones experimentales, ya que dicho epitelio es sensible y capaz de modular su
fenotipo en respuesta a las condiciones externas del medio. En ooforectomias
profilacticas realizadas en mujeres con historial familiar de cancer ovérico, la
inmunohistoquimica ha revelado la presencia de mutaciones genéticas del BCRA-1,
BCRA-2, p53, ErbB2 y E-Cadherina [Hossfeld y cols., 1992].

2.2.4. Tratamiento.

El tratamiento de eleccion es la cirugia. En los estadios precoces la intervencion
tipica es la histerectomia abdominal con salpingooforectomia biliateral. La extensiéon de
la cirugia se justifica por la alta incidencia de bilateralidad y la tendencia a invadir el
cuerpo uterino. La quimioterapia administrada postoperatoriamente sera eficaz con
mucha mayor probabilidad si el volumen tumoral es muy pequefio. Las tomas de biopsia
deben ser multiples e incluir el epiplén, los ganglios paraadrticos y la superficie inferior
del diafragma. En los tumores T1 y T2 (Estadios | y Il de la FIGO), generalmente esta
indicada la administracion de radioterapia Unicamente en la zona de la pelvis o bien,
sobre toda la cavidad abdominal; en estadios mas avanzados puede utilizarse, pero esta
siendo desplazada cada vez mas por la quimioterapia. El cisplatino y la ciclofosfamida,
utilizados conjuntamente producen un 30 % de remisiones completas patolégicamente
comprobadas y hasta un 50 % de remisiones parciales [Micetick y cols., 1985]. La mitad
de estas Ultimas se encuentran en la categoria denominada “enfermedad residual
minima”, que se define como la presencia de tumoraciones peritoneales menores de 2
cm. Ni la continuacion de la quimioterapia intravenosa, ni la radioterapia abdominal
consiguen erradicar estas lesiones. Se ha encontrado hasta un 30 % de respuestas
completas mediante la instalacion peritoneal de cisplatino [Micetick y cols., 1985].
Raramente, se administran actualmente radiois6topos colocados intraperitonealmente;

puede que los interferones sean activados por esta via [Hossfeld y cols., 1992].
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Uno de los principales problemas en el tratamiento del cancer de ovario, es la
resistencia clinica a drogas citostaticas, que puede presentarse en el momento del
diagnéstico o durante la administracion de la droga. Existe una variedad de alteraciones
gue hacen a las células neoplasicas capaces de protegerse contra un amplio espectro de
agentes téxicos. Algunos de los mecanismos son: cambios en la expresion o actividad de
la enzima topoisomerasa, alteraciones en los niveles de la enzima glutation-S-transferasa
y un aumento en la expresion de los genes MDR-1, que codifican para la glicoproteina
de membrana plasmatica Gp-P [Lizano y Barrera, 1993]. Se ha descrito una variedad de
mecanismos por los cuales dichas células adquieren el fenotipo MDR, incluyendo la
absorcién reducida del farmaco, la modificacion genética de los objetivos especificos de
la droga, el aumento en la capacidad de reparacién del dafio en el ADN, la capacidad
reducida de la induccion de la apoptosis y el aumento en la tasa de desintoxicacion de
los compuestos [Araujo y cols., 2011]. Debido a dicha resistencia, se han desarrollado
nuevas estrategias en el tratamiento del cancer; como el empleo de distintas terapias
combinando varios agentes citostaticos los cuales presentan mecanismos de accién
anicos, lo que resulta en una mayor eficacia [Sarkar y Li, 2007]. Por esta razén la terapia
con guimiopreventivos, que implica el uso de productos naturales para revertir, suprimir
0 evitar lesiones premalignas antes de la aparicion de la metéstasis, ha aparecido como
un enfoque novedoso en el control de las enfermedades neoplasicas [Haque y cols.,
2010].
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3. JUSTIFICACION.

Entre los diferentes fenotipos de cancer ginecologico, el cancer de ovario es
considerado el mas letal y representa la cuarta causa de muerte entre las mujeres en
México. La aparicion de resistencia a los medicamentos administrados durante y después
de la quimioterapia, hace necesaria la busqueda de nuevos tratamientos para esta
enfermedad y las plantas representan una gran fuente de metabolitos secundarios con
este fin. Tal es el caso de RHTR, que es utilizada tradicionalmente para el tratamiento del
cancer. Estudios previos, han revelado actividad inhibitoria de algunas lineas celulares
de céncer, por lo cual resulta importante continuar el estudio de su actividad
antineoplasica en el cancer de ovario, para validar su potencial terapéutico e identificar

compuestos activos contra esta enfermedad.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION.
¢Tendran los principios activos de RHTR un efecto antineoplasico durante su
administracion como tratamiento en roedores xenotrasplantados con células de cancer

de ovario humano?

5. HIPOTESIS.

Los principios activos en RHTR presentan un efecto antineoplasico al administrarse
como tratamiento en un modelo murino xenotrasplantado con cancer de ovario humano,
disminuyendo las dimensiones de los tumores desarrollados por la activacion de
mecanismos moleculares involucrados en la supresion del crecimiento o la muerte celular

tumoral.
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6. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.
Analizar la actividad antineoplasica de los principios activos de RHTR en un modelo

murino xenotrasplantado con cancer ovarico humano.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

6.2.1 Composicion fitoquimica.
e Determinar la composicion fitoquimica de RHTR mediante estudios metabolémicos.

e Realizar la purificacion e identificacion de compuestos en RHTR.

6.2.2 Actividad bioldgica.

e Evaluar la actividad biologica de los compuestos presentes en RHTR e identificar
nuevos candidatos terapéuticos para el cancer de ovario.

e Determinar in silico las propiedades moleculares y farmacolégicas de los principios
activos de RHTR.

e Estudiar el potencial antineoplasico de los principios activos de RHTR sobre ratones
xenotrasplantados con cancer de ovario.

e Estudiar el efecto de los principios activos de RHTR en cultivos celulares y tumores

generados en los ratones inmunodeficientes.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

QUIMICA SANGUINEA

Y &

RECOLECCION DE TALLOS
RHTR 7 .‘ BIOMETRIA HEMATICA

ELABORACION DE EXTRACTOS

ESTUDIO TOXICOLOGICO

CARACTERIZACION QUIMICA -
IDENTIFICACION DE

COMPUESTOS ACTIVOS 5 z
UPLC-MSE EA y EM GS-MS: EHy EM EVOLUCION DE LA LESION TUMORAL

Columna C-18 Columna PE-5 (apolar) y
S PEG-WAX (polar)
- FRACCIONAMIENTO

EM

ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA IN VIVO

Cloroformo ~ Metanol  No. de

ENSAYOS DE VIABILIDAD CON MTT 5w (cHL)  (MeOH) fraccones
126 14 7(01-07)
112 28 7(08-14)
Curvas dosis-respuesta por 24 h | 98 a2 7(1521)
(02) | |.%,. S 0 70222
(02) v % 7(293)
(03) w 0 100 1(Lavado)

UPLCMSE PfGQEhesisle

ANALISIS IN SILICO o )
B nbCrem
@molsoft ZINC1y ——

Similarity ensemble approach (SEA)

Figura 5. Estrategia experimental implementada para evaluar la actividad biol6gica de los principios
activos en RHTR.
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8. MATERIALES Y METODOS.

8.1 MATERIALES.

Todos los reactivos utilizados en los experimentos fueron grado ACS, HPLC o MS de
Sigma®© Chemical Co. (St. Louis, Missouri, EE.UU.) para: acido férmico (N° 14265), acido
gélico (G7384), metil galato (274194), miricetina (M6760), miricitrina (91255), quercetina
(Q4951), quercitrina (Q3001), fisetina (F4043), paclitaxel (T7402), 2-propanol (I1-0398),
paraformaldehido (P6148), MTT (M5655), acido férmico (FO507) o de J.T.Baker
(Avantor™, Pennsylvania, EE.UU.) para: acetonitrilo (JT-9821), metanol (JT-9822),
hexano (JT-9304), &cido acético (JT-9515), agua (JT-9825), éter etilico (JT - 9237), acido
clorhidrico (JT - 9535), etanol (JT - 9014). Los reactivos de cultivo celular se utilizaron
estériles de Sigma®© o Gibco™ (Grand Island, NY, EE.UU.) como: penicilina (P3032),
gentamicina (G1272), estreptomicina (S9137), solucion tripsina-EDTA (T3924), SFB
(26140-079), azul de tripan (T6146), DMEM (D5796), McCoy 5A (M9309), DMSO
(D4540), Triton™ X-100 (T8787). El equipo utilizado para este proyecto fue molino
(Pulvex, México), liofilizadora (Labconco, EE.UU.), sistema Milli-Q SimplicityR UV
(Millipore, EE.UU.) y rotavapor (Buchi, Flawil, Suiza) para la preparacion de extractos y
fracciones, asi como espectrofotometro VariosKan® Flash (Thermoscientific, EE.UU.)

para las pruebas colorimétricas; los demas equipos fueron indicados en el texto.

8.2 METODOLOGIA.

8.2.1 Recoleccion del material vegetal.

De acuerdo a la experiencia de las personas que han utilizado la decoccién de R.
trilobata Nutt. (Anacardiaceae), las muestras fueron colectadas en mayo del 2014 en el
Cerro Peldn ubicado en la localidad Colonia Independencia, Municipio de Namiquipa en
Chihuahua, México (mapa topografico INEGI H13C42 y coordenadas geograficas GPS:
29°5'59°N, 107°32°33"W a 1,960 m.s.n.m.) bajo la supervisién de la M. en C. Sonia
Rodriguez de la Rocha. La recoleccion se realiz6 de manera manual con pinzas de poda,

al medio dia con clima templado y soleado para evitar de esta manera el rocio de la
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mafiana. No se recolectaron ejemplares completos o raices para permitir la regeneracion.
Las muestras fueron transportadas al laboratorio en ausencia de luz y se retiraron las
hojas y los frutos. Posteriormente, los tallos se lavaron con agua potable para eliminar
los contaminantes y se secaron sobre toallas de papel absorbente durante 48 h a
temperatura ambiente. Finalmente, los tallos se molieron hasta obtener un tamafo de
particula de 0.5 mm por tamizado y se liofilizaron para su almacenamiento a 4 °C. La
identificacion taxondmica de RHTR se realizd con base en la morfologia macroscopica y
microscopica, utilizandose un estereoscopio Leica® EZ4HD, para hacer observaciones
de sus hojas, flores y frutos. La validacion de las muestras fue realizada por la D.C. Maria
de la Luz Arreguin Sanchez, curadora del herbario de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas del Instituto Politécnico Nacional y por la Biol. Laura de Lebn Pesqueira,
curadora del Herbario del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad Autbnoma

de Ciudad Juéarez.

8.2.2 Preparacion y fraccionamiento de los extractos de la planta.

Las muestras para la caracterizacion fitoquimica se obtuvieron por maceracion de 25
g de tallos en 500 mL de MeOH al 70 % (extracto metandlico, EM) y hexano (extracto
hexanico, EH) durante 48 h bajo agitacion constante a temperatura ambiente y oscuridad.
La preparacion tradicional de RHTR fue por decoccion, utilizandose 25 g de tallos en 500
mL de H20 destilada hirviendo durante 30 min (extracto acuoso, EA). Posteriormente, los
extractos se filtraron y se centrifugaron a 2,500 rpm durante 15 min a 4 °C en tubos
conicos para recuperar los sobrenadantes y concentrarlos a presion negativa en un
rotavapor a 5 rpm y 40 °C. Finalmente, los extractos se liofilizaron y se almacenaron a -
20 °C en recipientes ambar. El fraccionamiento del EA se realizd por extraccion en fase
sélida con un colector al vacio (Visiprep™, Sigma®©) y cartuchos ENVI™-Cs
(Supelclean™, Sigma®) activados con 20 mL de MeOH y 1 % de acido acético. Los
disolventes utilizados en gradiente de polaridad fueron: 15 mL de acido acético al 1%
(fraccién acuosa 01, FAOL), acetato de etilo (fracciébn acuosa 02, FA02) y éter etilico
(fraccidén acuosa 03, FA03). Finalmente, los cartuchos se lavaron con 20 mL de MeOH y

se reutilizaron tres veces. Las fracciones se evaporaron al vacio, se pesaron y se
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disolvieron en 2 mL de MeOH al 50 % para ser esterilizadas por filtracion con filtros de
jeringa de PTFE de 0.20 ym (Corning®) y almacenarse como soluciones madre en viales

ambar a - 20 °C hasta su uso.

8.2.3 Caracterizacion fitoquimica de RHTR.

8.2.3.1 Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento (RP-UPLC-PDA-QTOF-MS).

La identificacion de compuestos en RHTR se realizd en el EA, EM y FA02
empleandose un UPLC (Acquity™, Waters®) con detector PAD y acoplado a un equipo
MS (Synapt™ G1, Waters®). El instrumento fue equipado con una columna Acquity™
UPLC CSH-Cis (2.1 x 150 mm, 1.7 ym, Waters®) con precolumnay la fase movil utilizada
fue H20 purificada (A) con un sistema Milli-Q y acetonitrilo (B) (ambos acidificados al 0.1
% con acido férmico, v/v). Los disolventes se desgasificaron mediante sonicacién con
bafio ultrasénico (Branson™ 1800, Emerson™) y el gradiente utilizado fue el siguiente: 0
min, 95 % A (paso de equilibrado); 0.5 min, 95 % A; 20 min, 25 % A; 25 min, 25 % A; 25.5
min, 10 % A; 27.5 min, 10 % A; 27.6 min, 95 % A (etapa de lavado); 32 min, 95 % A (paso
de reequilibrio). Las muestras se prepararon a 1 mg/mL y se filtraron con filtro de jeringa
de PTFE 0.20 um (Captiva Econo Filter, Agilent®) y se mantuvieron a 4 °C durante el
ensayo. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: El flujo se mantuvo a 0.2
mL/min a lo largo del gradiente, desde el sistema UPLC hasta el detector MS. El volumen
de inyeccion fue de 10 pL y la temperatura de la columna se mantuvo a 30 °C. Las
muestras se analizaron mediante detector PAD a 280 nm y por fuente de ionizacion en
electro spray (ESI), usandose en modo negativo y positivo (modo wave). Los espectros
fueron adquiridos en full scan con un rango de masa de 50 a 1500 m/z en modalidad
MSE. La energia de colision de iones precursores se ajusté a 6 eV y en la seccion de
transferencia de 20 a 40 eV. Los valores Optimos para los parametros ESI-MS fueron:
voltaje capilar, 3.0 kV; cono de muestreo, 35.0 V; cono de extraccion, 4.0 V; temperatura
de fuente y desolvatacion, 150 °C y 350 °C; cono y flujo de desolvatacién del gas, 20.0
L/h y 600 L/h, respectivamente. Durante el desarrollo del método, la leucina encefalina

(Waters®) se utilizo como masa de referencia (556.2771, M+H), la cual se inyecto
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directamente en la interfaz del equipo a un flujo de 5 pL/min y una concentracién de 2
ng/mL, permitiendo la calibracion interna de las masas adquiridas cuyo error fue de =4,54
ppm durante el andlisis. Los datos de MS se adquirieron en continuum mode y se
procesaron a traves del software MassLynx® (version 4.1, Waters®) y Progenesis® QI
para moléculas pequefias (Nonlinear Dynamics version 2.3, Waters®). La identificacion
presuntiva de compuestos se realizd6 por comparacion con el patrén de fragmentacion
obtenido y el de estandares adquiridos comercialmente, asi como los reportados en
bases de datos para plantas, aceptandose las identificaciones de is6topos con una
similitud superior al 90 %. El analisis se realiz6 con la colaboracion del D.C. José Juan

Ordaz Ortiz del Laboratorio de Metabolomica y Espectrometria de Masas en LANGEBIO.

8.2.3.2 Cromatografia de Gases (GC-FID-MS).

La identificacion de los compuestos volatiles presentes en RHTR se realizé en el EM
y EH empleandose un GC (AutoSystem XL™, PerkinEImer®) acoplado a un equipo de
MS (TurboMass™ Gold 7.0, PerkinEImer®). El instrumento fue equipado con una
columna capilar de metilfenil silicona 5 % (PE-5) (60 m x 0.25 mm, 0.25 ym, Agilent®)
para compuestos apolares y polietilenglicol (PEG) Carbowax 20M (30 m x 0.25 mm, 0.25
pm Agilent®) para compuestos polares. La rampa de temperatura utilizada para limpiar
la columna fue de 200 °C, 15 min y el gradiente utilizado en el ensayo fue el siguiente: 60
°C, 1.7 min (15 °C / min); 170 °C, 0 min (5 °C / min); 220 °C, 20 min. Las muestras se
prepararon a 10 mg/mL y se filtraron con filtro de jeringa de PTFE de 0.20 um (Captiva
Econo Filter, Agilent®). Las condiciones durante la corrida fueron las siguientes: se ajusto
el caudal del gas helio a 1 mL/min a lo largo del gradiente, desde el sistema GC al detector
MS. El volumen de inyeccion fue de 2 pL con una jeringa de Hamilton y el retraso del
disolvente para el hexano fue de 5 min y para el MeOH de 3 min respectivamente. Las
muestras se analizaron mediante un detector de ionizacion de llama (FID) y por impacto
electronico (El). Los espectros de masas se adquirieron en un rango de 50 a 500 m/z.
Los valores 6ptimos para los parametros |IE-MS fueron: temperatura del detector/inyector,
250 °C y temperatura del filamento, 120 °C. Los datos de MS se procesaron a través del

software TurboMass® (version 5.4, PerkinElmer®), mientras la identificacion presuntiva
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de compuestos se realizé por comparacion con el patrén de fragmentacion obtenido y los
reportados en la libreria de la plataforma NIST, aceptandose las identificaciones de
isétopos con una similitud superior al 90 %. El analisis se realizd con el apoyo de la D.C.

Erika Salas Mufioz de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UACH.

8.2.3.3 Aislamiento e identificacion de compuestos quimicos.

La purificacion de compuestos en RHTR, se realiz6 por cromatografia en columna
abierta (CC) (1.5 x 5 cm de diametro, Econo-Column® Bio-Rad®) y una fase estacionaria
de silica gel de 60 A y 230-400 mesh (1 g, Merck®), la cual fue empacada para fraccionar
15 g de EM, con una fase moévil de CHCI3z:MeOH en polaridad creciente (9:1, 8:2, 7:3, 1:1,
3:7 y MeOH 100 %, v/v) hasta obtener un total de 36 fracciones de 20 mL cada una, las
cuales fueron monitoreadas en un colector de fracciones CF-2 con detector UV 280
(Spectrum®). En la fraccion No. 5 (CHCIls:MeOH 9:1, v/v), se logr6 purificar 10 mg de
metil galato (CsHsOs), el cual fue identificado por espectrometria de RMN, al comparar el
espectro obtenido con los existentes en bases de datos. Los ensayos de RMN mono-
dimensional, consistieron en disolver 5 mg del compuesto en 700 pL de metanol
tetradeuterado CD3OD (Sigma®©) en un tubo para resonancia de 178 x 5 mm (Sigma®©),
el cual fue colocado en un equipo Varian Mercury 300 MHz (Varian®) a 25 °C para la
determinacién de los espectros de RMN-'H durante 10 min a 1 h y RMN-'3C por 4 a 24
h, empleandose como referencia interna tetrametilsilano (TMS, Sigma®©). Finalmente, los
desplazamientos quimicos obtenidos (&) en los espectros de RMN para CsHsOs, se
reportaron en ppm a partir de la sefial del TMS y las constantes de acoplamiento (J) en
Hz. El ensayo se realiz6é con la colaboracion del D.C. Carlos Martin Cerda Garcia-Rojas
del Departamento de Quimica en CINVESTAV.

8.2.4 Propiedades in silico de los compuestos identificados.
Se llevo a cabo un analisis in silico de los compuestos mas abundantes en FA02, para
predecir sus propiedades farmacoldgicas, mediante el modelo “drug-likeness” en el

programa Molsoft© (http://molsoft.com/mprop/), el cual clasifica la actividad como:

nula/toxica (- = 0) y activos carentes de toxicidad (0 < +), con base en los criterios de
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Lipinski (relacion estructura-actividad). Seleccionados los candidatos, se adquirieron
comercialmente en Sigma®© con una pureza = 90 %, para realizar ensayos in vitro de
actividad biolégica (apéndice 8.2.6). Una vez identificados los principios activos en RHTR,
se realizé una busqueda de sus propiedades moleculares y farmacologicas en PubChem
(https://[pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) y ACD/I-Labs®© (https://ilab.acdlabs.com/iLab2/).

La identificacién de los farmacoforos blanco, se llevé a cabo mediante un enfoque

inverso proteina-ligando, para encontrar proteinas con sitios de unién para los principios
activos. Con este fin, se realiz6 la consulta de Zinc15 (http://zinc15.docking.org/) [Sterling
y Irwin, 2015] y SEA (http://sea.bkslab.org/) [Keiser y cols., 2007], propiedad del
Departamento de Quimica Farmacéutica en la Universidad de California (San Francisco,

EE.UU.), los cuales utilizan el modelo de “similarity ensemble approach”. Finalmente, los
potenciales blancos se seleccionaron con base en los parametros P-Value o Max TC,

proporcionados por el servidor.

8.2.5 Lineas celulares como modelos de estudio experimental in vitro.

Para evaluar la actividad citotoxica de los principios activos de RHTR, se utilizé la
linea celular SKOV-3 (Cat. HTB-77™), la cual proviene de un adenocarcinoma ovarico
humano y como control de células normales se emplearon las lineas celulares
transformadas no tumorales CHO-K1 (Cat. CCL-61™), proveniente de una biopsia de
ovario de hamster chino (Cricetulus griseus) y BEAS-2B (Cat. CRL-9609™), proveniente
de una biopsia de pulmén humano, las cuales fueron adquiridas de la ATCC® y se
describen con mayor detalle en el apartado correspondiente. Las lineas celulares CHO-
K1y BEAS-SB se obtuvieron gracias al apoyo del D.C. José Eduardo Pérez Salazar del
Departamento de Biologia Celular en CINVESTAV-IPN y a la D.C. Julieta Rubio

Lightbourn del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, respectivamente.

8.2.5.1 Linea celular SKOV-3.
La linea tumoral se aislo en 1973, del liquido ascitico de un adenocarcinoma ovarico
de mujer caucéasica de 64 afios. Su capacidad tumorigénica ha sido probada en ratén

(nude-mice) formando adenocarcinomas moderadamente diferenciados, consistente con
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cancer de ovario primario grado Il. Las células presentan las isoenzimas AK-1, ES-D,
G6PD, GLO-1, Me-2, PGM1, PGM3 y son resistentes al TNF (factor de necrosis tumoral),
a la toxina difteria y a drogas citotoxicas como adriamicina o cisplatinos. En el andlisis
citogenético se encontraron 43 cromosomas en el 63.3% de las células, con una tasa del
32 % de ploidias y los cromosomas marcadores del (1)(q21), der(13)t(1;?;13) (q11;?;934),
der(11)t(11;?) (q12) y del(10)(g22). En el perfil genémico se encontr6 amelogenina:X,
CSF1PO:11, D13S317:8,11, D16S539:12, D5S818:11, D7S820:13,14, THO1:9,9.3,
TPOX:8,11 y VWA:17,18. Las células adherentes son indiferenciadas durante la fase de
crecimiento exponencial y tras alcanzar la confluencia celular en la fase estacionaria
forman una monocapa de células polarizadas (Figura 6). El tiempo en el que estas células
doblan su poblacion es de unas 62 h aproximadamente.

8.2.5.2 Linea celular CHO-K1.

La linea no tumoral, se obtuvo originalmente de una subclona de la linea celular
parental CHO, iniciada a partir de una biopsia del ovario de un hamster chino adulto
(Cricetulus griseus) en 1957. Las células presentan susceptibilidad al virus de la
estomatitis vesicular y al virus Getah; asi como una resistencia al virus Modoc, Willow
Button y Poliovirus-2. En el analisis citogenético, se encontraron 22 cromosomas
hipodiploides. Las células son adherentes y forman una monocapa durante la confluencia
(Figura 7).

8.2.5.3 Linea celular BEAS-2B.

La linea no tumoral, fue obtenida en 1989 por R.R. Reddel a partir de tejido pulmonar
humano de individuos sanos no cancerosos. Las células epiteliales bronquiales se
aislaron y se transformaron con un hibridoma de adenovirus 12-SV40 (Ad12SV40), las
cuales conservan adherencia y la capacidad de experimentar diferenciacion escamosa
en respuesta al suero. La linea celular no resulto tumorigénica en ratones
inmunosuprimidos, pero si fue capaz de formar colonias en medio semisélido y con tincion
positiva para queratina y antigeno T de SV40. En el perfil genédmico se encontraron
secuencias para poliomavirus y amelogenina: XY, CSF1P0:9,12, D13S317:13, D16S539:
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Figura 6. Microfotografias de células SKOV-3 en cultivo. (A), Células en un cultivo no confluente; (B),
células en un cultivo confluente. Aumento original 10X. Microscopia de contraste de fases (FUENTE:
ATCC).

Figura 7. Microfotografias de células CHO-K1 en cultivo. (A), Células en un cultivo no confluente; (B),
células en un cultivo confluente. Aumento original 10X. Microscopia de contraste de fases (FUENTE:
ATCC).
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Figura 8. Microfotografias de células BEAS-2B en cultivo. (A), Células en un cultivo no confluente; (B),
células en un cultivo confluente. Aumento original 10X. Microscopia de contraste de fases (FUENTE:
ATCC).

-33-



12, D5S818:12,13, D7S820:10,13, THO1:7,9.3, TPOX:6,11 y VWA:17,18 (Figura 8).

8.2.5.4 Mantenimiento de los cultivos celulares.

Las monocapas celulares se mantuvieron hasta alcanzar un 80 % de confluencia, en
cajas de plastico de 25 cm? (Corning®) con 10 mL (0.4 mL/cm?) de medio de cultivo
McCoy 5A o DMEM que contenian rojo de fenol y suplementados con suero fetal bovino
(SFB) descomplementado al 10 % (v/v), penicilina (10,000 U/mL) - estreptomicina (10
mg/mL) al 1 % y gentamicina 1 % (5 pg/mL), en incubacion a 37 °C con atmosfera de
CO2 al 5 % y humedad del 95 %, de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La
individualizacion celular se realiz6 lavandose el tapiz celular con 10 mL de solucion
Hank’s 1X, para desprender posteriormente las células con tripsina-EDTA 1X por 15 min
a 37 °C. A continuacién, la tripsina se inactivé con medio de cultivo y las células se
empastillaron por centrifugacién a 2,000 rpm por 10 min a 4 °C. Finalmente, la viabilidad
celular se determiné mediante el ensayo de exclusion con azul de tripan (0.05 %) en
camara de Neubauer. Los cultivos se mantuvieron con el apoyo del M. en C. Carlos
Osorio-Trujillo del Departamento de Infectbmica y Patogénesis Molecular del
CINVESTAV.

8.2.6 Efecto de RHTR sobre lineas celulares.

La actividad de RHTR en las lineas celulares SKOV-3, CHO-K1 y BEAS-2B se analiz
con curvas de viabilidad dosis-respuesta con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolio (MTT), el cual es reducido a formazan por células viables [Mosmann,
1983; Ampasavate y cols., 2010; Dutra y cols., 2012]. Con este propdsito, se sembraron
2 x 10% células en una placa de 96 pocillos con fondo plano (Corning®) y 200 uL de medio
de cultivo suplementado durante 24 h, en las condiciones mencionadas anteriormente.
Una vez que se observaron las células adherentes, se afiadieron concentraciones que
variaron de 1y 1000 ug/mL a cada pocillo de EA, FAQ02, principios activos de RHTR, asi
como de paclitaxel, PBS 1X y DMSO al 10 %. Las placas se incubaron durante 24 h,
afadiéndose 20 pyL de MTT (5 mg/mL en PBS 1X) 4 h antes de finalizar los ensayos.

Posteriormente, el medio de cultivo fue retirado y el formazan producido, se disolvié en
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200 pL de 2-propanol frio, el cual se acidifico con HCI al 0.1 % y se cuantifico en un
espectrofotometro VariosKkan® a 590 nm. Finalmente, la viabilidad celular fue
determinada con la formula descrita a continuacion y la concentracion inhibitoria del 50
% (Clso), mediante un analisis de regresion lineal (porcentaje sobrevivencia vs log
concentracion). La actividad citotdxica se considero alta ICso < 30 pg/mL, media 31-70
pg/mL y baja 71-100 pg/mL [Suffness y Pezzuto, 1990].

Se realiz6 la estimacion de la dosis letal del 50 % (DLso) en lineas celulares normales
(para obtener una aproximacion acerca de la toxicidad aguda de RHTR e identificar una
concentracion terapéutica segura) y el indice de selectividad (IS) [Moo-Puc y cols., 2009;
Halle, 2003]. Las formulas utilizadas en este estudio fueron:

% Viabilidad = (Abs células sin tratamiento / Abs células con tratamiento) * 100
DLso (mg/kg) = 10% [(0.372 * log Clso) + 2.024]

IS = Clsg linea celular normal / Clsp linea celular de cancer

8.2.6.1 Ensayo cometa.

Para determinar la actividad genotoxica de RHTR, se evaluaron el AE y la FA02 en
la linea celular CHO-K1, con el método de electroforesis en gel unicelular [Costa-
Rodrigues y cols., 2014; Dhawan y cols., 2003]. Para ello, se sembraron 5 x 10% células
por pocillo en una placa de 24 pozos (Corning®) con 2 ml de medio McCoy 5A
suplementado, en las condiciones mencionadas anteriormente. Las células adherentes,
se trataron con Clso de muestras y controles (H202 al 0.3 % y vehiculo PBS 1X) durante
24 h. Finalizada la interaccién, el medio de cultivo se retir6 y las células se lavaron con
PBS 1X para despegarlas por tripsinizacion. Posteriormente, las células se sedimentaron
por centrifugacién (2,000 rpm, 10 min a 4 °C) para decantar el sobrenadante y afiadir 50
ML de agarosa de bajo punto de fusién al 1 % a 37 °C y extenderlas rapidamente sobre
portaobjetos recubiertos con agarosa de fusiéon normal al 0.5 %. Ambos polimeros se
prepararon en TAE 1X (40 mM de Tris-base, acido acético 1 %y 1 mM de EDTA, pH 8.5)
y SYTOX® green (5 mM, Thermofisher®) para la tincibn de acidos nucleicos a una
dilucion 1:5000 (v/v). Los portaobjetos se cubrieron y se dejaron gelificar a 4 °C durante

20 min. Posteriormente, se retiraron los cubreobjetos suavemente para sumergir los
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portaobjetos en una solucién fria de lisis celular de membranas (NaCl 2.5 M, EDTA 100
mM, Tris-base 10 mM, DMSO al 10 % y Triton X-100 al 1 %, pH 10) durante 1 h a 4 °C
en ausencia de luz. Las muestras se colocaron en una camara de electroforesis horizontal
con tampon alcalino (1 mM EDTA y 300 mM NaOH, pH 13) durante 30 min a4 °C en la
oscuridad antes del procedimiento, para permitir el desenrollamiento del ADN y a
continuacion se llevo a cabo la electroforesis durante 20 min a 25 V' y 300 mA, en las
mismas condiciones. Posteriormente, las placas se sumergieron en tampon de
neutralizacion (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) durante 15 min a temperatura ambiente y se fijaron
con 2 mL de EtOH durante 10 min en oscuridad. Finalmente, las preparaciones se
montaron con Vectashield®/DAPI (Vector Laboratories®) y se analizaron mediante
microscopia confocal (LSM 700, Zeiss®) a 10X con el software ZEN 2011 (version 1.0,
Zeiss®). Finalmente, se midio la longitud de la migracion del ADN dafiado y se agruparon
en intervalos de 25 ym para ser analizados estadisticamente con la prueba de rangos

multiples de Tukey.

8.2.6.2 Evaluacién de la morfologia y muerte celular.

Se analizo el efecto de RHTR en la morfologia y muerte celular de las lineas mediante
tincion rdpida Hemacolor® y el ensayo TUNEL. Con este fin, el protocolo de cultivo celular
fue similar al descrito anteriormente y se llevé a cabo con 3 x 10 células por pocillo y 400
uL de medio suplementado en portaobjetos con camara Lab-Tek™ (Thermoscientific™).
Posteriormente, las células adherentes se trataron con Clso de extractos, compuestos y
controles durante 24 h. Finalizado el tiempo, el medio de cultivo se retird y las células se
lavaron 3 veces con PBS 1X durante 5 min y posteriormente se fijaron con
paraformaldehido al 2 % durante 30 min a 37 °C. Concluida la fijacion, las células se
lavaron repetidamente y se llevé a cabo la tincidn directa de las células. La presencia de
apoptosis en las células se determiné usando el ensayo TUNEL con el kit Apo-BrdU™
(Invitrogen™) que mide la fragmentacion del ADN "in situ" de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Al finalizar ambas tinciones, los portaobjetos se montaron
con VectaShield®/DAPI (Vector Laboratories®) o resina Entellan® (Merck®) y se
analizaron mediante microscopia optica (BX41, Olympus®) o confocal (LSM 700, Zeiss®)

-36-



a 40X. Finalmente, las imagenes fueron analizadas en el software Image-Pro Plus
(version 4.0, Media Cybernetics©) y ZEN 2011 (versién 1.0, Zeiss®).

8.2.7 Ratones desnudos (Mus musculus, Nu/Nu) como modelo de estudio
experimental in vivo.

Para confirmar el efecto terapéutico de los extractos y principios activos de RHTR, se
llevaron a cabo ensayos de actividad antineoplasica con ratones inmunodeficientes
(nude-mice), los cuales fueron xenotrasplantados con células SKOV-3. Este modelo
animal presenta una mutacién espontanea simple denominada nude (Nu). Este alelo
mutante homocigoto recesivo pertenece al grupo linkage VII del cromosoma 11. Se aislé
por primera vez en 1966 en una colonia exocriada de ratones en un laboratorio de
Glasgow, Escocia. Carecen de un timo funcional que permanece rudimentario y produce
un namero reducido de células T maduras por lo cual no rechaza tejidos alo y
xenotrasplantados [Carbone y Maschi, 2006]. Presentan un complemento normal de
linfocitos B dependientes de la medula ésea. En ocasiones presentan escasos foliculos
pilosos normales y algunos pelos finos (Figura 9). Existen varios genes mutantes que
producen el fenotipo desnudo: nude, naked, hairless, rhino, etc.; estos no deben
confundirse uno con el otro, por lo cual ratén nude y ratén sin pelo no debe de usarse
indistintamente [Carbone y Maschi, 2006]. Otras cepas de roedores inmunosuprimidos
son (Swiss +/nu y BALB/c A-nude) [Nieves, 2001]. En ratones de fenotipo comun, se
puede inducir una inmunosupresion quimica administrando una dosis oral o intragastrica

de 200 pg de dexametasona (glucocorticoide) cada 24 h por un periodo de 4 semanas.

8.2.7.1 Cuidado y mantenimiento de los ratones Nu/Nu.

En este estudio se utilizaron ratones hembras Nu/Nu (Figura 9) con un peso corporal
de 25 + 5 g, sexualmente maduros y de 6-8 semanas de edad, los cuales se alojaron en
compartimientos estériles con ventilacion artificial y temperatura controlada (25 + 1 °C),
con ciclos alternos de luz/oscuridad por 12 h. Se alimentaron con dieta estandar para
ratén de laboratorio estéril (LabDiet®) y el acceso al agua de bebida fue ad libitum. Se

mantuvieron en la Unidad de Produccion y Experimentacion Animal de Laboratorio
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(UPEAL). Pasaron por un periodo de adaptacion de 15 dias en las condiciones del
laboratorio, antes de comenzar los procedimientos experimentales. Transcurrida la
cuarentena, los animales se distribuyeron en los diferentes grupos de estudio de acuerdo
con sus pesos corporales. El alimento les fue retirado 12 h antes de los tratamientos o la
toma de muestras, pero se continu6 el suministro de agua.

El protocolo fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (No0.184-16, Anexo 1), segun los alineamientos establecidos por el
PICUAL y la NOM-062-Z0O0-1999 [Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo

Rural, Pesca y Alimentacion, 2001].

Figura 9. Modelo de rat6n inmunodeficiente nude-mice (mus musculus, Nu/Nu). El modelo animal
presenta una mutacién simple nude (Nu) en el cromosoma 11, el cual es un alelo mutante recesivo
perteneciente al grupo linkage VII que provoca un desarrollo deficiente del timo y por tanto una supresién
del sistema inmunoldgico.

8.2.8 Estudio del efecto antineoplasico de RHTR.

Para estudiar el efecto antineoplasico de RHTR, se emplearon 40 ratones hembra
Nu/Nu de 60 dias de edad (=6 semanas), distribuidos aleatoriamente en grupos de 5
individuos (n=5) y criados bajo las condiciones descritas anteriormente. A continuacion,
fueron xenotrasplantados subcutaneamente en el flanco derecho con 5 x 10° células de
cancer ovarico humano SKOV-3, suspendidas en 100 pL de PBS 1X [Zou Yy cols., 2007].
Se monitore6 el desarrollo de la lesion tumoral durante 28 dias hasta observarse palpable
y presentar un volumen de =50 mm3, antes de proceder a la administraciéon de los

tratamientos. A la cuarta semana, los roedores se trataron intraperitonealmente (i.p.) con
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200 mg/kg/dia de EA y FAO2 durante 28 dias. En el caso de la evaluacion de principios
activos, se realizo la administracion via peritumoral de 4cido galico y miricetina a 50 mg/kg
durante el mismo periodo, evitandose perturbar la masa tumoral o lesionar algun capilar
cercano. En ambos casos, se utilizaron como controles carboplatino, paclitaxel y
vehiculo. Los procedimientos se seleccionaron con base en los nuevos tratamientos
farmacoldgicos para el cancer ovarico [Wright y cols., 2015]. En la Tabla 5, se presenta

el esquema de tratamiento utilizado para el estudio.

Tabla 5. Esquema de tratamientos utilizados en el estudio de la actividad antineoplasica de RHTR.

Grupo Tratamiento Via administracion Dosis/Tiempo

I EA Intraperitoneal 200 mg/kg/dia

Il FAQ2 Intraperitoneal 200 mg/kg/dia

i Carboplatino Intraperitoneal 50 mg/kg (3 dias alternos/semana)
Y] Vehiculo (PBS 1X) Intraperitoneal 100 pL/dia

\% Acido galico Peritumoral 50 mg/kg (2 dias alternos/semana)
Vi Miricetina Peritumoral 50 mg/kg (2 dias alternos/semana)
Vi Paclitaxel Peritumoral 3 mg/kg (2 dias alternos/semana)
VIlI Vehiculo (DMSO al 10 % Peritumoral 20 pL (2 dias alternos/semana)

En la tabla, se indica: (EA) extracto acuoso, (FA02) fraccion acuosa 02, la cual fue obtenida por
fraccionamiento del EA de RHTR en fase sélida con disolventes (apartado 8.2.2).

El peso de los roedores se determiné constantemente mediante una béascula
electronica Ohaus® CS200 y las lesiones tumorales se evaluaron cada semana con un
calibrador Vernier, tomando en cuenta tamafio y morfologia, antes de la administracion
de los tratamientos. Los ensayos finalizaron antes de que los tumores alcanzaran los
puntos limites establecidos por el Consejo Mexicano de Proteccion Animal. El volumen
tumoral se determind con la siguiente formula [Herrera-Martinez y cols., 2016]:

Volumen (mm3) = [Longitud * (Amplitud)?] / 2

8.2.8.1 Estudios imagenoldégicos del efecto antineoplasico.
Al finalizar los 28 dias de tratamiento, los ratones se anestesiaron por inyeccion i.p.
con 250 pL de pentobarbital sodico (6.3 g/100 mL) diluido 1:10 (v/v) con PBS 1X. Posterior
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mente, se realizaron los estudios de imagen, los cuales consistieron en 20 TAC y RMN
simples (de cuerpo completo con direccion craneocaudal), asi como 40 USG. Con este
fin, se colocaron los ratones en decubito supino en los diferentes equipos y se llevaron a

cabo los siguientes protocolos:

8.2.8.1.1 Tomografia axial computarizada (TAC).

Se realizd en un equipo Somatom Emotion™, DURA 422 MV high performance CT
X-ray tube con detector ultra fast ceramic (Siemens™ Medical Solutions, Alemania). El
protocolo se llevo a cabo sin medio de contraste e incluy6 las siguientes secuencias y
parametros: topograma: 20 mA, 80 KV, con una duracion de 2.15 s, cortes a 0.6 mm y
longitud de 128 mm. Con un protocolo de ExtrHR, con 30 mAs efec, 80 Kv, con cortes a
0.6 mm; reconstrucciones con un corte de 0,6 mm, con ventana Extremity, filtro B40s

medio; incremento de reconstruccion de 0.3 mm.

8.2.8.1.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Se realiz6 en un equipo Magnetom Symphony™, A Tim System 1.5T eco (Siemens™
Medical Solutions, Alemania), con antena de rodilla sin contraste paramagnético en las
siguientes secuencias y parametros: proyecciones coronales T1 (grosor de corte, 4 mm;
TR/TE, 518 ms/13 ms; campo de vision [FOV], 200 mm; matriz 512); T2 (grosor de corte,
2 mm; TR/TE, 3890 ms/117 ms; FOV, 180 mm; matriz 512) y STIR (grosor de corte, 3
mm; TR/TE/TI, 5000 ms/29 ms/ 130 ms; campo de vision [FOV], 153 mm; matriz 512).

8.2.8.1.3 Ultrasonografia (USG).

Se realiz6 en un ecégrafo LogiQ™ P7 con Agile Acoustic Architecture (General
Electric-Healthcare, Reino Unido) en imagen y tiempo real con transductor lineal
multifrecuencia para partes blandas y vasculares L6-12 RS (banda 4-13 Mhz y vision de

39 mm), con preset de musculo esquelético, aplicacion Doppler color y power.

Una vez concluidos los estudios de imagen, los resultados se analizaron en el

programa RadiAnt DICOM Viewer (version 3.4, Medixant©), para realizar la medicion y la
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caracterizacion de las lesiones tumorales, asi como las reconstrucciones 3D. Los
estudios se realizaron con la colaboracion del Médico Radidlogo Rodrigo Daniel
Castellanos Mijangos del Servicio de Imagenologia en el Centro Médico ISSEMyM

“Arturo Montiel Rojas”.

8.2.8.2 Determinacion de parametros bioquimicos y hematologicos.

Los ratones se mantuvieron en ayuno después de terminar los estudios de imagen,
pero se continud el suministro de agua ad libitum hasta la obtencion de sangre periférica
total. Con este fin, las muestras de sangre se tomaron mediante puncién retro-orbital en
ratones anestesiados y sin permitir la fibrilacién cardiaca, con un tubo capilar (1.2 mm
diametro interno) y tubos BD Microtainer® con K2EDTA para el recuento celular o sin
anticoagulante para la obtencion de suero (centrifugacion a 3,500 rpm, 4 °C, 10 min),
para las determinaciones bioguimicas. La biometria hematica se realizé en un citbmetro
de flujo para hematologia, Mindray® BC-2300 y los parametros bioquimicos con pruebas
de diagndstico estdndar (Human® kits) en el sistema médico automatizado Prestige® 24i
(Tokyo Boeki®). Los estudios se realizaron con la colaboracion de la M. en C. Pilar

Hernandez Rodriguez de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UACH.

8.2.8.3 Evaluacion anatomica.

Después de inducir la anestesia profunda, los ratones fueron sacrificados por fractura
cervical y montados en una tablila de diseccion para realizar la necropsia
correspondiente. Para ello, se practico una laparotomia media completa, realizandose
una incisién en la superficie ventral del abdomen con tijeras quirargicas y abatiéndose la
pared abdominal con dos secciones horizontales, inmediatamente por debajo de los
bordes costales inferiores. Se seccioné el diafragma y se traccion6 la pared costal,
fijandola con una pinza para permitir el acceso al térax y exponer el contenido de ambas
cavidades. Finalmente, se realizd la identificacion y la extraccion de las lesiones
tumorales, asi como de pulmones, bazo, corazén, higado y rifiones. El tejido adherente
en los érganos se retird con una hoja de bisturi No. 11 y se lavaron con PBS 1X.

Posteriormente, los 6rganos se dejaron secar sobre papel filtro antes de ser pesados y
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se determiné el porcentaje de peso relativo (% PR) mediante la siguiente férmula
[Akindele y cols., 2014]:
% PR = [(peso del érgano / peso corporal del raton) * 100]

Finalmente, se midieron las dimensiones de los 6rganos y del tumor extraidos, con
un calibrador Vernier digital Truper® y se realizd un registro fotografico con una camara
digital réflex Nikon® D40 (objetivo de 18-55 mm), antes de preservarse por fijacion para
la obtencion de cortes histologicos.

8.2.8.4 Evaluacion histopatoldgica.

Los 6rganos seleccionados se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 24 h a 4
°C en oscuridad. Posteriormente, se llevé a cabo un aclaramiento por deshidratacion en
el procesador de tejidos (Autotechnicon®, modelo 2A) durante 12 h, con las siguientes
soluciones: Formol (2 veces), EtOH al 96 % (5 veces), EtOH absoluto, xilol (2 veces) para
finalmente bloquear con parafina a 90 °C. A continuacion, los tejidos se colocaron en un
molde de inclusion con parafina de bajo punto de fusion y un casete de histologia para
formar un bloque. Subsecuentemente, se realizaron cortes de 5 ym de espesor con una
navaja semifina en un micrétomo rotatorio (Leica®, RM2125 RTS). Las secciones
cortadas se colocaron en un bafio de flotacion a 52 °C (Leica®, HI1210) para ser
montadas sobre portaobjetos, que se desparafinaron en un horno a 86 °C durante 8 min.
Finalmente, las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina para realizar observaciones
en busqueda de lesiones patolégicas con un microscopio Olympus® BX41 y objetivos de
10X/40X, en el software Image-Pro Plus (version 4.0, Media Cybernetics©). El ensayo se
realiz6 con la colaboracion del Médico Patélogo Ernesto Ramos Martinez del Servicio de
Anatomia Patolégica del Hospital CIMA y de la Q.B.P. Ivette Stephanie Rodriguez Reyna.

En el caso de las lesiones tumorales, éstas se dividieron en tres secciones para ser
preservadas en paraformaldehido al 4 % (siguiendo el procedimiento mencionado
anteriormente), glutaraldehido al 2.5 % en cacodilato de sodio 0.1 M (pH 7.2) durante 24
h a 25 °C en oscuridad, para microscopia electrénica de transmisién (MET) (apartado 8.2.

8.4.2) y finalmente, en tissue freezing médium® (Jung, Leica®) a -196 °C en nitrégeno.
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8.2.8.4.1 Tincién con hematoxilina-eosina (HyE).

Posterior a la fijacion de los tejidos, se llevo a cabo la tincién con HyE, hidratdndose
las preparaciones con 3 lavados de xilol por 8 min para retirar los residuos de la solucién
fijladora y se continud con la inmersién en EtOH absoluto y al 96 % (20 veces), para
concluir con H20 destilada (20 veces). Posteriormente, se sumergieron en la solucion de
hematoxilina aluminica de Harris (HyCEL™) por 5 min y para eliminar el exceso de
colorante, se realizaron lavados con H20 destilada (20 veces). Para llevar a cabo el viraje
del colorante, se utiliz6 H20 amoniacal (NH4) al 1 % por 1 sy el exceso de la solucion se
retird con H20 destilada y EtOH al 96 % (20 veces). A continuacion, las preparaciones se
colocaron en eosina (J.T.Baker®) 1 min y se realizaron deshidrataciones con EtOH al 96
% y absoluto (20 veces). Finalmente, las preparaciones fueron aclaradas con xilol (20
veces) para ser montadas en resina sintética Entellan® (Merck®) y ser observadas por
microscopia optica (Olympus® BX41) a 10X/40X, con el software Image-Pro Plus (version
4.0, Media Cybernetics©) [Montalvo, 2010].

8.2.8.4.2 Morfologia ultra-estructural de tumores SKOV-3.

Finalizado el tiempo de fijacion, los tumores se lavaron 2 veces con cacodilato de
sodio (Cz2HsAsNaO2) 0.1 M a pH 7.2 y posteriormente se post-fijaron con tetradxido de
osmio (Os04) al 1 % en C2HsAsNaO2 0.1 M (v/v) por 1 h a temperatura ambiente. Las
preparaciones se lavaron nuevamente con CzHsAsNaO:2 0.1 M y se deshidrataron
mediante la inmersion secuencial en soluciones crecientes de EtOH y 6xido de propileno
(CsHeO) (50, 70, 90, 100 % EtOH y 100 % CsHeO, v/v) durante 10 min a 4 °C. La inclusion
de los tumores se llevo a cabo con resina epoxica Poly/Bed® 812 (Polysciences®) y 6xido
de propileno (1:1, v/v) durante 12 h y (2:1, v/v) por 1 h a temperatura ambiente, para
finalizar la polimerizacion con resina epoxica a 60 °C por 24 h. Finalmente, se realizaron
cortes semifinos de 0.5 um y ultrafinos de 60 nm de espesor con una cuchilla de diamante
en un ultramicrotomo (SORVALL®, Porter-Blum MT-1). Los primeros cortes se tifieron
por calor con azul de toluidina (ATO) al 2 % y Na2COs al 1 % (1:1, v/v) a 90 °C y los
altimos se montaron en rejillas de cobre para ser contrastados con acetato de uranilo al

2 % por 20 min y citrato de plomo al 0.2 % durante 5 min. La observacion de las

-43-



preparaciones se llevé a cabo en un microscopio éptico Olympus® BX41 a 60X y en un
microscopio electrénico de transmision Jeol™ JEM-1100. El ensayo se realizé con el
apoyo de la D.C. Bibiana Chavez Munguia y la Biol. Anel Edith Lagunes Guillén del

Departamento de Infectdmica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV.

8.2.9 Evaluacion del efecto citoldgico de principios activos de RHTR en SKOV-3.

8.2.9.1 Generacion de ERO intracelular por H2-DCF-DA.

El estrés oxidativo es producido por un desequilibrio en la generacion de ERO, los
cuales son capaces de producir la oxidacion de moléculas bioldgicas como el ADN y
desencadenar la muerte celular.

La produccién de ERO intracelular, se determind mediante la sonda Diacetato de
2,7’ -dihidrodiclorofluoresceina (H2-DCF-DA) en células SKOV-3, las cuales fueron
tratadas con los principios activos de RHTR. Con este fin, se cultivaron 2 x 10* células en
una placa negra de 96 pocillos con fondo plano (Corning®) y 200 uL de medio de cultivo
suplementado durante 24 h, segun las condiciones mencionadas en el apartado 8.2.6.
Posteriormente, se realizaron los tratamientos con la Clso de acido géalico y miricetina, asi
como H202 al 0.1 % y vehiculo (DMSO:PBS 1X, 1:10 v/v) por 24 h a 37 °C. A continuacion,
las células se incubaron con 25 pyM de H2-DCF-DA (Sigma®) durante 15 min a 37 °C en
oscuridad, antes de finalizar el ensayo. Finalmente, la fluorescencia se cuantificé en un
espectrofotometro FluorosKan® Ascen FL (Termoscientific™) a 488/529 nm [Herrera-
Martinez y cols., 2016]. La intensidad de la emision fluorescente indica mayor o menor
presencia de ERO en el interior de la célula.

8.2.9.2 Determinacion de la muerte celular por AnV/IP.

Se llevo a cabo la evaluacion de la muerte celular inducida en SKOV-3, con los
principios activos de RHTR y la tincibn de Anexina-V/loduro de propidio (AnV/IP). La
tincion es capaz de detectar células apoptéticas, ya que la proteina AnV posee una gran
afinidad por la fosfatidilserina que se transloca desde la parte citosélica de la membrana

celular hacia la superficie en dicho proceso; mientras el IP se internaliza para intercalarse
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con el ADN, Unicamente en células que presentan una alteracién o dafio en la membrana
plasmaética.

Con este fin, se cultivaron 2 x 10 células/pozo en una placa negra de 96 pocillos con
fondo plano (Corning®) y 200 uL de medio de cultivo suplementado durante 24 h. Una
vez adheridas las células, se afiadieron los tratamientos con acido galico y miricetina, asi
como controles (paclitaxel y vehiculo, DMSO:PBS 1X, 1:10 v/v), con la Clso determinada
previamente en los ensayos de viabilidad. La placa se incubé durante 24 h y finalizado el
tiempo, se retird el medio de cultivo para afiadir 200 yL de tampon de unién 1X (10 mM
HEPES, 140 Mm NaCly 2.5 mM CaClz a pH 7.4), 2 yL de AnV-FITC e IP (250 ug/mL)
(BioVision™) por 15 min a 37 °C en oscuridad. Finalmente, la fluorescencia se cuantificd
en un espectrofotémetro FluorosKan® Ascen FL (Termoscientific™) a 485/538 nm para
AnV y 538/620 nm para IP. Las células se identificaron como viables (AnV-/IP-),

necroticas (AnV-/IP+), en apoptosis temprana (AnV+/IP-) y tardia (AnV+/IP+).

Necrésis Apoptosis Tardia

FL3/IP

— :" Apoptosis Temprana

FL1/ Anexina V - FITC

Figura 10. Analisis de células apoptoticas por AnV/IP por citometria de flujo.

8.2.9.3 Efecto de los principios activos de RHTR en la red de microfilamentos y
microtubulos del citoesqueleto celular por inmunohistofluorescencia (IHF).

Se analizo la interaccion de los principios activos de RHTR, con las proteinas actina
y tubulina que conforman el citoesqueleto celular de SKOV-3. Con este propdésito, se
colocaron cultivos celulares en portaobjetos con cAmara Lab-Tek™ (Thermoscientific™)
empleandose 3 x 10* células/pozo con 400 pL de medio de cultivo suplementado e
incubandose a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, las células se trataron con la Clso de
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acido gélico, miricetina, paclitaxel y vehiculo (DMSO:PBS 1X, 1:10 v/v) por 24 h, para
observar el reacomodo celular derivado del tratamiento. Finalizada la interaccion, se retird
el medio de cultivo y las células se fijaron con paraformaldehido al 2 % durante 30 min a
37 °C. A continuacion, se retird la solucion fijadora y las células se lavaron 3 veces con
PBS 1X durante 5 min, para ser permeabilizadas posteriormente con Triton-X100 al 0.2
% en PBS 1X durante 15 min. Para bloquear las células, se utilizo SFB al 10 % en PBS
1X durante 1 h a 37 °C y finalmente, se realizaron lavados repetidos con PBS 1X para
eliminar los residuos derivados del procesamiento. La tubulina se marcé con un
anticuerpo policlonal primario a/B-tubulina (55 kDa, conejo) (1:200 uL, v/v) (Cell Signaling,
No. 2148) durante 12 h a 4 °C y el anticuerpo secundario IgG acoplado a FITC (burro,
anti-conejo) (1:100 L, v/v) (Jackson Immuno Research©, No. 711-095-152) durante 1 h
a 37 °C. Adicionalmente, la actina filamentosa se marcoé con faloidina-rodaminada (2:100
uL, v/v) (ThermoFisher™, No. R415) por 30 min a 25 °C en ausencia de luz. Concluidos
los tiempos, las preparaciones se lavaron tres veces con PBS 1X durante 5 min, para
desprender los pozos de la cAmara y dejar secar a temperatura ambiente. Finalmente,
las preparaciones se montaron con VectaShield®/DAPI (Vector Laboratories®) para ser
observadas en un microscopio confocal Zeiss® LSM 700 AxioObserver a 40X de
aumento y el software ZEN® 2011 (Version 1.0, Zeiss®). El ensayo se realizd con la
colaboracion de la D.C. Verbnica Ivonne Herndndez Ramirez del Departamento de

Infectomica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV.

8.2.9.4 Andlisis del ciclo celular por IP.

Se llevd a cabo el andlisis del ciclo celular en SKOV-3, posterior al tratamiento con
los principios activos de RHTR, empleandose la tincion con loduro de propidio (IP) el cual
es un colorante que se une especificamente al ADN de doble cadena y permite
cuantificarlo en cada una de las fases del ciclo celular (Go/G1:2n, S:2/4n 'y G2/M:4n).

Para ello, se realizaron cultivos con 2 x 10° células por tratamiento, sembrandose 5 x
10* células/pozo en una placa de 24 pocillos de fondo plano (Corning®) y 2 mL de medio
de cultivo suplementado durante 24 h. Las células adheridas, se trataron con la Clzs de

acido galico, miricetina, asi como los controles de paclitaxel (5 pg/mL), mitomicina (20
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pug/mL) y vehiculo (DMSO:PBS 1X, 1:10 v/v) por 24 h. Finalizada la interaccion, las células
se despegaron con tripsina-EDTA y se empastillaron por centrifugacion (apartado
8.2.5.4). Posteriormente, las células se fijaron y se permeabilizaron con EtOH frio al 70
% a -20 °C durante 12 h. Finalmente, se realiz6 un lavado y empastillado celular por
centrifugacion (2,000 rpm, 10 min, 4 °C) para adicionar 400 uL de PBS 1X, 10 pL RNAsa
A (10 mg/mL) y 20 pL de IP (1 mg/mL) durante 1 h a 37 °C en oscuridad. Finalmente, las
muestras se analizaron por citometria de flujo en un BD FACS-Calibur™ (Becton
Dickinson®) a 620 nm y el contenido relativo de ADN celular se determind en 2 x 10*
eventos para cada fase del ciclo celular en el programa ModFit LT (version 5.0, Verity
Software House®).

La apoptosis celular se identificé como una poblacién de ADN sub-diploide (Sub-Gu),
con base en la dispersion directa de la luz y la fluorescencia del IP. El ensayo se realiz6
con la colaboracion del M. en C. Victor Hugo Rosales Garcia del Laboratorio Nacional de
Servicios Experimentales del CINVESTAV.

Y
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Figura 11. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo. (FUENTE: Guevara-Rozo, 2012).
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9. RESULTADOS.

9.1 Recoleccién e identificacion de RHTR.

La recoleccion de tallos de RHTR, se realizé en el "Cerro Pel6n”, municipio de
Namiquipa en Chihuahua, México (Figura 12). Se llevo a cabo durante el mes de mayo
en primavera, segun el uso popular de la planta. Algunas de las caracteristicas
encontradas en RHTR que permitieron su identificacion, fueron: la presencia de hojas
trifoliadas, pinnaticompuestas, de bordes aserrados y evidentemente hendidas, que
cambian su coloracion a tonos rojizos, asi como la presencia de frutos pequefios,
esféricos, carnosos, anaranjados, con un sabor amargo peculiar (Figura 13) [Rose, 2005;
Shaw y Debolt, 2004]. Las caracteristicas mencionadas, corresponden a las encontradas
en linea en el herbario G.B. Hinton (No. 18713) de “Irekani”, propiedad de la Unidad de
Informatica para la Biodiversidad del Instituto de Biologia de la UNAM [UNIBIO, 2008] y
a las descritas en el herbario virtual de CONABIO (No. KO00081429), en donde se puede
apreciar las similitudes en la forma y la disposicion de las hojas y de los frutos [CONABIO,
2009]. La identificacion de los especimenes recolectados, la llevé a cabo el D.C. Toutcha
Lebgue Keleng de FZE-UACH, mientras un ejemplar completo con hojas, flores y frutos
fue preservado por deshidratacion en una prensa, para ser incorporado al herbario de la
ENCB-IPN y del ICBM (Registro No. 1543), quienes finalmente dieron validez a la
identificacion de las muestras obtenidas.

9.2 Andlisis por UPLCy GC.

En RHTR, se encontraron 272 compuestos y se identificaron putativamente 200 por
UPLC-MSE (Apéndice 1), mientras por GC-MS se detectaron 50 compuestos de
naturaleza volatil y tnicamente 13 fueron identificados (Tabla 7), utilizandose la libreria
de la plataforma NIST (Apéndice 2). Los cromatogramas de iones totales (TICs) (Figura
14A) y los perfiles cromatograficos a 280 nm (Figura 15) del EA y el EM por UPLC, no
mostraron diferencias en la composicion fitoquimica con excepcion en la abundancia
relativa de compuestos, ya que el EM presento una mayor cantidad en comparacién con

el EA; de igual manera el perfil de TIC para ambos extractos presentd una similitud del
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Figura 12. Caracteristicas de la zona de recoleccién de RHTR. La zona es una llanura aluvial con
lomerios, cercana a bosques de pino, encino y tascate, de clima semiseco templado y suelo somero-
pedregoso. Los especimenes se observaron carentes de floracion. En las fotografias se puede observar:
(A), Comunidad Colonia Independencia en Namiquipa, Chihuahua, México (mapa topografico del INEGI:
H13C42 y coordenadas geograficas GPS: 29°5'59""'N, 107°32°33""0 a 1,960 msnm). (B), El “Cerro Pelén”
en Colonia Independencia. (C y D), arbustos con y sin hojas durante la estacién de primavera en mayo del
2014. (E), arbustos con hojas verdes y rojizas, asi como frutos en la estacion de otofio en noviembre del
2014. (Fotografias por L. Varela-Rodriguez).

Figura 13. Caracteristicas morfologicas de RHTR. En las fotografias se observa: (A), la presencia de
hojas trifoliadas, pinnaticompuestas, de bordes aserrados y evidentemente hendidas. (B), cambio de
coloracion en las hojas de verde a tonos rojizos durante la estacién de otofio. (C), la presencia de frutos
pequefios, esféricos, carnosos y de color anaranjado. (Fotografias por L. Varela-Rodriguez).
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98.9 % como se muestra en su alineacion (Figura 14A). Los principales compuestos en
RHTR fueron los flavonoides (29 %), seguidos por acidos grasos (22 %), &cidos fenodlicos
(11 %) y compuestos glucosidicos (10 %). En la Tabla 6 se encuentran los compuestos
mas abundantes en RHTR, que fueron: el a-D-galactosil-(1—3)-1D-mio-inositol, el
1,2,3,4,6-pentakis-O-galoil-3-D-glucosa (B-PGG) y el éacido margarico, entre otros
fitocompuestos; los cuales presentan diversas actividades en las plantas como
metabolitos primarios y secundarios.

Un analisis del perfil cromatografico de la fraccion activa FA02 (Figura 16), mostro
una abundancia de los siguientes compuestos: miricetina, quercetina, quercitrina,
miricetina 3-(4"-galoilramnosido), fisetina y amentoflavona (Tabla 6), los cuales fueron
identificados por su patron de fragmentacion (Apéndice 3). Adicionalmente, un analisis
de las fracciones en conjunto reveld que la miricetina se encuentra presente en todas
ellas, a un tiempo de retencioén de 8.27 min y con mayor abundancia en la FA02 (Figura
16). La miricetina, es un compuesto que ha sido reportado en el género Rhus y el cual
presenta actividad citotoxica contra diferentes lineas celulares de cancer [Rayne y Mazza,
2007]. Por lo cual, puede estar relacionada con la actividad antineoplasica observada en
este estudio y las propiedades medicinales de RHTR.

Se ha reportado que el &cido galico y el etil galato se encuentran entre los principios
activos de RHTR [Pettit y cols., 1974]. El acido galico se identificé a 8.52 min de retencion
(Tabla 6), mientras el etil galato no se encontrd. Sin embargo, el metil galato se detecto
a 6.44 min (Tabla 6), posiblemente debido al proceso de extraccion de compuestos
utilizado en el estudio. La presencia de galatos en RHTR, se deriva de reacciones
catabdlicas del B-PGG, el cual probablemente es utilizado por la planta para elaborar
nuevos metabolitos secundarios contra diferentes factores estresores [Shin y cols., 2017;
Gross, 1992].

En los TICs por GC (Figura 14B), se observaron diferencias entre la composicion
fitoquimica del EH y el EM, lograndose identificar putativamente al (E,E)-2,4-nonadienal
alos 10.57 min, como el principal compuesto del EH; mientras la 2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-
6-metil-4H-piran-4-ona (DDMP) a 12.88 min fue para el EM (Tabla 7). Ambos compuestos
han sido reportados con actividad antibacteriana por otros autores [Cansu y cols., 2013].
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Figura 14. TICs por UPL C-MSE y GC-MS con el perfil fitoquimico de RHTR. En la figura se observa:
(A), TIC por ESI+ de EA y EM que muestra la composicién fitoquimica de los extractos, sin observarse
diferencias entre ambos; el mapa de intensidad idnica marca 98.9 % de alineacién y el mapa de vectores
sefiala 200 identificaciones putativas de 272 compuestos encontrados en RHTR. (B), TIC por El+ de EM y
EH con 13 identificaciones putativas de 50 compuestos encontrados en RHTR. Los compuestos mas
importantes fueron sefialados y los mas abundantes en EA, EM, EH (negro y rojo) y FAO02 (rojo) fueron
designados con nameros.
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Figura 15. Perfil cromatografico de la composicién fitoquimica de RHTR por UPLC-PAD. Los
cromatogramas se obtuvieron a 280 nm. (A), EA. (B), EM. (C), FAOL. (D), FAO2. (E), FAO03.
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Figura 16. TIC por UPLC-MSE con la composicion fitoquimica de las fracciones del EA de RHTR. En
la figura se observa el TIC por ESI+ de FAO1, FA02 y FAO3 con el compuesto miricetina presente en todas
ellas a 8.27 min (Compuesto No. 3) y con mayor abundancia relativa en FA02. El mapa de vectores sefiala
215 identificaciones putativas de 555 compuestos encontrados en FA02. Patrén de fragmentacion de la
miricetina en FA02 por comparacién con el compuesto estandar.
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Tabla 6. Compuestos fitoquimicos mas abundantes en RHTR por UPLC-MSE.

Compuesto Masa neutra TR

5]

33

49

57

93

99

105

107

124

131

137

149

153

162

(Da)
342.1136

192.0628

450.0798

184.0372

318.0376

170.0215

940.1182

302.0427

448.1006

616.1064

256.1099

286.0477

273.2744

538.0900

(min)
1.72

4.32

8.52

8.52

8.60

9.45

10.20

11.92

12.54

13.91

ID

CHEBI:17505

CSID16498843

HMDB41635

CSID70398

CHEBI:18152

CHEBI:30778

CHEBI:18082

CHEBI:16243

CSID4444112

LMPK12112447

LMPK12100067

LMPK12111566

LMFA01010048

LMPK12040009

Nombre
a-p-galactosil-
(1—3)-1p-mio-

inositol
Acido quinico

Miricetina 3-
arabinosido
Metil galato*

Miricetina*

Acido galico*

1,2,3,4,6-pentakis-
O-galoil-B-p-
glucosa
Quercetina*

Quercitrina*
Miricetina 3-(4"-
galoilrhamnosido)
Obtusaquinol
Fisetina*

Acido margarico

Amentoflavona

Férmula  Score Actividad Presencia Referencia
(%) biolégica en plantas
C12H22011 98.98 Metabolismo http://nonlinear.com/redire
ct/outbound?p=chebi&par
am=CHEBI:17505
C7H1206 99.50 Metabolismo http://nonlinear.com/redire
ct/outbound?p=chebi&par
am=CHEBI:17521
C20H18012 98.42 Antioxidante Rhus spp  http://www.hmdb.ca/metab
olites’fHMDB41635
C8H805 97.08 Antioxidante Rhus spp  http://nonlinear.com/redire
ct/outbound?p=chemspide
r&param=70398
C15H1008 99.26 Antioxidante Rhus spp  https://www.ebi.ac.uk/cheb
i/lsearchld.do?chebild=CH
EBI:18152
C7H605 94.96 Antibacteriano, Rhus spp http://nonlinear.com/redire
antioxidante, ct/outbound?p=chebi&par
citotoxico am=CHEBI:30778
C41H32026 94.65 Antioxidante, Rhus spp http://nonlinear.com/redire
antineoplasico ct/outbound?p=chebi&par
am=CHEBI:18082
C15H1007 94.87 Antioxidante, Rhus spp https://www.ebi.ac.uk/cheb
antiinflamatorio i/searchld.do?chebild=CH
, Citotéxico EBI:16243
C21H20011 98.87 Antioxidante http://nonlinear.com/redire
ct/outbound?p=chemspide
r&param=4444112
C28H24016 98.49 Antioxidante http://www.lipidmaps.org/d
ata/LMSDRecord.php?LMI
D=LMPK12112447
C16H1603 94.79 Dalbergia  https://pubchem.ncbi.nim.
retusa nih.gov/compound/obtusa
quinol
C15H1006 97.60 Antineoplasico, Rhus spp http://www.lipidmaps.org/d
antioxidante, ata/LMSDRecord.php?LMI
citotoxico D=LMPK12111566
C17H31D302 94.64 Antioxidante, Rhus typhina http://www.lipidmaps.org/d
antifingico ata/LMSDRecord.php?LMI
D=LMFA01010048
C30H18010 91.38 Antioxidante, Rhus spp http://www.lipidmaps.org/d

antiinflamatorio ata/LMSDRecord.php?LMI

D=LMPK12040009

En verde, se indican los compuestos mayoritarios en RHTR. (RT), tiempo de retencién. (Score %),
porcentaje de similitud con el compuesto reportado. (*), compuestos confirmados con estandares

Tabla 7. Compuestos fitoquimicos en RHTR por GC-MS.

Compuesto
1

2

Masa
Neutra (Da)
172.1463
202.1755
154.1357
152.1201

128.0473

138.1044
182.167

168.1514

TR Muestra Nist ID

(min)
5.90

7.50
9.10
10.01

10.25

10.57
11.08

11.61

Nombre

HE 1765 4-hidroxi-3-propil-2-

HE 1468

HE 1756

hexanona

2-metil-2-
undecanetiol
(2)-2-decenal

HE 31387 (E,E)-2,4-decadienal

ME 5417 2,5-dimetil-4-hidroxi-

3(2H)-furanona
(furaneol)

HE 31432 (E,E)-2,4-nonadienal

HE 1791

HE 23718

(E)-2-dodecenal

2-undecenal

Férmula
C9H1802
C12H26S
C10H180
C10H160

C6H803

C9H140
C12H220

C11H200
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Score
(%)
90.30
90.00
91.40
92.60

90.00

91.70
92.60

96.10

Actividad
biol6gica
Antibacteriano
Antiparasitario
Antiparasitario

Antibacteriano,
antifingico

Antibacteriano
Antiparasitario

Antiparasitario

Presencia Referencia
en plantas
Ruellia  http://www.chemspider.com/Ch
tuberosa  emical-Structure.468050.html
Azadirachta http://www.chemspider.com/Ch
indica emical-Structure.74301.html
Rhus coriaria http://www.chemspider.com/Ch
emical-Structure.4446466.html
Rhus coriaria http://www.chemspider.com/Ch
emical-Structure.4446470.html
Fagopyrum http://www.chemspider.com/Ch
esculentum  emical-Structure.18218.html

Hylocomium  http://www.chemspider.com/Ch
splendens emical-Structure.4446460.html|
Coriandrum http://www.chemspider.com/Ch
sativum  emical-Structure.4446482.html
Rhus coriaria http://www.chemspider.com/Ch
emical-Structure.4446477.html



http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:17505
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:17505
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:17505
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:30778
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:30778
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:30778
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:18082
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:18082
http://nonlinear.com/redirect/outbound?p=chebi&param=CHEBI:18082
http://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA01010048
http://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA01010048
http://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA01010048

9 144.0422 12.88 ME 4836 2,3-dihidro-3,5- C6H809 94.10 Antibacteriano, Cucumis http://www.chemspider.com/Ch

dihidroxi-6-metil-4H- antiinflamatorio,  sativus, emical-Structure.106997.html
piran-4-ona (DDMP) antimutagénico Juglans regia
10 200.1776 22.87 HE 28380 Acido 8-metil- C12H2402 93.30 Antiparasitario Eupatorium http://www.chemspider.com/Ch
decanoico, metil ester triplinerve emical-Structure.14847.html
11 105.0425 23.31 ME 11575 Acido 2-(aminoxi)- C3H703N 93.10 Antibacteriano http://www.chemspider.com/Ch
propanodico emical-Structure.68526.html
12 294.2558 28.50 HE 21420 Acido 9,12- C19H3402 91.70 Antiparasitario, Pergularia http://www.chemspider.com/Ch
octadecadienoico, antihistaminico, daemia  emical-Structure.4447491.html
metil ester (metil antiinflamatorio,
linoleato) antineoplasico
13 254.2245 28.70 HE 13197 Acido 9- C16H3002 96.70 Antibacteriano Rhus http://www.chemspider.com/Ch
hexadecanoico coriaria, emical-Structure.393216.html
(Acido palmitoleico) Rhus typhina

En verde, se indican los compuestos mas abundantes en el EM y el EH. (TR), tiempo de retencion. (Score
%), porcentaje de similitud con el compuesto reportado.

9.3 Identificacion de metil galato por RMN.

El compuesto metil galato (CsHsOs), fue purificado del EM de RHTR por CC e
identificado posteriormente por RMN a 300 MHz. En la Figura 17, se muestra el espectro
de RMN para CsHsOs, reportandose los & (ppm) del compuesto, asi como su estructura
quimica. Metil galato (3,4,5-trihidroxibenzoato de metilo, CgHgOs): RMN-'H (300 MHz,
CD30D) &: 7.07 (H-2, H-6), &: 4.9 (H-3, H-4, H-5), &: 3.8 (H-8). RMN-3C (300 MHz,
CDs0OD) 6: 122.3 (C-1), 86: 110.9 (C-2, C-6), &: 147.3 (C-3, C-5), &6: 140.6 (C-4), &6: 169.8
(C-7), 6: 53.1 (C-8). La identificacion obtenida, fue similar a la reportada por otros autores
en la literatura [Kamatham y cols., 2015; Mohd Nazrul Hisham y cols., 2011]. El metil
galato, es un compuesto que se encuentra presente en varias especies del género Rhus
[Rayne y Mazza, 2007], el cual es un derivado del acido géalico y ha demostrado tener
actividad antioxidante, antimicrobiana y antineoplasica en diversas investigaciones [Kim
y cols., 2016; Khurana y cols., 2014; Lee y cols., 2010], por lo cual fue evaluada su

actividad biologica en células SKOV-3 (apartado 9.6).

9.4 Propiedades farmacoldgicas in silico de los principios activos en RHTR.

Se llevd a cabo un andlisis in silico de los compuestos mayoritarios en la fraccion
activa FA02 de RHTR, para determinar su parecido con farmacos utilizados en la
quimioterapia del cancer. Con este fin, se analizé la estructura quimica de los diferentes
compuestos con el “drug-likeness model” de Molsoft© y se realiz6 una busqueda

bibliografica de sus propiedades medicinales (Tabla 8).
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Figura 17. Espectro del 3,4,5-trihidroxibenzoato de metilo (CgHsOs) por RMN a 300 MHz. En la figura
se muestra los & (ppm) y su estructura quimica. (A), RMN-13C. (B), RMN-1H.

Los compuestos que presentaron una puntuacion mas alta fueron: miricetina 3-(4"-
galoilrhamnosido) (1.12), quercitrina (1.04), quercetina (0.93), miricitrina (0.78) y fisetina
(0.76). Sin embargo, la miricetina presenté un valor de -0.04, posiblemente debido a una
menor especificidad de su efecto farmacoldgico, ya que el modelo también utiliza los
criterios de Lipinski para predecir su actividad biolégica (Tabla 9). Los compuestos
mencionados, se clasifican dentro del grupo de los polifenoles y se han identificado en
otras especies del género Rhus, los cuales presentan actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antineoplasica principalmente (Tabla 8) [Rayne y Mazza, 2007]; por
tanto, fueron seleccionados para evaluar su actividad citotoxica contra células SKOV-3.
Los resultados obtenidos, demostraron que el acido galico (PubChem CID: 370) y la
miricetina (PubChem CID: 5281672), son los compuestos responsables de la actividad
biolégica en RHTR, ya que lograron inhibir la viabilidad celular a una menor
concentracion, en comparacion con los demas (apartado 9.6), por lo cual fueron

seleccionados para determinar su efecto antineoplasico sobre lesiones tumorales.
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Adicionalmente, se realiz6 una busqueda de las propiedades farmacologicas de los
compuestos en los servidores ACD/I-Labs®©, Zincl5 y SEA (Tabla 9), por medio de un
acoplamiento inverso proteina-ligando, para conocer su mecanismo molecular y sus
posibles efectos toxicoldgicos. Con este fin, se logré observar que el acido galico y la
miricetina presentan una similitud en sus estructuras (Tabla 9), ya que ambos
compuestos poseen tres grupos funcionales hidroxilo, que se encuentran unidos a un
anillo aromético bencénico, lo que les permite interactuar con el sitio de unién a ATP de
diferentes proteinas, las cuales se encuentran listadas en la Tabla 9. En cuanto a sus
propiedades toxicolégicas, ambos compuestos presentan un efecto moderado, asi como
una DLso y maxima dosis diaria recomendada (MDDR) via subcutanea de 3,300 y 18.48
mg/kg para el &cido gélico, mientras que para la miricetina fue de 120 y 2.24 mg/kg
respectivamente. Finalmente, estas concentraciones fueron tomadas en cuenta para
determinar la dosis terapéutica a emplear, en los estudios de actividad antineoplasica en

ratones xenotrasplantados con células SKOV-3.

Tabla 8. Compuestos fitoquimicos en FA02 de RHTR por UPLC-MSE.

Comp. Masa neutra TR Max. ID Nombre compuesto Férmula Propiedades Presencia en Drug-likeness
(Da) (min) Abun. medicinales plantas model Score.
1 450.0798 6.18 32.82 HMDB41635 Miricetina 3-arabinosida C20H18012 Antioxidante, Rhus spp 0.90
Anticarcinogénico
2 436.1158 7.05 44,98 HMDB38831 Epigalocatequina 3-cinamato C24H2008 Antioxidante, Ocotea porosa 0.24
antibacteriano
3 318.0376 8.27 33.7 CHEBI:18152 Miricetina C15H1008 Antioxidante, Rhus spp -0.04
antineoplasico
4 464.0955 8.47 59.42 LMPK12112436 Miricitrina C21H20012 Antioxidante, Rhus spp 0.78
antineoplasico
5 748.1487 8.52 35.74 LMPK12110568 Quercetina 3-(2"-galoilglucosil)- C33H32020 Antioxidante Euphorbia pachy 1.24
(1—2)-a--arabinofuranosido rhiza
6 940.1182 8.52 152.41 CHEBI18082 1,2,3,4,6-pentakis-O-galoil-B-o- C41H32026 Antineoplasico Rhus spp 0.35
glucosa
7 302.0427 8.60 31.05 CHEBI:16243 Quercetina C15H1007 Antioxidante, Rhus spp 0.93

antiinflamatorio,
antineoplasico

8 1092.1291 9.13 39.79 CSID24784962 4-O-digaloil-1,2,3,6-tetra-O-f-o- C48H36030 Antibacteriano, Rhus typhina 0.35
galoilglucosa antineoplasico,
antitrombotico
9 258.0890 9.45 30.71 CHEBI:5715 Hibiscoquinona A C15H1404 Antioxidante Hibiscus spp -0.52
10 448.1006 9.45 ST LMPK12112171 Quercitrina C21H20011 Antioxidante, Rhus spp 1.04
antineoplasico
11 616.1064 9.96 78.88 LMPK12112447 Miricetina 3-(4"-galoilrhamnosido) C28H24016 Antioxidante 1.12
12 256.1099 10.20 34.89 LMPK12100067 Obtusaquinol C16H1603 Antiparasitario, Dalbergia spp -0.03
inhibidor de 6xido
nitrico
13 562.1475 10.94 28.39 CSID35013429 Epifisetinidol-(4B—8)-catequina C30H26011 Antibacteriano, Rhus spp 0.61
inhibidor de

amilasay lipasa
14 286.0477 11.92 33.95 LMPK12111566 Fisetina C15H1006 Antineoplasico, Rhus spp 0.76
antioxidante,
antiangiogénico

15 273.2744 12.54 64.35 LMFA01010048 Acido margarico C17H31D302 Antioxidante, Rhus typhina -0.33
antifingico

16 13.36 69.46 Desconocido

17 13.36 42.48 Desconocido

18 538.0900 13.9 45.8 LMPK 12040009 Amentoflavona C30H18010 Antioxidante, Rhus spp 0.51

antiinflamatorio
19 339.3263 15.71 38.18 CHEBI:23858 Acido docosanoico C22H4302 Antiparasitario Prosopis -0.33
cineraria

En verde, se indican los compuestos mas abundantes en la FA02 por comparacién con el EA de RHTR.
(TR), tiempo de retencién. (ID), identificacién del compuesto.
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Tabla 9. Propiedades moleculares y farmacologicas in silico de los principios activos en RHTR.

Compuesto: Acido gélico (ZINC1504)

Propiedades QSAR
e Area superficial: 216.92 A2
Volumen: 142.94 A3
Energia de hidratacion: -4.62 kcal/mol
Coeficiente de reparto octanol:agua (LogP): 0.55
LogsS: -0.80 (in Log(moles/L)) 27147.75 (in mg/L)
Refractividad: 38.69 A3
Polarizabilidad: 12.17 A3
Masa: 164.07 uma
Tension superficial: 109.2 dyne/cm
e Densidad: 1.749 g/cm3
Propiedades de Lipinski
e Peso molecular: 170.02

e HBD:4
e HBA:5
e PSA:77.22 A2
e Enlaces giratorios: 1
Propiedades farmacoldgicas
e DLso (mg/kg) Subcutanea: 3,300 (limite)
e Farmacocinética (AMES): 0.09 (moderado)
e MDDR (mg/kg): 18.48 (sin efectos a la salud)
e Inhibidor de canales hERG (uM): 0.09
e Riesgo genotdxico: fragmentos no peligrosos
Blancos terapéuticos (Farmacoéforo)
Clave gen Nombre Organismo Descripcién pKi P-Value Max Tc
(L.E.)
Q2PCB5_DICLA CA: alfa-anhidrasa Eucariota Enzima 5.38 1.246E-79 1
carbénica (EC 4.2.1.1) (0.63)
Compuesto: Miricetina (ZINC3874317) Propiedades QSAR
o Area superficial: 481.98 A2
e Volumen: 292.39 A3
e Energia de hidratacion: -11.57 kcal/mol
e Coeficiente de reparto octanol/agua (LogP): 1.73
e LogS: -3.29 (in Log(moles/L)) 164.52 (in mg/L)
e Refractividad: 79.27 A3
e Polarizabilidad: 23.99 A3
e Masa: 308.16 uma
e Tension superficial: 133.0 dyne/cm
e Densidad: 1.912 g/cm3
Propiedades de Lipinski
e Peso molecular: 318.04
e HBD:6(>5)
e HBA:8
e PSA:118.09 A2
e Enlaces giratorios: 1
Propiedades farmacoldgicas
e DLso (mg/kg) Subcutanea: 120 (moderado)
e Farmacocinética AMES: 0.85 (moderado)
e MDDR (mg/kg): 2.24 (limite, efecto en pulmones, sangre y rifiones)
e Inhibidor de canales hERG (uM): 0.2 (moderado)
e Riesgo genotdxico: andamio de tipo quinona o similar
Blancos terapéuticos (Farmacoéforo)
Clave gen Nombre Organismo Descripcion pKi P-Value Max Tc
(L.E.)
VE6_HPV16 E6: Protein E6 Virus papiloma Oncoproteina 6.07 6.6E-117 1
(0.37)
FPS_FUJSV V-FPS: Tyrosine-protein Virus sarcoma Enzima quinasa viral 5.74 1.1E-110 1
kinase transforming protein fujinami (0.35)
Fps
Q965D7_PLAFA fabZ: Beta-hydroxyacyl-ACP P. falciparum Enzima: sintasa de 5.70 6.66E-84 1
dehydratase acidos grasos (0.35)
096394_LEIAM Arginase L. amazonensis Enzima 5.92 1.89E-76 1
(0.36)
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XDH_HUMAN
Q965D5_PLAFA
LGUL_HUMAN
KDM4E_HUMAN

MRP1_HUMAN

Q7ZIM1_9HIV1
TAU_HUMAN
GPR35_HUMAN
APEX1_HUMAN
TOP2A_HUMAN
MYLK_HUMAN
CP19A_HUMAN

FLT3_HUMAN

KSYK_HUMAN
INSR_HUMAN

ACES_HUMAN

CP1A2_HUMAN

ABC3G_HUMAN

BACE1_HUMAN

PK3CG_HUMAN

XDH: Xanthine
dehydrogenase/oxidase
fabl: Enoyl-acyl-carrier

protein reductase
GLO1: Lactoylglutathione
lyase
KDMA4E: Lysine-specific
demethylase 4E
ABCC1: Multidrug
resistance-associated
protein 1
Pol: Integrase

MAPT: Microtubule-
associated protein tau
GPR35: G-protein coupled
receptor 35
APEX1: DNA (apurinic or
apyrimidinic site) lyase
TOP2A: DNA
topoisomerase 2-alpha
MYLK: Myosin light chain
kinase, smooth muscle
CYP19A1: Aromatase

FLT3: Receptor-type
tyrosine-protein kinase
FLT3
SYK: Tyrosine-protein
kinase SYK
INSR: Insulin receptor

ACHE: Acetylcholinesterase

CYP1A2: Cytochrome P450
1A2
APOBEC3G: DNA dC->dU-
editing enzyme APOBEC-
3G
BACEL1: Beta-secretase 1

PIK3CG:
Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit gamma
isoform

Eucariota
P. falciparum
Eucariota
Eucariota

Eucariota

VIH
Eucariota
Eucariota
Eucariota
Eucariota
Eucariota
Eucariota

Eucariota

Eucariota
Eucariota
Eucariota
Eucariota

Eucariota

Eucariota

Eucariota

Enzima
Enzima
Enzima
Regulador
epigenético
Transportador
Enzima
Estructural
Receptor de
membrana
Enzima
Enzima isomerasa
Enzima quinasa

Enzima p450

Enzima quinasa

Enzima quinasa

Enzima quinasa

Enzima hidrolasa
Enzima p450

Enzima

Enzima proteasa

Enzima

(0.35)
5.0 (0.30)

5.77
(0.35)

5.19
(0.32)
5.59
(0.34)
7.92
(0.48)
6.43
(0.39)

5.55

(0.34)
5.33

(0.32)

4.62E-42

5.91E-26

1.24E-21

1.11E-16

2.22E-16

2.17E-14

1.00E-11

1.58E-10

1.44E-08

3.61E-08

6.68E-08

0.000899

0.007316

0.0282

0.02978

0.04347

0.0741

0.09968

0.1128

0.4999

La actividad biologica del EA de RHTR y sus fracciones, se evalué en células de

Los resultados obtenidos, revelaron que todas las muestras presentaron actividad en

durante 24 h para determinar la Clso.
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9.5 Actividad biolégica de RHTR en lineas celulares.

(HBD), donador de puentes hidrégeno; (HBA), aceptor de puentes hidrogeno; (PSA), area superficial polar;
(DLso), dosis letal del 50%; (MDDR), maxima dosis diaria recomendada via subcutanea.

cancer SKOV-3, asi como epiteliales CHO-K1 y BEAS-2B a distintas concentraciones

SKOV-3 por debajo de 100 ug/mL (Figura 18A), con base en los criterios del Instituto
Nacional del Cancer en EE.UU., para la busqueda de nuevos candidatos terapéuticos
[Suffness y Pezzuto, 1990]. Sin embargo, la actividad mas alta se encontré en el EA a 50
pg/mL y en la FAO2 a 38 upg/mL respectivamente, los cuales fueron estadisticamente

significativos en la prueba de Dunnett, con respecto al grupo control de vehiculo PBS 1X




(p = 0.05) (Tabla 10). Los ensayos de morfologia y muerte celular que se utilizaron para
evidenciar cambios citolégicos en SKOV-3, revelaron que las células tratadas con EA 'y
FAO2 tenian una morfologia similar al grupo control; sin embargo, presentaron un
aumento considerable de vacuolas citoplasmaticas y ausencia de mitosis celular, lo cual
sugiere un efecto quiescente (Figura 18D). Mientras el ensayo TUNEL, demostro la
fragmentacion del ADN nuclear en células tratadas con el EA (7.85 %) y la FA02 (11.6
%), asi como en el grupo tratado con paclitaxel (50.7 %), debido a la activacién de un
proceso apoptotico (Figura 18D).

En los ensayos con CHO-K1 y BEAS-2B, el EA presentd una Clso de 700 ug/mL y la
FAO02 de 600 ug/mL (Figura 18B y C), las cuales fueron significativas en la prueba de
Dunnett con respecto a la viabilidad presentada por el grupo control (p < 0.05) (Tabla 10).
Los analisis de morfologia y muerte celular (Figura 18D), demostraron una disminucion
del citoplasma, condensacion de la cromatina, pérdida del contacto intercelular, ausencia
de divisién mitética y la induccién de apoptosis del 13.03 % y 14.71 % para el EA, asi
como del 29.61 % y 19.10 % para la FAO2, respectivamente (p < 0.05, ANOVA). Por
altimo, el ensayo cometa en células CHO-K1 revel6 un efecto genotoxico, presentandose
dafio en el ADN con el EA del 5 al 10 % y con la FAO2 del 10 al 40 % respectivamente
(Figura 18E). Estos resultados, demuestran que RHTR presenta un efecto selectivo por
células cancerosas, ya que el EA obtuvo un IS de 14 mientras la FAO2 de 15.8 en
comparacion con el control de paclitaxel a 1.3 (Tabla 10), por lo cual podria tener un papel

importante en la prevencion y eliminacion de cancer.

9.6 Actividad biolégica de principios activos de RHTR en lineas celulares.

Se evaluo la actividad biologica del acido galico, metil galato, miricetina, miricitrina,
qguercetina, quercitrina y fisetina en células epiteliales de cancer SKOV-3, asi como
fenotipo normal transformado BEAS-2B y CHO-K1, a distintas concentraciones durante
24 h para determinar la Clso.

Se demostr6 que todos los compuestos presentaron actividad biolégica en SKOV-3 a
concentraciones menores de 200 ug/mL (Figura 19A). Sin embargo, la actividad més alta

se encontro en el &cido galico y la miricetina a 50 y 166 pg/mL con respecto al grupo con-
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Figura 18. Actividad biologica del EA y la FA02 de RHTR en lineas celulares de cancer y epiteliales.
Se determind la Clso con curvas de viabilidad dosis-respuesta con MTT durante 24 h en SKOV-3 (A), CHO-
K1 (B) y BEAS-2B (C). Los cambios morfologicos con tincion rapida de Hemacolor® y la induccion de
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apoptosis por TUNEL se observaron a las 24 h de tratamiento en SKOV-3 (EA, 50 yg/mL y FA02, 38 ug/mL),
CHO-K1 y BEAS-2B (EA, 700 ug/mL y 600 ug/mL) (D). Se evalu6 la migracién del ADN dafiado con
SYTOX-Green, mediante electroforesis unicelular en condiciones alcalinas (ensayo cometa) a 24 h de
finalizados los tratamientos con EA y FA02 a 600 ug/mL en células CHO-K1 (E). Los resultados muestran
la media + D.E. de tres experimentos independientes realizados por triplicado (n = 9) y (*) cambios
significativos por comparacion con el grupo control de vehiculo PBS 1X (p < 0.05, ANOVA).

Tabla 10. Clsp de RHTR en las lineas celulares SKOV-3, CHO-K1 y BEAS-2B.

Muestras EA FAO1 FAO02 FAO03 Paclitaxel
SKOV-3 50 50 38 60 7

CHO-K1 600 ND 600 ND 10
BEAS-2B 800 ND 600 ND 8

DLso 1,141.5 ND 1,209 ND 229

IS 14 ND 15.8 ND 1.3
Actividad Media Media Media Media Alta

En la tabla se muestra: (Clso), concentracién inhibitoria del 50 % en pg/mL; (DLso), dosis letal del 50 % en
mg/kg; (IS), indice de selectividad; (ND) no determinado; (EA), extracto acuoso y (FA), fraccién acuosa.
Los numeros indican la fraccion obtenida durante el fraccionamiento en fase sélida con disolventes, el cual
se describe con mayor detalle en Materiales y Métodos. Los resultados representan tres experimentos
independientes por triplicado (n = 9).

trol (vehiculo, DMSO al 10 %) (p < 0.05, ANOVA). Al evaluar el efecto de los compuestos
en BEAS-2B y CHO-K1 (Figura 19C y D), se observo actividad biologica a
concentraciones menores de 100 ug/mL, demostrandose un efecto citotdéxico el cual
puede estar relacionado con la genotoxicidad reportada para los flavonoides. La mayor
actividad fue observada en la miricetina a 33 pyg/mL en CHO-K1 y el acido galico a 25
pug/mL en BEAS-2B; mientras la menor actividad se encontré en la quercitrina y el metil
galato a 200 pg/mL en ambas lineas celulares, con respecto al grupo control (vehiculo,
DMSO al 10 %) (p < 0.05, ANOVA) (Tabla 11). Lo cual demuestra, que la actividad

bioldgica de los compuestos esta relacionada estrechamente con el fenotipo celular.

Tabla 11. Clso de los principios activos en RHTR sobre SKOV-3, CHO-K1y BEAS-2B.

Muestra Acido  Metil Miricetina  Miricitrina  Quercetina  Quercitrina Fisetina Paclitaxel
galico galato

SKOV-3 50 > 200 166 197 > 200 > 200 200 7

BEAS-2B 25 200 64 160 189 > 200 50 8

CHO-K1 100 130 33 94 127 > 200 46 10

En la tabla se muestra la concentracion inhibitoria al 50 % (Clso) en pg/mL. Los resultados representan tres
experimentos independientes por triplicado (n = 9).
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Los ensayos de morfologia celular en SKOV-3 con la Clso de los compuestos durante
24 h, revelaron individualizacion, redondeamiento, pérdida de microfilamentos,
condensacion del citoplasma, fragmentacion nuclear y una ruptura de la monocapa
celular, efectos similares a los encontrados en el grupo control tratado con paclitaxel.
Mientras tanto, las células tratadas con vehiculo presentaron lamelopodios, filopodios,
fibras de estrés, puntos de adhesion, mitosis, confluencia y formacién de la monocapa
celular (Figura 19B).
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Figura 19. Actividad biolégica de principios activos en RHTR sobre lineas celulares de cancer y
epiteliales. Se determind la Clso por curvas de viabilidad dosis-respuesta con MTT durante 24 h en SKOV-
3 (A), BEAS-2B (C) y CHO-K1 (D). Los cambios morfolégicos se observaron por IHF con faloidina-
rhodaminada (actina filamentosa) y DAPI (nucleos) a las 24 h de tratamiento en SKOV-3 con la Clso de los
compuestos reportada en la Tabla 11 (B). Los resultados muestran la media + D.E. de tres experimentos
independientes realizados por triplicado (n = 9) y (*) cambios significativos por comparacion con el grupo
control de vehiculo (DMSO 10 % en PBS 1X) (p < 0.05, ANOVA).
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Los resultados obtenidos, demuestran que los principales compuestos en RHTR
contra las células de cancer ovarico son el 4cido galico y la miricetina, por lo cual fueron
seleccionados para evaluar su actividad antineoplasica en ratones xenotrasplantados con
células SKOV-3.

9.7 Actividad antineoplasica de RHTR en ratones xenotrasplantados con SKOV-3.

Se evalud la actividad antineopldsica del EA y la FAO2 de RHTR en ratones
xenotrasplantados con células de cancer SKOV-3, administrados via i.p. a 200 mg/kg/dia
durante 28 dias, para determinar su efectividad en el tratamiento alternativo del cancer
ovarico. Durante su administracion, no se observaron cambios de comportamiento en los
roedores como agitacion, temblor, somnolencia, pérdida de apetito o algin signo de
toxicidad como disnea, fotofobia, ceguera, diarrea, insuficiencia cardiaca, debilidad
muscular, convulsiones y pigmentacion epitelial, los cuales fueron inicialmente evaluados
durante las primeras horas del estudio y finalizadas las 24 h de tratamiento.

Adicionalmente, se monitore6 el peso corporal de los roedores durante los 28 dias de
tratamiento, encontrandose una disminucién del 9.5 % para el grupo tratado con el EA,
mientras un aumento del 3.7 % se presentd para los tratados con la FA02. Sin embargo,
los cambios no resultaron significativos con respecto al grupo control tratado con vehiculo
PBS 1X (p > 0.05, ANOVA) (Figura 20A).

Al finalizar los tratamientos, los roedores sometidos a eutanasia para la recuperacion
de las lesiones tumorales, observandose macroscopicamente cambios en la forma,
superficie y color de los tumores desarrollados (Figura 20B). En todos los grupos con
tratamiento se presentaron tumoraciones ovoides, de superficie lisa, con aspecto solido
y vascularidad similar, asi como diferencias en el color, el cual fue rosado para EA y
blanquecino para FA02, mientas el grupo tratado con carboplatino y vehiculo presentaron
una superficie nodular y una coloracion amarilla predominante. Al analizar el peso de los
tumores (Figura 20B), se observé mayor masa tumoral en los tratados con el vehiculo, el
cual fue de 0.33 + 0.09 g, seguido por el grupo tratado con EA de 0.24 + 0.09 g,
posteriormente por el grupo con FAO2 de 0.18 = 0.9 g y finalmente el grupo de

carboplatino con 0.14 + 0.7 g respectivamente. Los resultados mostrados, correlacionan
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con el seguimiento del volumen tumoral a las lesiones presentes en los roedores (Figura
20C), observandose una disminucion significativa a partir de los 14 a 28 dias de
tratamiento con EA, FAQ02 y carboplatino, el cual fue del 37.6, 49 y 745 %
respectivamente, por comparacion con el grupo tratado con vehiculo (p < 0.05, Dunnett).
Estos hallazgos demuestran cambios en la evolucion de la enfermedad, los cuales se
relacionan directamente con los tratamientos utilizados durante el estudio.

Resultados similares se encontraron, al medir la longitud mayor de los tumores
presentes en los distintos grupos de estudio posterior al tratamiento (Figura 20D);
observandose en los ratones tratados con el vehiculo 14.53 + 2.36 mm, seguido del EA
con 9.06 + 0.25 mm, para FAO2 con 7.4 + 0.95 mm y por ultimo los tratados con
carboplatino de 3.7 + 0.26 mm, demostrandose un efecto citostatico durante los
tratamientos. Sin embargo, al comparar la longitud mayor inicial al tratamiento (Figura
20D), se demuestra una progresion de la enfermedad en los ratones tratados con EA y
FAO02, al presentar un aumento del 70.9 y 60.8 % respectivamente (p < 0.05, ANOVA),
mientras aquéllos tratados con el vehiculo fue del 190 % y por ultimo con carboplatino, el
cual presento6 una disminucion del 19.5 %, relacionandose con una progresion estable de

la enfermedad, segun los porcentajes manejados por el RECIST 1.1.

9.7.1 Estudios de Imagenologia por TAC y USG.

Se realizaron tomografias de cuerpo competo con direccién craneocaudal, en fase
simple en cortes axiales; grosor de corte de 0.6 mm y reconstrucciones multiplanares
(Figura 21A); donde se observé en todos los grupos tumores ovoides, localizados en el
tejido celular subcutaneo y con unidades de atenuacién en relacion a partes blandas, los
cuales se encontraron entre los rangos de 47 a 50 UH (Figura 20B), con diferencias en
sus bordes que fueron regulares para los grupos tratados con EA y FA02, asi como
lobulados para los grupos tratados con carboplatino y vehiculo. El porcentaje en el area
de necrosis fue mayor en los ratones tratados con vehiculo del 35.16 %, mientras los
tratados con EA, FAO02 y carboplatino correspondié al 30.68, 20.54 y 5.19 %
respectivamente.

Se complemento el estudio imagenologico con ultrasonografias de los diferentes tu-
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Figura 20. Actividad antineoplasica del EA y la FA0O2 de RHTR en lesiones tumorales de cancer
ovarico. Se monitore6 el peso corporal de los roedores con una bascula electrénica durante los
tratamientos (A). Se analizaron las caracteristicas y los cambios morfolégicos presentes en las lesiones
tumorales al finalizar los distintos tratamientos (B). Se determind el volumen tumoral de las lesiones
presentes en los roedores con un calibrador Vernier durante los 28 dias del tratamiento con EA y FA02 a
200 mg/kg/dia via intraperitoneal (Volumen (mms3) = [Longitud * (Amplitud)?] / 2) (C). Se calculé el porcentaje
de inhibicion de cada tratamiento con base en el volumen tumoral final con respecto al grupo control y la
evolucion de la enfermedad durante cada tratamiento con el diametro inicial vs final (D). Los resultados
muestran la media + D.E. de dos experimentos independientes (n = 5). (*) Diferencias significativas con
respecto al control de ratones tratados con vehiculo PBS 1X (p < 0.05, ANOVA).
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Figura 21. Correlacion imagenoldgica de la actividad antineoplasica del EA y la FA02 de RHTR en
lesiones tumorales de cancer ovérico. Se realizo TAC (A) y USG (B) para observar cambios
densimétricos y morfoldgicos en las lesiones tumorales, asi como descartar procesos metastésicos durante
los tratamientos. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n = 5).
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mores (Figura 21B), con transductor lineal multifrecuencia, en imagen y tiempo real,
donde se corrobor6 su localizacion en tejido celular subcutdneo, y permitio la
caracterizacion de las diferentes lesiones, las cuales se observaron con bordes
parcialmente definidos, de contenido heterogéneo por la presencia de areas hiperecoicas
de distribucion difusa con relacion a fibrosis en los diferentes grupos. La vascularidad, se
observa con un predominio en los ratones tratados con vehiculo y reducida en los tratados
con el EA y finalmente, menor en aquéllos tratados con FA02 o carboplatino.

9.7.2 Andlisis histopatoldgicos de las lesiones tumorales tratadas con EA y FA02.
El analisis histologico de las lesiones quisticas presentes en los roedores y
localizadas a nivel de dermis reticular, revelaron estroma medular de composicion mixta
y patrén solido con predominio en comedo para EA y FA02, hiperqueratético y basaloide
para carboplatino, asi como desmoplasico para vehiculo (Figura 22). Adicionalmente, se
observaron algunas caracteristicas microscopicas similares en todos los tumores como
tejido fibroso laxo, con una proliferacién de células grandes, organizadas en un patrén
solido que crece empujando al estroma y zonas necraticas con predominio en los ratones
tratados con vehiculo de un 25 % en comparacion con el 10 % observado en los tratados
con EA, FA02 y carboplatino que fue del 10 %. Los tratamientos con RHTR, disminuyeron
la vascularidad de las lesiones e indujeron mitosis atipicas y apoptosis en comparacion
con el grupo control, el cual presentd un aumento de la vascularidad, células con amplio
citoplasma eosinofilico de nucleos mixtos, asi como cromatina vesicular e indicios de
inflamacion aguda a cronica moderada, sin observar 6rgano residual, las cuales son
caracteristicas que corresponden a carcinomas poco diferenciados, posiblemente de tipo

seroso papilar.

9.7.3 Evaluacion toxicoldgica durante los tratamientos con EA 'y FAQ2.

Al finalizar los tratamientos, los ratones fueron sometidos a eutanasia para la
obtencion de muestras sanguineas Y la realizacion de las disecciones correspondientes.
Con este fin, se llevd a cabo la observacion anatomica del higado, corazén, bazo,

pulmones y rifilones en busca de lesiones patoldgicas. Sin embargo, la morfologia de los
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Figura 22. Andlisis histopatolégico a las lesiones tumorales de cancer ovarico tratadas con el EAy
la FAO2 de RHTR. En la figura se pueden observar los patrones histologicos diferenciales, necrosis
(recuadro en 10X), vascularidad (V), fibrosis (F), vacuolas citoplasmaticas posiblemente debidas a
quiescencia celular (recuadros en 100X), mitosis atipicas (flechas en 100X), autofagia (recuadro en 1000X),
nudcleos con cromatina condensada en region apical (N) y reduccion del citoplasma celular (C) posiblemente
por apoptosis celular (flechas en 1000X). Los resultados son representativos de dos experimentos
independientes (n = 5). Hematoxilina y eosina (HyE), azul de toluidina (ATO), microscopia electronica de
transmision (MET).

organos fue consistente con el grupo control que recibié vehiculo (PBS 1X) (Figura 23A).
En el analisis morfométrico (Tabla 12), se encontraron diferencias en el peso de los
pulmones de 0.27 + 0.035 g y del bazo de 0.12 + 0.02 g en ratones expuestos a la FA02
durante los 28 dias de tratamiento, por comparacién con el grupo control (p < 0.05,
ANOVA).

Posteriormente, se realizaron cortes histolégicos de los 6rganos en busqueda de
lesiones histopatoldgicas (Figura 23B y C). Sin embargo, en ninguno de los casos se
presentaron diferencias con respecto al grupo control. En el bazo, se observo la capsula
y las trabéculas, asi como parénquima esplénico formado por pulpa blanca y roja (10X),
el corpusculo de Malpighi, en el cual se distinguia la arteria central rodeada por el centro
germinativo y linfocitos (40X). En los rifiones, se presenté la corteza externa y la médula
interna tipicas (10X), con numerosos tubulos colectores en una trayectoria rectilinea y glo
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Figura 23. Andlisis histopatoldgico de los 6rganos extraidos durante la evaluacion toxicoldgica de
los tratamientos con EAy FAO2 de RHTR. En la figura se puede observar la morfologia (A) y los patrones
histoldgicos caracteristicos del rifién, corazén, pulmén, bazo e higado a 10X (B) y 40X (C) de aumento
Optico. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n = 5).
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Tabla 12. Analisis morfométrico durante la evaluacion toxicolégica de EA y FA02 de RHTR.

Tratamiento Determinacion Rifion Corazoén Pulmén Bazo Higado
EA Peso (g) 0.38+0.048  0.15+0.023  0.23+0.04 0.14+0.03 1.4840.22
Didmetro largo (mm) 9.63+0.69 8.73+0.63 13.78+2.12  16.82+1.39  29.41+4.06
FA02 Peso (g) 0.40+0.06 0.16+0.014  0.27+0.035* 0.1240.02*  1.61+0.15
Diametro largo (mm) 9.89+0.58 8.71+0.37 12.47+0.65 15.7341.03  30.34+3.33
Carboplatino | Peso (g) 0.40+0.01 0.14+0.01 0.19+0.03* 0.18+0.02* 1.80+0.10*
Didmetro largo (mm) 11.5+0.7* 8.5+0.7 11.5+2.1 18.5+0.7 30.5+2.2
PBS 1X Peso (g) 0.38+0.042  0.16+0.026  0.24+0.041  0.15+0.01 1.53+0.14
Didmetro largo (mm) 9.34+0.67 8.19+0.63 13.93+2.64  16.15+0.43  29.65+2.22

En la tabla, se muestra en rojo los valores superiores y en negritas los inferiores con respecto al grupo PBS
1X. Los resultados muestran la media + D.E. de dos experimentos independientes (n = 5) y (*) cambios
significativos por comparacion con el grupo control de vehiculo (PBS 1X) (p < 0.05, ANOVA).

mérulos renales rodeados por la capsula de Bowman (40X). Los pulmones, presentaron
la hoja visceral de la pleura rodeando al parénquima pulmonar, con algunos bronquios y
bronquiolos, asi como vasos sanguineos de diferente calibre y espacios vacios
correspondientes a los sacos alveolares (10X) y finalmente la pared bronquial y la capa
muscular (40X). El corazén, presentd numerosas fibras musculares cardiacas de tipo
estriado, con un ndcleo central y discos intercalares (40X), rodeadas de tejido conectivo
y abundantes vasos sanguineos (10X). En el higado, se observé la triada portal,
compuesta por la vena porta, la arteria hepatica y el conductillo biliar (10X y 40X). Con
base en los resultados, se descartaron lesiones histoldgicas durante los tratamientos con
RHTR.

Por altimo, en los estudios paraclinicos (Tabla 13) se observo una ligera leucopenia
en ratones tratados con el EA de 3,600 + 903.4 x10%/mm?3y la FAO2 de 4,242.6 + 980.6
x108/mm?2 (p < 0.05, ANOVA) a los 28 dias de su administracién con respecto a los valores
de referencia para raton. El analisis bioquimico, revel6 una disminucion de la albumina
para el EA y la FAO2 de 2.1 + 0.8 g/dL y 2.03 £ 0.35 g/dL (p < 0.05, ANOVA)
respectivamente, mientras el EA disminuyo adicionalmente la urea a 40.8 + 8.2 mg/dL (p
< 0.05, ANOVA) al finalizar el estudio.

Los resultados mostrados, sugieren una ligera supresion de la hematopoyesis en la

médula ésea durante la administracion del EA y la FA de RHTR, debido posiblemente al
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Tabla 13. Estudios paraclinicos en la evaluacién toxicolégica de EAy FA02 de RHTR.
PARAMETROS BIOQUIMICOS

Tratamientos EA FA02 Carboplatino PBS 1X REFERENCIA
Glucosa (mg/dL) 72 +23.9 114 +21.2* 107 +14.8* 78.3+£16.6 63-176 (89)
Triglicéridos (mg/dL) 715+ 26.2 80 +11.35 103.7 £ 12.7* 87.6 +12.01 55-115 (85)
Colesterol (mg/dL) 66 + 25.4* 62 + 2.52* 108.6 + 19.4* 85.5+134 26-82 (64)
Proteinas (g/dL) 4.48+0.6 4.42 +0.62 5.1+1.46 4.7 +0.56 4-8.6 (6.2)
Albumina (g/dL) 2.1+0.8* 2.03 +0.35* 1.33+0.29 1.36 +0.21 2.5-4 (3.2)
AST (TGO) (U/L) 132.6 +45.7 145.7 + 7.69 162.9+8.2 149.8 £ 27.29 55-251 (139)
ALT (TGP) (U/L) 41.2+9.8 32.43+19.2 64.4 +6.87*% 40.75+14.5 17-77 (47)
Bilirrubina total (mg/dL) 0.47 £ 0.07* 0.39 + 0.08* 0.58 £0.2 0.67 £0.16 0.20-1.0 (0.6)
Fosfatasa alcalina (U/L) 46.5 + 23.2% 83.6 +24.04 66.6 + 15.6 71+10.36 9-88 (48.5)
Creatinina (mg/dL) 0.74+0.4 0.7+0.25 0.37 +0.26* 0.65+0.2 0.2-0.9 (0.5)
Urea (mg/dL) 40.8 £8.2 57.6 £10.7 59.4 +9.99 47.9+7.16 46.9-73 (60.1)
BUN (g/dL) 19+ 3.8 26.8+4.7 27.8 +4.63 22.36 +3.32 11-27 (19)
PARAMETROS HEMATOLOGICOS
Hemoglobina (g/dL) 15.2+0.98 12.35+2.2 13.1+1.61 14.4+2.13 10-17 (13.1)
Hematocrito (%) 48.3 £7.92 43.6 +17.8 40.57 £4.16 4452 +2.17 39-49 (40.4)
Eritrocitos (x 10¢/mm?) 7.24 +£1.06 7.67 +£2.26 7.81+0.88 7.92+£1.93 8.3
CMHG (%) 31.7+3.25 29.7+7.14 32.23+2.68 33.46 + 6.27 32.3
HCM (pg) 16.5 + 0.84 16.3+2.1 16.7 +0.78 16.87 + 1.09 15.9
VCM (L) 52.2+2.62 55.9+6.8 52.1+2.12 56.2 +5.85 49.1
Leucocitos (x 100/mm?) 3,600 + 903.4* 4,242.6 + 980.6 2,750 + 777.82* 5,720 + 684.6 5-12 (6.33)
RDW-CV 15.3+1.41 14.05+2.2 17.76 + 2.15 16.5+2.99
RDW-SD 29.1+1.83 252+25 32.1+£5.17 33.84 +2.86
Plaquetas ( x 10%puL) 736,000 + 1,414.2 689,000 + 5,425.8 759,666.7 + 19,143.6 710,200 + 6,716.5 116
MPV 7.2+0.9 7.15+0.9 7.3+0.73 7.62+1.25
PDW 147+13 143+0.5 13 +0.85 13.8+1.61
PCT 0.53+0.07 0.49 £0.10 0.55+0.29 0.55 +0.30
Linfocitos (%) 38 £ 3.74* 55 + 8.38* 44.3 +11.3* 71+14.8 35-90
Monocitos (%) 0 0 0 0 0-3
Eosindfilos (%) 0 0 0 0 0-7
Basdfilos (%) 0 0 0 0 0-1
Neutrdéfilos segmentados (%) 12 £ 6.97 45 + 8.38* 54.3 +9.4* 29+438 10-40
Neutréfilos en banda (%) 0 0 4+10 0 0
Formas inmaduras (%) 0 0 0 0 0

En la tabla se muestra en rojo los valores superiores y en negritas los inferiores con respecto a los valores
de referencia para raton. Los resultados muestran la media + D.E. de dos experimentos independientes (n

= 5) y (*) cambios significativos por comparacion con el grupo control de vehiculo (PBS 1X) (p < 0.05,
ANOVA).

fenotipo altamente replicativo de las células sanguineas [Adeneye y cols., 2006]; Sin
embargo, los parametros bioquimicos no revelaron disfuncién hepética o insuficiencia
renal, por lo cual podria considerarse el uso de RHTR en el tratamiento alternativo del

cancer ovarico.

9.8 Actividad antineoplasica de los principios activos de RHTR en ratones
xenotrasplantados con SKOV-3.

Se evalud la actividad antineoplasica del acido galico y la miricetina en ratones xeno-
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trasplantados con células de cancer SKOV-3, administrados via peritumoral a una dosis
de 50 mg/kg (2 dias alternos/semana) durante 28 dias, para determinar su efectividad en
el tratamiento alternativo del cancer ovarico. Durante su administracion, no se observaron
cambios de comportamiento en los roedores o signos de toxicidad, los cuales fueron
evaluados durante las primeras horas del estudio.

Adicionalmente, se monitoreo el peso corporal de los roedores durante los 28 dias de
tratamiento, encontrdndose una disminucion del 7.4 % para el grupo tratado con acido
galico, mientras un aumento del 1.4 % se presentd para los tratados con miricetina. Sin
embargo, los cambios no resultaron significativos con respecto al grupo control tratado
con vehiculo DMSO al 10 % (p > 0.05, ANOVA) (Figura 24A).

Al finalizar los tratamientos, los roedores fueron sometidos a eutanasia para la
recuperacion de las lesiones tumorales, observandose macroscopicamente cambios en
la forma, superficie y color de los tumores desarrollados (Figura 24B). En todos los grupos
con tratamiento se presentaron tumoraciones ovoides, de superficie lisa, con aspecto
solido y vascularidad similar, asi como diferencias en el color, el cual fue amarillo para
acido galico y rosado para miricetina, mientas el grupo tratado con paclitaxel presento
una superficie esférica blanquecina y el vehiculo una superficie nodular de coloracién
amarilla. Al analizar el peso de los tumores (Figura 24B), se observé mayor masa tumoral
en los tratados con el vehiculo, el cual fue de 0.68 + 0.16 g, seguido por el grupo tratado
con miricetina de 0.11 + 0.06 g, posteriormente por el grupo con acido galico de 0.078 +
0.04 g y finalmente el grupo de paclitaxel con 0.045 + 0.01 g. Los resultados mostrados,
correlacionan con el seguimiento del volumen tumoral de las lesiones presentes en los
roedores (Figura 24C), observandose una disminucién significativa a partir de los 7 a 28
dias de tratamiento con &cido galico, miricetina y paclitaxel, el cual fue del 48.3, 50y 60.3
% respectivamente, por comparacion con el grupo tratado con vehiculo (p < 0.05,
ANOVA).

Resultados similares, se encontraron al medir la longitud mayor de los tumores
presentes en los distintos grupos de estudio posterior al tratamiento (Figura 24D);
observandose en los ratones tratados con el vehiculo 11.6 + 0.57 mm, seguido del 4cido

gélico con 6.0 £ 2.0 mm, para miricetina con 5.8 £ 1.4 mm y por ultimo los tratados con
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paclitaxel de 4.6 £ 0.57 mm, demostrandose un efecto inhibitorio durante los tratamientos.
Al comparar la longitud mayor inicial al tratamiento (Figura 24D), se demuestra una
progresion estable de la enfermedad en los ratones tratados con acido galico y miricetina,
al presentar un aumento del 11.6 y 3.4 % respectivamente (p < 0.05, ANOVA), mientras
aguéllos tratados con el vehiculo fue del 47.4 % y por dltimo con paclitaxel, el cual

presentd una disminucion del 23.3 %.

9.8.1 Estudios de Imagenologia por RMN y USG.

Se realizaron resonancias simples de cuerpo competo en decubito supino y
secuencias T1, T2 y STIR en reconstrucciones coronales (Figura 25A); observandose en
todos los grupos tumores ovoides, localizados en tejido celular subcutaneo, los cuales
presentaron bordes regulares y bien definidos, isointensos con relacion a partes blandas
en T1, hiperintensos y heterogéneos (a expensas de componente solido y escaso liquido
en su interior) en T2 y STIR. Mientras el grupo tratado con vehiculo presentdé mayor
componente liquido relacionado posiblemente con la patologia de la enfermedad.
Finalmente, en todos los tratamientos se observd ausencia de procesos metastasicos.

Se complementé el estudio imagenolégico con ultrasonografias, empleandose un
transductor lineal multifrecuencia en imagen y tiempo real (Figura 25B), donde se
corrobor6 la localizacion de las diferentes lesiones tumorales en el tejido celular
subcutaneo y adicionalmente permitié su caracterizacion morfologica, observandose en
los tratamientos con &cido galico, miricetina y paclitaxel lesiones ovoides, con bordes
regulares y bien definidos, de ecotextura heterogénea, con predominio de componente
sélido, areas difusas con relacion a fibrosis y ausencia de vascularidad en modalidad
Doppler color y power. Mientras el grupo tratado con vehiculo presenté predominio de

componente quistico, presencia de septos en su interior y vascularidad central.

9.8.2 Andlisis histopatologicos de las lesiones tumorales tratadas con acido galico
y miricetina.

El andlisis histoldgico a las lesiones presentes en los roedores (Figura 26), revel6
estroma neoplasico medular de composicion mixta, con patrén sélido de tipo comedo

para acido galico, miricetina y paclitaxel, debido a la presencia de amplia necrosis central,
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Figura 24. Actividad antineoplasica del acido galico y la miricetina en lesiones tumorales de cancer
ovarico. Peso corporal de roedores durante los tratamientos (A). Caracteristicas y cambios morfolégicos
en las lesiones tumorales al finalizar los tratamientos (B). Volumen tumoral de las lesiones durante los 28
dias de tratamiento con acido galico y miricetina a 50 mg/kg (2 dias alternos/semana) via peritumoral (C).
Porcentaje de inhibicion de cada tratamiento con base en el volumen tumoral final con respecto al grupo
control y la evoluciéon de la enfermedad durante cada tratamiento con el diametro inicial vs final (D). Los
resultados muestran la media + D.E. de dos experimentos independientes (n = 5). (*) Diferencias
significativas con respecto al control de ratones tratados con vehiculo (DMSO al 10 %) (p < 0.05, ANOVA).
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Figura 25. Correlacion imagenolégica de la actividad antineoplasica del acido galico y la miricetina
en lesiones tumorales de cancer ovarico. Se realizo RMN (A) y USG (B) para observar cambios
densimétricos y morfoldgicos en las lesiones tumorales, asi como descartar procesos metastasicos durante
los tratamientos. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n = 5).
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la cual se encuentra rodeada por infiltrado leucocitario, con retraccion estromal, presencia
de fibrosis, disminucion de la vascularidad e induccién de apoptosis. Mientras las lesiones
tratadas con vehiculo presentaron un patrén desmoplasico y microquistico, el cual se
caracteriza por abundante fibrosis en banda, adherencias y perdida de estroma
neoplasico, asi como mayor vascularizacion peritumoral, he indicios de inflamacién
aguda a cronica moderada sin observar 6rgano residual, las cuales son caracteristicas
gue corresponden a carcinomas de tipo seroso papilar.

B Acido galico

Miricetina Vehiculo

Paclitaxel

Figura 26. Analisis histopatoldgico a las lesiones tumorales de cancer ovarico tratadas con acido
galico y miricetina. En la figura, se puede observar patrones histolégicos diferenciales, necrosis (recuadro
en 10X), vascularidad (V), fibrosis (F), apoptosis (recuadros en 100X), cuerpos picnhéticos (recuadros en
1000X), mitosis atipicas (flechas en 100X), autofagia (flechas en 1000X), nucleos (N) y citoplasma celular
(C). Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n = 5). Hematoxilina y eosina
(HyE), azul de toluidina (ATO), microscopia electrénica de transmision (MET).

9.8.3 Evaluacion toxicolégica durante los tratamientos con acido galico y
miricetina.

Al finalizar los tratamientos, los ratones se anestesiaron para la obtencién de
muestras sanguineas y la realizacion de las disecciones correspondientes. Con este fin,

se llevo a cabo la observacion anatomica del higado, corazon, bazo, pulmones y riflones
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en busqueda de lesiones patoldgicas (Figura 27A). Sin embargo, la morfologia de los
organos fue consistente con el grupo control que recibi6 vehiculo (DMSO al 10 %). En el
analisis morfométrico (Tabla 14), se encontraron diferencias en el peso y diametro del
bazo de 0.2 £ 0.05 g y 23.6 + 4.7 mm respectivamente, asi como en el peso del higado
de 2.1 £ 0.2 g en ratones tratados con acido galico, mientras el peso del bazo y el diametro
de los pulmones fue de 0.18 + 0.01 gy 11.6 £ 1.5 mm para el grupo tratado con paclitaxel,
durante los 28 dias de tratamiento por comparacion con el grupo vehiculo (p < 0.05,
ANOVA).

Tabla 14. Anélisis morfométrico durante la evaluacién toxicolégica de &cido galico y miricetina.

Tratamiento  Determinacién Rifion Corazén Pulmén Bazo Higado
Acido gélico | Peso (g) 0.5+0.08 0.2+0.03 0.3+0.08 0.2 £ 0.05* 21+0.2*
Diametro largo (mm) 13.3 +2.08 10.6 £ 0.6 16.3+2.1 23.6 +4.7* 31.3+21
Miricetina Peso (g) 0.44 £ 0.03 0.2+0.01 0.3+0.09 0.15+0.03 1.87+0.14
Diametro largo (mm) 10.6 + 0.6 9+05 156+15 21+3.6 32+1.7
Paclitaxel Peso (g) 0.4 £0.03 0.16 £ 0.02 0.2+0.01 0.18 +0.01* 1.8 +0.006
Diametro largo (mm) 11+1.0 9+1.0 11.6 £ 1.5* 18.6 £ 0.6 30.3+1.5
Vehiculo Peso (g) 0.34+0.01 0.18 £ 0.01 0.2 £0.03 0.15 +0.03 1.6 +£0.04
Diametro largo (mm) 12 +1.0 10615 16 +2.0 20+20 30.3x25

En la tabla, se muestra en rojo los valores superiores y en negritas los inferiores con respecto al grupo PBS
1X. Los resultados muestran la media £ D.E. de dos experimentos independientes (n = 5) y (*) cambios
significativos por comparacion con el grupo control de vehiculo (PBS 1X) (p < 0.05, ANOVA).

Posteriormente, se realizaron cortes histolégicos de los 6rganos en busqueda de
lesiones histopatolédgicas (Figura 27B y C); observandose en aumento 10X, el estroma
caracteristico de cada uno de los 6rganos, mientras a 40X puede apreciarse la pérdida
de parénquima hepatico e infiltrado leucocitario en el grupo de acido galico, asi como
indicios de inflamacién aguda a crénica moderada en higado y rifion del grupo que recibio
paclitaxel, las cuales fueron diferencias morfolégicas ausentes en el grupo tratado con el
vehiculo o miricetina.

Por ultimo, durante la administracion de los diferentes tratamientos se observaron
cambios en los valores bioquimicos y hematologicos con respecto al grupo control de
vehiculo o los valores de referencia reportados para raton (Tabla 15), al encontrarse una

ligera leucopenia en ratones tratados con acido galico y miricetina de 3,466.7 + 1,050.4
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Figura 27. Andlisis histopatoldgico de los 6rganos extraidos durante la evaluacién toxicologica de
los tratamientos con acido galico y miricetina. En la figura se puede observar la morfologia (A) y los
patrones histolégicos caracteristicos del rifién, corazén, pulmén, bazo e higado a 10X (B) y 40X (C) de
aumento éptico. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n = 5).
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Tabla 15. Estudios paraclinicos durante la evaluacion toxicologica de acido galico y miricetina.

PARAMETROS BIOQUIMICOS

Tratamientos Acido gélico Miricetina Paclitaxel Vehiculo REFERENCIA
Glucosa (mg/dL) 65.3+9.9 71.7 £18.9 83.6 + 15.2* 45.0 £10.6 63-176 (89)
Triglicéridos (mg/dL) 62.3+28.7 103.3 + 32.5* 122.0 +9.2* 80.6 +12.01 55-115 (85)
Colesterol (mg/dL) 47.0+8.5 56.6 + 15.3 52.0+15.6 29.0+16.5 26-82 (64)
Proteinas (g/dL) 55+0.9 5.5+0.24 6.0 +0.64 49+0.6 4-8.6 (6.2)
Albumina (g/dL) 1.16 +0.2 1.16 + 0.29 1.33+0.3 1.30+0.3 2.5-4(3.2)
AST (TGO) (U/L) 162.1 £ 21.6 152.5 +20.0 168.8 +1.9 152.4 +32.8 55-251 (139)
ALT (TGP) (U/L) 150.7 + 25.6* 56.8 £ 20.0 66.3 £ 3.7 525+244 17-77 (47)
Bilirrubina total (mg/dL) 0.7 £0.08 0.46 £ 0.02* 0.82+£0.3 0.63+£0.18 0.20-1.0 (0.6)
Fosfatasa alcalina (U/L) 16.0 £1.73* 40.0 £5.0* 73.3+6.6 66.3+5.5 9-88 (48.5)
Creatinina (mg/dL) 0.41+0.1* 0.8 £0.05 0.7+0.2 0.7+0.1 0.2-0.9 (0.5)
Urea (mg/dL) 33.4+74 49.2+6.7 63.7 £ 7.7* 46.7 £ 6.6 46.9-73 (60.1)
BUN (g/dL) 13.3+1.4* 16.9+£3.3 30.3 +3.8* 21.8+3.1 11-27 (19)
PARAMETROS HEMATOLOGICOS
Hemoglobina (g/dL) 12.6 £ 1.04 12.8+2.2 142+2.1 135+2.3 10-17 (13.1)
Hematocrito (%) 38.4 +3.05 36.2+6.7 41.8+54 36.5+5.8 39-49 (40.4)
Eritrocitos (x 106/mm?) 7.38+0.84 6.64+15 72+x14 6.7+15 8.3
CMHG (%) 328+1.14 35.4+0.25 34.0+0.7 37.0+£45 32.3
HCM (pg) 17.2+1.92 19.6 +3.6 17.2 +0.15 205+5.2 15.9
VCM (L) 525+ 7.45 55.4+9.84 50.7£0.9 54.7+6.9 49.1
Leucocitos (x 100/mm?3) 3,466 + 1,050* 3,766 + 1,644* 5,266 + 1,903 6,666 + 1,026 5-12 (6.33)
RDW-CV 20.9 +8.03 21.0+6.6 182+14 17.7+3.0
RDW-SD 30.4+1.45 40.4+8.9 335+2.6 30.9+43
Plaquetas (x 10%/uL) 863.0 +43.14 1,071.3 £ 244.8 884.0 + 206.8 846.3 + 270.75 116
MPV 7.6+23 8.7+24 6.7+0.8 74+16
PDW 16.6 + 4.3 19.1+1.7* 134+14 13.7+£23
PCT 0.66 + 0.19 0.96 +0.2 0.6+0.2 0.7+0.4
Linfocitos (%) 47.3 £11.0* 66.3+17.9 60.0 +8.7 68 + 8 35-90
Monocitos (%) 0 0 0 0 0-3
Eosindfilos (%) 0 0 0 0 0-7
Basdfilos (%) 0 0 0 0 0-1
Neutrdéfilos segmentados (%) 52.6 + 11.0* 32.6+9.6 40.0+ 8.7 32+8 10-40
Neutréfilos en banda (%) 0 0 0 0 0
Formas inmaduras (%) 0 0 0 0 0

En la tabla se muestra en rojo los valores superiores y en negritas los inferiores con respecto a los valores
de referencia para ratdon. Los resultados muestran la media + D.E. de dos experimentos independientes (n
= 5) y (*) cambios significativos por comparacién con el grupo control de vehiculo (DMSO 10 %) (p < 0.05,
ANOVA).

x108/mm?3y 3,766.6 + 1,644.2 x10%/mm?3 (p < 0.05, ANOVA) respectivamente, asi como
la presencia de neutrofilia en el grupo con acido galico del 52.6 %, lo cual puede estar
relacionado con una inflamacion cronica y correlacionarse con el infiltrado leucocitario
observado en el higado durante el analisis histologico. Adicionalmente, el &cido galico
causO una hipertransaminasemia, al aumentar los niveles sanguineos de AST hasta
150.7 £ 25.60 U/L (p < 0.05, ANOVA) posiblemente a causa de una hepatitis cronica y
una disminucion en los niveles de ureay BUN de 33.4 + 7.4 mg/dLy 13.3+ 1.4 g/dL (p <

0.05, ANOVA) respectivamente, los cuales se relacionan con una insuficiencia o necrosis
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hepética y se correlacionan con la pérdida de parénquima hepético reportado
previamente en los hallazgos histopatologicos. Por ultimo, el paclitaxel aument6 la
concentracion plasmatica de urea en 30.3 = 3.8 g/dL (p < 0.05, ANOVA), lo cual puede
estar relacionado con una insuficiencia renal y correlacionarse con el infiltrado
leucocitario observado en los rifiones durante el analisis histoldgico.

Los resultados mostrados, sugieren un efecto toxicologico crénico durante la
administracion de &cido galico, el cual puede estar relacionado con la concentracién del
farmaco utilizado durante el estudio. Sin embargo, la miricetina no causo alteraciones
histopatolégicas o bioquimicas durante su uso, por lo cual podria utilizarse en el

tratamiento alternativo o complementario del cancer ovarico.

9.9 Efecto citologico de acido galico y miricetina en SKOV-3.

Estudios recientes, han demostrado la capacidad de los polifenoles para inducir una
respuesta antioxidante en las células, a través de la generacion de ERO, los cuales
pueden actuar como segundos mensajeros y modular la actividad de diversos procesos
relacionados con el citoesqueleto, el ciclo y la muerte celular.

Por tanto, se realizé la determinacion de ERO intracelular en SKOV-3 al finalizar los
tratamientos con acido galico y miricetina (Figura 28A), encontrandose un incremento del
42 y 34 % respectivamente, en comparacion al 3.5 % observado para el grupo control de
vehiculo (DMSO al 10 % en PBS 1X) (p < 0.05, ANOVA). Adicionalmente, se observaron
cambios en la morfologia celular (Figura 28B), como redondeamiento, individualizacion,
condensacion del citoplasma y de la cromatina nuclear, disminucién de mitocondrias,
engrosamiento del reticulo endoplasmatico y alteraciones en la membrana nuclear, los
cuales son indicativos de una posible activacién del proceso apoptético.

Para corroborarlo, se utilizé la AnV para evidenciar la externalizacion de la
fosfatidilserina en la membrana celular durante la apoptosis y el IP para visualizar
alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica como el producido durante
la necrosis (Figura 28C), encontrandose un incremento en la apoptosis para acido galico,
miricetina y paclitaxel del 18.9, 26.6 y 36.3 % respectivamente, mientras en la necrosis

se observo un aumento gradual del 8.1, 15.1 y 30.8 % para los mismos compuestos, con
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Figura 28. Efecto bioldgico del acido galico y la miricetina en células SKOV-3 durante 24 h de
tratamiento. Se utilizd la Clso del &cido galico y la miricetina, para determinar la generacion de ERO
intracelular mediante 25 pM de la sonda H2-DCF-DA (A), la observacion de cambios morfol6gicos por
microscopia de contraste de fase (MCF) y en la ultraestructura celular mediante microscopia electrénica de
transmision (MET) (B), la induccion de apoptosis por la externalizacion de la fosfatidilserina en la membrana
celular con AnV-FITC, asi como necrosis por cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica con
250 pg/mL de IP y finalmente el analisis del ciclo celular mediante 1 mg/mL de IP (Go/G1:2n, S:2/4n 'y
G2/M:4n). Los resultados muestran la media £ D.E. de tres experimentos independientes realizados por
triplicado (n = 9) y (*) cambios significativos por comparacion con el grupo control de vehiculo (DMSO al 10
% en PBS 1X) (p < 0.05, ANOVA).

respecto a las células tratadas con el vehiculo (p < 0.05, ANOVA), relacionado
posiblemente con el comienzo de la apoptosis tardia.

Estudios recientes, han demostrado que las ERO son capaces de inducir desarreglos
en la red de microfilamentos y microtubulos del citoesqueleto celular, el cual participa en
diversas funciones importantes como soporte, transporte, trafico y division celular. Por
tanto, se llevd a cabo el andlisis por ensayos de IHF, para observar cambios en la
estructuracion de la actina y tubulina presentes en SKOV-3, durante los tratamientos con

acido galico y miricetina (Figura 29). Los resultados obtenidos, revelaron una
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acumulacion de actina polimerizada, asi como una disminucién de las prolongaciones
membranales y de los filamentos de actina durante los tratamientos con acido galico,
miricetina y paclitaxel. Subsecuentemente, la tubulina se encontré polimerizada en
acumulos durante los diferentes tratamientos a excepcion del grupo con vehiculo.
Adicionalmente, la miricetina y el paclitaxel estabilizaron la red de microtabulos,
impidiéndose su desensamblaje, asi como la segregaciéon cromosémica y la division
celular.

Para confirmarlo, se estudi6 el efecto de los tratamientos en el ciclo celular (Figura
28D), observandose con la miricetina un incremento de la fase Go/G1 del 78 %, mientras
el &cido galico y el paclitaxel aumentaron la fase G2/M en 8.3 y 15.3 % respectivamente,
con respecto a las células tratadas con el vehiculo (p < 0.05, ANOVA), lo cual correlaciona

con los efectos observados en el citoesqueleto celular.

Nucleos Tubulina

Acido galico

Miricetina

Paclitaxel
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- DAPI - Rodamina 24 h tratamientos

Figura 29. Cambios morfolégicos en el citoesqueleto celular de SKOV-3 durante los tratamientos
con &cido gélico y la miricetina. Los cambios se observaron por IHF con faloidina-rhodaminada (actina
filamentosa), anticuerpo a/B-tubulina/lgG-FITC (tubulina) y DAPI (nucleos) a las 24 h de tratamiento. Los
resultados son representativos de tres experimentos independientes realizados por triplicado (n = 9).

-80-



10. DISCUSION.

Las plantas son capaces de producir metabolitos secundarios bioactivos como
alcaloides, terpenoides y polifenoles, los cuales pueden desempefiar un papel importante
en la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades, incluidas las neoplasicas
[Sang-Bong y Hae-Ryong, 2010]. Se ha demostrado que el género Rhus posee una alta
concentracion de compuestos fendlicos como el acido galico, entre otros galatos y de
flavonoides como la fustina, quercetina, buteina y sulfuretina, los cuales se han
identificado en R. verniciflua, R. succedanea y R. coriaria, confiriéendoles actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, antiparasitaria y antineoplasica, [Rayne y
Mazza, 2007].

Los resultados obtenidos en este estudio se correlacionan con la informacion
presentada para Rhus spp. El andlisis de la composicién fitoquimica del EA de RHTR,
revelé que los compuestos mas abundantes fueron polifenoles y flavonoides, los cuales
se encontraron inclusive a una concentracion similar a la observada en el té verde
(Camellia sinensis) [Jungmin y cols., 2012]. EI compuesto que presentd una mayor
abundancia fue el B-PGG, el cual es un galotanino hidrolizable utilizado para la obtencién
de galatos contra diferentes factores de estrés [Shin y cols., 2017; Gross, 1992].
Adicionalmente, estudios recientes demuestran la capacidad del B-PGG para inducir la
muerte celular en lineas celulares provenientes de cancer de pulmén (LLC, 75 uM),
préstata (TRAMP, 25 uM) e higado (SK-HEP-1, 30 uM) [Hu y cols., 2008].

Ensayos realizados in vitro con lineas celulares de cancer y normales, demostraron
que el EA de RHTR es capaz de inhibir la proliferacion celular en SKOV-3 a 50 ug/mL,
mientras en CHO-K1 y BEAS-2B fue necesario un aumento en la concentracién hasta
600 pg/mL para observar un resultado similar, lo que sugiere un efecto citostatico y
selectivo de los compuestos presentes. Al evaluar la actividad biolégica de las fracciones
obtenidas y su composicion metabdlica, se observo que la FA02 conservo la actividad del
extracto crudo original y present6 una abundancia de los compuestos quercetina, fisetina,

amentoflavona y miricetina, asi como de algunas variantes glicosiladas. Por lo cual, estos
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compuestos podrian estar relacionados con las propiedades medicinales que presenta
RHTR contra el cancer.

Estudios realizados por distintos grupos de investigacion, han demostrado que la
fisetina es un compuesto capaz de detener el ciclo celular en la fase G1 en células de
adenocarcinoma de colon y posteriormente activar la apoptosis independiente de p53
[Bhat y cols., 2012], mientras la quercetina, ha presentado citotoxicidad selectiva y
actividad apoptotica en diversas lineas celulares de cancer humano, tales como CACO-
2 y HepG2 en comparacion con las lineas celulares normales [Maiyo y cols., 2016] y la
miricetina ha logrado inhibir la proliferacion celular, la migracién y posteriormente inducir
apoptosis en diferentes lineas celulares de cancer [Murayyan et al., 2017].

Al llevar a cabo ensayos en SKOV-3, para determinar el efecto celular de los
compuestos anteriormente mencionados, se demostré que el acido galico y la miricetina
son capaces de inducir la muerte celular por apoptosis a una concentracion de 50 pg/mL
y 166 pg/mL respectivamente, al igual que alteraciones en la morfologia celular al
presentarse acumulos de actina polimerizada y una estabilizacion de la tubulina, asi como
una detencion del ciclo celular en Gi1 por miricetina y en G2 por acido galico. Dichos
efectos, parecen estar relacionados con la generacién de ERO, ya que diversos estudios
han demostrado que pueden actuar como segundos mensajeros y modular la actividad
de procesos que involucran al citoesqueleto, el ciclo y la muerte celular [Badhani y cols.,
2015; Devi y cols., 2015]. Adicionalmente, ensayos in silico demostraron que el acido
galico es capaz de inhibir a la anhidrasa carbonica, la cual es una metaloenzima
dependiente de zinc encargada de regular el pH intracelular, al catalizar la conversion de
CO2y H20 en HCOs, mientras la miricetina parece inhibir las tirosinsinasas como PIK3 y
estabilizar los microtubulos del citoesqueleto celular. Estudios recientes, han demostrado
el papel fundamental de la anhidrasa carbonica en diferentes patologias
gastrointestinales, renales, 6sea, pulmonares e inclusive el cancer, debido a su amplia
distribucion tisular [Espinosa y Sierra, 2010], mientras estudios realizador por Quifionez
y cols. (2013), encontraron que la anhidrasa carbdnica se encuentra muy abundante en
el cancer ovérico a diferencia de otros tipos de cancer como el renal. Asi mismo, se ha

observado que el cancer de ovario es muy sensible al efecto de diversos compuestos que
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actuan sobre el citoesqueleto celular como el paclitaxel [Alonso, 2009]. Por tanto, estos
hallazgos demuestran que el acido gélico y la miricetina podrian tener un papel importante
en el tratamiento alternativo del cancer de ovario.

Ensayos realizados in vivo con ratones xenotrasplantados con cancer de ovario,
demostraron un crecimiento desigual de las masas tumorales que fueron tratadas con el
EAy la FAO2 en relacion con el control de vehiculo PBS 1X, al presentarse una reduccion
del 37.6 y 48.9 % respectivamente, mientras el tumor con vehiculo triplicé su tamafio
durante todos los ensayos. Sin embargo, al llevar a cabo un andlisis de las longitudes
mayores del tumor, al inicio y al final del estudio, se observd una progresion de la
enfermedad en los ratones tratados con RHTR, mientras el control con carboplatino
presentd un desarrollo estable de la enfermedad, lo cual demuestra un efecto citostatico
en ambos casos. Adicionalmente, al evaluar la actividad del 4cido galico y la miricetina
en las lesiones tumorales, se logré apreciar una inhibicion significativa a partir de la
primera semana de tratamiento, el cual alcanzé su valor maximo al finalizar la cuarta
semana con 48.3 y 50 % respectivamente, observandose una similitud con el control de
paclitaxel del 60.3 %, debido a la induccion de un proceso apoptético durante los
tratamientos.

El andlisis histolégico, demostrd que todas las lesiones tumorales presentes en los
roedores se clasifican como de alto grado, las cuales se asocian con un mal pronéstico y
son de dificil tratamiento en la practica clinica segun las guias internacionales [NCCN,
2016]. A la fecha, el tratamiento de primera eleccidon para el cancer de ovario con un
grado de anaplasia IV es la combinacién de paclitaxel:carbolatino, ya que ambos
compuestos presentan diferencias en su mecanismo de accion [Gallardo-Rincon y cols.,
2006]. El carboplatino, es capaz de generar aductos en el ADN para impedir la
proliferacion celular [Micetick y cols., 1985] y el paclitaxel, puede unirse a la subunidad
beta de la tubulina para estabilizar los microtibulos y bloquear la mitosis, lo cual
desencadena la muerte celular por apoptosis [Barrales-Curefio y Soto-Hernandez, 2011].
Por tanto, la similitud en el efecto del EA, FA02, acido galico y miricetina, con los farmacos
utilizados en la quimioterapia del cancer ovarico, los vuelve candidatos idoneos para el

tratamiento de esta enfermedad.
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Finalmente, los roedores no presentaron cambios de comportamiento o signos de
toxicidad durante los diferentes tratamientos. Las determinaciones morfométricas,
histopatoldgicas y paraclinicas realizadas durante las necropsias, no revelaron cambios
anatomicos ni lesiones histolégicas en los 6érganos recuperados o modificaciones
significativas en los parametros bioquimicos y hematologicos durante los tratamientos
con EA, FAO2 y miricetina con respecto al control. Sin embargo, los ratones tratados con
acido gélico presentaron necrosis hepética e infiltrado leucocitario, el cual fue evidenciado
en el analisis histolégico. Asi mismo, se observéd una hipertransaminasemia por AST de
150.7 £ 25.60 U/L y una disminucion en los niveles de ureay BUN de 33.4 + 7.4 mg/dL y
13.3 + 1.4 g/dL respectivamente, los cuales se relacionan con indicios de una insuficiencia
hepatica a causa de una inflamacion crénica producida por la pérdida de parénquima
hepatico, por comparacion con el grupo control y los valores de referencia para raton.

Estudios toxicolégicos realizados para R. verniciflua, demostraron que la
administracion oral del EA en ratones, a 5,000 mg/kg en dosis repetidas durante 90 dias,
no presenta efectos letales o adversos en sus signos clinicos, peso corporal, consumo
de alimentos, alteraciones anatomicas o histolégicas en 6rganos, asi como en los analisis
paraclinicos durante el ensayo [Shin y cols., 2013], lo cual demuestra la baja toxicidad
que presenta el género Rhus durante su consumo. Adicionalmente, estudios de toxicidad
subcrénica realizados para el acido gélico en ratas F344, las cuales fueron alimentadas
con una dieta que contenia 5 % del compuesto por 13 semanas, revelaron una
disminucién del peso corporal y el desarrollo de una anemia hemolitica, asi como una
hipertrofia de las células hepaticas centrilobulares y cambios en el epitelio tubular
proximal del rifién, por lo cual puede considerarse moderadamente téxico [Niho y cols.,
2001].

Los resultados mostrados, sugieren un efecto toxicolégico crénico durante la
administracion de acido galico, el cual puede estar relacionado con la concentracion del
farmaco utilizado durante el estudio. Sin embargo, la miricetina no presenté alteraciones
histopatolégicas o bioquimicas durante su uso, por lo cual podria utilizarse en el

tratamiento alternativo del cancer ovarico.
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11. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la actividad antineoplasica de
RHTR, en roedores xenotrasplantados con cancer de ovario a 200 mg/kg/dia via
intraperitoneal, al reducir el desarrollo de las lesiones tumorales a través de un efecto
selectivo y citostético, el cual fue corroborado por estudios de imagen e histopatoldgicos,
sin encontrarse efectos toxicoldgicos adversos durante su administracion.

Dicho efecto se relaciona con la abundancia de los compuestos B-PGG, acido galico,
qguercetina, fisetina, amentoflavona y miricetina, asi como de algunas variantes
glicosiladas que fueron identificadas durante la caracterizacion fitoquimica.

Estudios complementarios, corroboraron que el &cido gélico y la miricetina son los
responsables de la actividad antineoplasica de RHTR en el cancer ovarico, al inhibir el
desarrollo de las lesiones tumorales presentes en los roedores, a una dosis de 50 mg/kg
via peritumoral por la induccion de apoptosis y con minimos efectos toxicoldgicos. Por lo
cual, también podrian ser utilizados en la quimioterapia de esta patologia. Sin embargo,
no se descarta la posibilidad de que se encuentren presentes otros compuestos en
RHTR, que pudieran presentar actividad en otros tipos de cancer.

El ensayo toxicolégico, sugiere que RHTR no presenta efectos adversos durante su
administracion intraperitoneal en ratones; sin embargo, la decoccién puede llegar a tener
efectos supresores en los procesos hematopoyéticos a altas concentraciones durante
periodos prolongados de uso, para lo cual se sugiere utilizarla con precaucion.

RHTR podria ser utilizada como tratamiento alternativo o complementario en el
cancer de ovario y adicionalmente, las altas concentraciones de polifenoles, podrian tener
un efecto benéfico en la salud, al actuar como quimiopreventivo contra diferentes
enfermedades degenerativas asociadas al estrés oxidativo, sin embargo se requieren de

estudios complementarios para confirmar ambas afirmaciones.
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12. PERSPECTIVAS.

Complementar estudio toxicoldégico con monitoreo del consumo de alimento y agua,
asi como un andlisis general de orina.

Realizar el estudio experimental con diferentes lineas tumorales que permitan
seleccionar un modelo sensible al efecto antitumoral de RHTR.

Al correlacionar el estudio histopatologico se determind que las lesiones tumorales
corresponden a un tumor de alto grado, el cual modifica la respuesta al tratamiento y
su prondéstico, por lo que se recomienda estudiar el efecto antitumoral de RHTR en
diferentes grados de anaplasia.

Utilizar marcadores tumorales que permitan valorar el seguimiento de las lesiones
tumorales, como CA-125 y antigeno carcinoembrionario (ACE).

Evaluar la efectividad del tratamiento con EA-RHTR y paclitaxel en ratones
xenotrasplantados con SKOV-3 por 28 dias y demostrar un efecto sinérgico entre
ambos, con una menor toxicidad durante su administracion.

Realizar el aislamiento de células cancerigenas del liquido ascitico de pacientes con
cancer de ovario y corroborar la actividad antineoplasica del acido galico y miricetina
observada en modelos in vitro e in vivo.

Determinar la interaccion del &cido gdalico y la miricetina con las proteinas
encontradas en el analisis in silico mediante DART o resonancia de plasmones.
Estudiar a profundidad el mecanismo de accion de los principios activos en RHTR
con base en los resultados obtenidos en el andlisis in silico, lo reportado por la
bibliografia y por metodologias como la transcriptémica o la protedmica.
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14. APENDICES.

Apéndice 1. Compuestos fitoquimicos detectados en RHTR mediante UPLC-MSE.

Comp.
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2

o~ w
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17
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20
21
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28
29
30
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37
38

39

40

41

42

43
44
5

46

47

48

49
50

Neutral
mass (Da)
264.0423
246.1643
120.0423
180.0632
342.1136
504.1690
484.1634
282.0951
90.0317
192.0634
226.0477
314.0638

332.0729
414.1373

534.1787
638.2211
104.0473
876.3052
126.0317
138.0317

170.0215

344.0743
215.9780

210.0740
356.1319

294.0376

356.0955

622.1956
170.0215
286.0689
130.0266
238.0689
192.0628
162.0317
476.0955
104.0473

306.0740
210.0164

444.1995
270.0740

372.1420

212.0473

184.0372
344.0746
596.1741

197.0450
480.1268
494.0697

450.0798
484.1217

ESI + (m/z) ESI - (m/z)

282.0745

291.1387

315.0823

216.9858

248.9802

185.0862

479.0986

119.0349
179.0556
341.1064
503.1610
529.1594
845.2779
89.0241
173.0456
271.0463

331.0657
435.1148
515.1609
673.1853
85.0295
857.2809
125.0243
137.0243
169.0145

343.0688

191.0552

391.1055

275.0224

337.0777

643.1732
169.0142
331.0671
111.0086
273.0389
191.0553
369.0640
457.0800

85.0294
305.0672

443.1926

315.0722

417.1402

483.1120

343.0670

595.1685

453.1040

493.0628
495.0776
521.0742

RT

(min)

1.10
1.54
172
1.72
172
172
172
172
172
1.80
1.80
1.80

1.80
1.80

1.80
1.80
1.80
1.80
1.85
1.85
1.85

1.85
1.93

241

241

2.47

272

2.95
3.08
3.08
3.26
3.47
4.32
4.32
4.32
4.32

4.89
5.43

5.51

5.87

5.95

5.95

6.05
6.13
6.13

6.18

6.18
6.18
6.18

Max.
Abun.
1.82
4.05
1.56
12.38
136.34
26.76
7.24
11.10
278
278
3.06
215

31.22
178

32.44
0.95
0.72
3.89
0.69
0.63
1.82

3.54
3.51

18.95

4.11

210

4.02

9.57
0.59
10.77
1.02
1.20
31.95
275
0.90
0.43

119
0.80

4.19

4.09

0.95

4.28

1.39
12.61
1.54

1.79

11.34

3.04

22.75
245

Sample AF02
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
AE
ME

AE
AE

AE
ME
AE
AE
AE
AE
AE

ME
AE

AE
ME

ME

AE

ME
ME
ME
AE
ME
AE
AE
AE
AE

ME
ME

ME

AE *

ME *

ME
ME
ME

ME *
ME
ME *

ME
ME

D
CHEBI:5179
CSID4445151
CHEBI:86371
CSID26584598
CHEBI:17505
CHEBI:31005
CHEBI:90312
CHEBI:28309
CSID731
CHEBI:117521
CHEBI:64497
CHEBI:30997

CHEBI:15834
CHEBI:62781

LMPK12111709

LMPK12140461

LMFA01050006
CHEBI:84416
CHEBI:16458
CHEBI:16914
CHEBI:30778

CHEBI:9522
CHEBI:132089

CHEBI:42976
CSID30777348

CHEBI:9697
CHEBI:71210

CHEBI:78617
CHEBI:30778
CHEBI:88743
LMFA01170099
CHEBI:32817
CSID16498843
CHEBI:113542
LMPK12110646
CSID10792

LMPK12020004
CHEBI:46032

LMPR010305000
6
CHEBI:64681

CHEBI:66073

CSID4528673

CID=7428
CHEBI:9522
LMPK12140065

CHEBI:58279
CID=471
LMPK12112437

HMDB41635
LMPK12020205

Compound name
Frutinone A
Geroquinol

3,4-dihydroxybutyric acid
D-Glucopyranose
a-D-galactosyl-(1-3)-1D-
myo-inositol
Manninotriose
y-aminoorcein
Xylobiose
Glyceraldehyde
Quinic acid |
Cspyrone B1
Levoglucosan gallate

1-O-galloyl-B-D-glucose
a-L-Araf-(1-5)-a-L-Araf-(1-
5)-L-Araf
Phellatin

4'-Hydroxy-5,7,2'"-
trimethoxyflavanone 4'-
rhamnosyl-(1->6)-glucoside
4-hydroxy-butyric acid
Cleistanthin E

Triacetate lactone
Salicylic acid
Gallic acid |

Theogallin |
Sodium glycerol 2-
phosphate
L-glycero-a-D-manno-
heptopyranose
Galactopinitol A

Tricrozarin A
B-D-GlcpA-(1—3)-B-D-Galp

4-hydroxybenzoic acid 4-(6-
O-sulfo)glucopyranoside
Gallic acid Il

Diphenol glucuronide
Citraconic acid
keto-3-deoxy-D-manno-
octulosonic acid
Quinic acid 1
3-hydroxy-1-benzopyran-2-
one

Luteolin 7-
methylglucuronide
Hydroxybutyric acid
Epigallocatechin
Trimesic acid

Dihydrophaseic acid 4-O-
beta-D-glucoside
Phenol O-(B-D-glucuronide)

(@3-
methylbutanoyl)phloroglucin
yl]-B-D-glucopyranoside
Urolithin B

Methyl gallate |
Theogallin 1l
Butrin

3-(3,4-
dihydroxyphenyl)lactate
Methyl-dihydroquercetin

hexoside
Myricetin 3-glucuronide
Myricetin 3-arabinoside

Diospyrin
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Adducts
M+NH4

M+H-H20,
M+2Na-H
M-H
M-H20-H, M-H
M-H, 2M-H,
3M-H
M-H
M+FA-H
3M-H
M-H
M-H20-H
M+FA-H
M+H

M-H, M+FA-H
M+Na-2H

M-H20-H, M-H
M+Cl
M-H20-H
M-H20-H
M-H
M-H
M-H
M-H
M+H-H20,
M+H
M-H20-H
M+Cl

M-H20-H

M-H20-H

M+Na-2H
M-H
M+FA-H
M-H20-H
M+Cl
M-H20-H, M-H
2M+FA-H
M-H20-H
M-H20-H

M-H
M+K

M+FA-H

M+FA-H

2M+Hac-H

M+H
M-H20-H, M-H
M-H

2M+Hac-H
M+H
M-H

M+FA-H
M+K-2H

Formula
C16H804
C16H2202
C4H804
C6H1206
C12H22011
C18H32016
C28H24N206
C10H1809
C3H603
C7H1206
C10H1006
C13H1409

C13H16010
C15H26013

C26H30012
C30H38015
C4H803
C42H52020
C6H603
C7H603
C7H605

C14H16010
C3H7Na206P

C7H1407

C13H24011

C13H1008

C12H20012

C22H38020
C7H605
C12H1408
C5H604
C8H1408
C7H1206
C9H603
C22H20012
C4H803

C15H1407
C9H606

C21H32010

C12H1407

C17H2409

C13H803

C8H805
C14H16010
C27H32015

C9H905

C22H24012

C21H18014

C20H18012
C21H24013

Mass Error
(ppm)
-5.97
9.47
-0.76
-1
-7.37
-1.41
-4.69
-0.13
0.08
1.37
3.35

-4.1
6.67

9.32

-8.05

-4.51
11.88

8.93

0.14

47
-0.08
0.01
-1.45
2.69
2.56
751
4.94
13

1.82
3.07

0.81
0.03

-0.04

0.002

2.74

Score
(%)
94.59
90.94
94.81
97.06
98.98
98.61
92.80
91.52
96.07
91.28
96.14
97.06

97.22
92.21

94.48
95.68
95.03
97.30
93.04
92.06
92.98

92.68
96.42

98.19
96.73

92.37

96.01

95.61
91.64
98.53
93.83
90.86
99.50
92.04
96.49
95.03

97.83
95.79

96.24
96.74

97.74

98.52

99.50
93.43
90.14

90.59
96.74
97.26

98.42
97.09

Biological
activity
Antibacterial,
antifungical
Antioxidant,

Presence in
plants
Polygala
Fruticosa
Cordia

cytotoxic, allergen elaeagnoides

Metabolism
Metabolism
Metabolism

Metabolism

Estructure
Metabolism
Metabolism
Metabolism
Antioxidant

Estructure
Estructure

Antioxidant

antioxidant

Metabolism
anticancer

Metabolism
Antioxidant,
antibacterial
Antioxidant
Metabolism

Antibacterial,
metabolism
Metabolism

Citotoxic,
antineoplastic

Antiinflammatory,
antifungal

Metabolism

Antioxidant,
antibacterial
Antioxidant
Metabolism
Estructure

Metabolism
Antioxidant,
antineoplastic,
antiinflammatory
Antioxidant,

Metabolism
Antioxidant
Metabolism,
antihemorrhagic,
antipsoriatics,
antibacterial

Antiinflammatory,
antioxidant
Antiinflammatory

Antioxidant,
antiinflammatory,
antineoplastic,
antibacterial
Antioxidant

Antioxidant

Metabolism
Antioxidant

Antioxidant
Antioxidant
Antineoplastic,
antiinflammatory,
antibacterial

Rhus coriaria
L.

Punica
granatum L
Terminalia alat
a

Cleistanthus
collinus

Spiraea spp.
Rhus spp.

Simmondsia
chinensis
Tritonia
crocosmaeflor
a
Acanthophyllu
m
gypsophiloides
Ferula gumosa

Rhus spp.

Lycopodium
pinifolium

Glycosmis
pentaphylla

Rhus typhina

Rhus spp.
Schisandra
propinqua

Carthamus
tinctorius
Cardiospermu
m halicacabum
Indigofera
heterantha

Rhus spp.

Butea
monosperma
L.

Nepeta Prattii
Rhus coriaria
L.

Rhus spp
Rhus spp

Diospyros
lotus




51

52

53

54
55

56

57
58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75
76

7
78
79
80

81
82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92
93
94
95
96

97
98

99

134.0215

138.0317

566.1636

290.0790
450.2042

123.0081

184.0372
228.0423

316.0583

420.1632

484.0853

636.0963

102.0681

382.1839

153.0188

154.0266

286.0689

436.1158

222.0528

210.0376

226.0994

404.1107

283.1281

364.0420

594.1100
622.1170

580.1581
240.0634
186.1256
296.1008

480.0904
524.1166

260.0202

274.0841

212.0837

452.1319

770.0967

448.1006

618.0857

284.0896

260.0685

288.0634
318.0376
259.0930
594.1598
410.1366

464.0955
286.0477

170.0215

135.0475

243.0722

271.0691

319.0537

771.1327

449.0893
619.1150

319.0543
304.0651

449.1209

287.0639

137.0243

587.1395

289.0715
485.1776

168.0063

183.0280
209.0264

297.0411

401.1451

465.0688

635.0908

249.1356

381.1769

152.0113

153.0193

285.0615

417.1019

443.1008

449.1090

611.2572

787.1027

631.0941
657.0923

561.1413
285.0621
417.2500
331.0672

479.0832
569.1156

241.0022

483.1876

497.1309

567.1732

259.0620

269.0456

615.1001

447.0877
463.0881

169.0142

6.26

6.26

6.26

6.31
6.31

6.44

6.44
6.44

6.44

6.44

6.80

6.80

6.87

6.87

6.98

6.98

6.98

7.05

7.05

7.10

7.10

7.10

7.23

7.28

7.36
7.36

7.49
7.54
7.54
7.67

7.67
7.67

7.72

7.72

7.80

7.80

7.85

7.98

7.98

8.16

8.27

8.27
8.27
8.42
8.42
8.47

8.47
8.48

8.52

1.76

1.55

1.06

12.30
0.51

3.43

35.18
6.33

3.03

5.51

2.26

5.76

0.51

6.52

0.55

0.53

7.43

29.69

2.65

1.56

0.67

3.22

1.45

3.58

16.31
1.51

12.37
0.53
0.84
3.95

8.92
127

5.72

13.58

2.49

212

2.16

1.05

3.27

2.50

0.68

226
15.47
0.46
7.68
3.48

21.80
6.06

3.11

ME

AE

ME

AE
ME

ME

ME
ME

ME

AE

ME

ME

ME

AE

AE

AE

AE

AE

AE

ME

ME

ME

ME

ME

ME
ME

ME

AE

AE

AE

ME
ME

AE

ME

AE

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME
ME

ME

ME

ME

ME

*

*

*

CHEBI:6650

135

LMPK12120103

LMPK12020001
CHEBI:66763

CHEBI:58474

CSID70398
CHEBI:4946

LMPK12050443
LMPR010207001
CHEB?:15723
CHEBI:27395

LMFA01010005

CHEBI:59465

CHEBI:36241

CHEBI:68465
CHEBI:91166
HMDB38831
CHEBI:81121
LMFA01170108

LMPK12020227

LMPK12113059
CSID8079551
CHEBI:15652

CSID3525015
LMPK12110359

LMPK12140258
CHEBI:86946
CHEBI:17130

CSID14526368

LMPK12112438
LMPK12113046

CHEBI:16809
CHEBI:5066
CSID4444110
LMPK12020047
64
CHEBI:25091
50
CHEBI:73235

LMPK13110001

LMPK12140618
CHEBI:18152
CSID35031928
LMPK12110962

LMPK12050074

B vPK12112436

*

CHEBI:28499

CHEBI:30778

Malic acid |

4-Hydroxybenzoic acid |

Butein 4'-arabinosyl-(1->4)-
galactoside
(+)-Catechin

Plectranthol A

Hydroxybenzoquinone

Methyl gallate Il
Euxanthone

5,6,7,4-Tetrahydroxy-8-
methoxyisoflavone
Lamioside

1,6-bis-O-galloyl-B-D-
glucose
1,2,6-tris-O-galloyl-B-D-
glucose
Valeric acid

B-D-Glcp3,6Me;-(1—4)-a-L-
Rhap2,3-Me,
Protocatechuic acid

2,6-dihydroxybenzoic acid

2,3-dihydroxybenzoic acid
3-O-B-D-xyloside
Epigallocatechin 3-
cinnamate
Isofraxidin

Glucaric acid

7-Hydroxyflavan

6,5-Dihydroxy-3,5,7,2',4"-
pentamethoxyflavone

His-GIn
5'-xanthylic acid

3,5-Digalloylepicatechin
Apigenin 7-glucuronosyl-(1-
>2)-glucuronide
Naringenin 7-(2-p-
Coumaroylglucoside)
Syringic acid acetate

10-oxocapric acid

Tyr-Asp
Myricetin 7-glucoside
5,7,2',3 4-Pentahydroxy-
3,6-dimethoxyflavone 7-
glucoside
D-glucose 6-sulfate
Fisetinidol

Pinosylvin

Epicatechin 3-O-beta-D-
allopyranoside
Di-o-galloyl-2,3-(S)-
hexahydroxydiphenoyl-
scyllo-quercitol
Luteolin hexoside
Di-o-galloyl-3,4-(S)-
hexahydroxydiphenoyl
protoquercitol
Helicin

Khellin

Carthamidin

Myricetin |
4-Carboxy-2-[(4-
hydroxyprolyl)amino]butano
ate

Luteolin 5-methyl ether 7-
xylosyl-(1->6)-glucoside
Preferrugone
Myricitrin
Kaempferol

Gallic acid 11l
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M+H

M-H

M+Na-2H

M-H
M+Cl

M+FA-H,
2M+Hac-H
M-H
M-H20-H
M-H20-H
M-H20-H

M-H20-H

M-H20-H
2M-H
M+CH30H+H

M+2Na-H

M+FA-H
2M+FA-H
2M+Hac-H

M+CI, M+K-2H
M+Cl

M-H20-H
M+FA-H
2M+FA-H
M+CI

M-H
M+FA-H

M-H20-H

M+2Na-H

2M+Hac-H

M+FA-H

M+H
M+H
M+H
2M-H

M-H

M-H20-H, M-H
M+H
M+2Na-H
M-H, M+Na-2H
M+K-2H

M-H
M+H

C4H605

C7H603

C26H30014

C15H1406
C27H3006

C6H303

C8H805
C13H804

C16H1207
C18H28011
C20H20014
C27H24018

C5H1002

C16H30010

C7H504

C7H604
C12H1408
C24H2008
C11H1005

C6H1008

C15H1402

C20H2009

C11H17N504

C10H13N409
P

C29H22014
C27H26017

C30H28012
C11H1206
C10H1803

C13H16N206

C21H20013
C23H24014

C6H1209S
C15H1405
C14H1202
C21H24011
C34H26021
C21H20011
C27H22017
C13H1607

C14H1205

C15H1206
C15H1008
C10H15N206
C27H30015
C23H2207

C21H20012
C15H1006

C7H605

0.01

-1.04

222

-0.86
8.84

-0.91

-10.02
8.76

2.16

-0.41

2,77

278

5.88

0.7

-1.05

-0.12

-0.38

10.66

5.54

5.59

-6.52

0.24

5.06

6.62

15.28
9.55

1.83

211

1.55
-10.23

0.13
15

-0.71

-5.79

14.94

1.89

3.6

4.2

3.4

227

2.99

-5.26
1.4
2.39
6.27

-0.25
2.8

-0.15

93.83

92.06

92.83

96.97
93.51

94.57

97.08
90.85

92.37

92.33

97.56

94.56

94.22

96.26

91.86

91.85

99.19

95.77

92.51

97.10

96.22

96.17

95.03

95.19

97.44
92.51

91.55
97.44
99.04
95.23

97.47
98.58

92.73

99.28

95.62

92.68

95.23

96.17

91.55

91.63

94.87

93.77
99.26
90.14
90.69
99.18

95.99
92.73

94.96

Metabolism

Citotoxic,
antineoplastic,
antihemorrhagic,
metabolism
Antioxidant

Antioxidant
Antioxidant

Antiviral

Antioxidant
Vasodilatador

Antioxidant

Metabolism
Metabolism

Antibacterial,
antifungal,
neuroprotective

Antioxidant,
antineoplastic,
antiinflamatory

Antibacterial,
antiinflammatory

Citotoxic,
antioxidant
Metabolism,
antineoplastic
Antidepressants,
antineoplastic,
antioxidant,
antifungal
Antioxidant

Metabolism

Antioxidant
Antioxidant

Antioxidant
Chemopreventive

Antiinflammatory,
antibaterial
Metabolism
Metabolism
Antioxidant

Metabolism
Antioxidant,
antiinflammatory

Antifungal,
antibacterial

Antioxidant

Metabolism

Antiinflammatory,
autoimmunity,
citotoxic
Antineoplastic

Antioxidant
Metabolism

Antioxidant

Antioxidant
Citotoxic,
antineoplastic,
antioxidant
Antibacterial,
antioxidant,
citotoxic

Rhus coriaria
L.

Rhus coriaria
L.

Rhus spp

Rhus spp
Plectranthus
nummularius

Myrsine
coriacea

Rhus spp.

Polygala

caudata

Acacia
mearnsii
Rhus spp

Valeriana
officinalis

Rhus spp

Ocotea porosa

Acanthopanax
senticosus
Malus
domestica
Dracaena
cinnabari

Distemonanthu
s benthamianu
s

Lepisorus
contortus

Tridax procum
bens

Rhus constits,
Rhus
verniciflua
Pinus
sylvestris

Rhus coriaria L

Rhus coriaria L
Rhus coriaria L

Pimpinella
anisum
Ammi visnaga

Carthamus
tinctorius
Rhus spp
Rhus spp

Rhus spp
Millettia spp

Rhus spp
Rhus spp

Rhus spp




100

101

102

103

104

105

106

107

108
109
110
111
112
113
114
115
116
117

118

119

120

121
122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132
133

134
135
136
137
138

139
140

143

144

145

146

148

149

260.0321
940.1182

636.0963

748.1487

788.1021
940.1182
954.1015

302.0427

422.0849
180.1150
302.0638
940.1182
462.2101
1,092.1291
572.0472
138.0316
286.0477
286.0477

812.2375

224.0559
418.1264

320.0532
256.1099

258.0890
448.1006
182.0215
185.1528

226.0994

134.0691
334.0325
632.1013
616.1064

298.0477
236.0753

318.0376
303.0505
300.0634
256.1099
386.1002
314.0638
242.0943

200.1049
590.1272

256.0372

562.1475

198.0892

270.0528

226.0994

244.1099

286.0477

261.0473

771.1305

303.0587

287.0639

257.0883

301.0799

303.0613

203.1857

271.0691

179.0395

281.0741

301.0816

315.0971
287.0639

435.1415

271.0684

289.0818

287.0636

469.0487

617.0804

769.0915

939.1078

935.0837

467.0840

225.1131

301.0565

469.0491

483.1879
1091.1287
1189.0992

183.0300

285.0410

833.2130

463.1254

301.0335

447.0932
545.0584

315.0155
613.0858

615.0987

641.0981

317.0312

284.0336
299.0566

431.0991

445.2089
589.1236

301.0357

599.1060

269.0463

285.0411

8.65
8.73
9.04

9.45
9.45

9.45

9.45

9.45

9.66

9.76

9.97

9.97
9.97

9.97
10.02

10.02
10.20
10.20
10.20
10.33
10.33
10.38

10.46
10.46

10.94

10.94

11.07

11.25

11.25

11.69

11.92

1.89

10.04

4.73

38.67

18.22

147.58

4.98

15.17

175
0.87
6.88
19.77
1.50
40.80
4.89
13.11
6.98
3.04

2.39

1.18

2.18

1.63
1.56

17.22

10.21

0.82

6.29

2.35

0.79

0.81

1.88

31.97

3.06
177

1.04
227
1.09
21.47
0.97
3.01
8.28

1.80
2.98

0.76

7.88

157

1.58

6.89

1.08

29.54

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

AE

AE

ME

AE

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME
ME

ME

ME

ME

AE

ME

ME

ME

ME

ME

ME
ME

ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME

ME
ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME

FDB030004
* CHEBI:18082

* CHEBI:57815
* LMPK12110568

* CHEBI:17527
* CHEBI:18082

* CHEBI:6065

. CHEBI:16243

* CHEBI:6682
* LMFAO07040065
CSID30778511
* CHEBI:18082
* CHEBI:80904
* CSID24784962
LMPK12112392
CSID8438
CHEBI:15864
LMPK12111566

* LMPK12112605

CHEBI:58406
* LMPK12110623

* CHEBI:28917
LMPK12020258

CHEBI:5715
B csiD4444112
CHEBI:31104
CHEBI:55359

*  LMPK12020227

CSID390176
* . LMPK12113272
LMPK12112464
* LMPK12112447

* LMPK12050252
CHEBI:66940

LMPK12110001
*  LMPK12010001
*  LMPK12110728

LMPK12100067
*  LMPK12110152
* CHEBI:30997
*  LMPK12020233

* LMFA01170045
LMPK12112075

* CHEBI:37486

- CSID35013429

* CSID9129733

* CSID4444100
* CHEBI:79987

* HMDB34723

* LMPK12111566

Mangiferitin

1,2,3,4,6-pentakis-O-
galloyl-B-D-glucose |
Luteolin 7-O-[(B-D-
glucosiduronate)-(1—2)-(B-
D-glucosiduronate)]
Quercetin 3-(2™-
galloylglucosyl)-(1->2)-
alpha-L-arabinofuranoside
1,2,3,6-tetrakis-O-galloyl-B-
D-glucose
1,2,3,4,6-pentakis-O-
galloyl-B-D-glucose II
Isoterchebin

Quercetin |

Mangiferin

7E,10-undecadien-4-olide
Pyrogallol-2-O-glucuronide
1,2,3,4,6-pentakis-O-
galloyl-B-D-glucose 11l
Valerosidatum

4-O-digalloyl-1,2,3,6-tetra-
0O-B-D-galloylglucose
Isorhamnetin 3-glucuronide-
7-sulfate
Protocatechuic aldehyde

Luteolin
Fisetin |

Rhamnetin 3-rhamnosyl-(1-
>3)(4"-acetylrhamnosyl)(1-
>6)-galactoside
4-amino-4-deoxychorismate

4'-Hydroxy-3,5,6,7,3',5"-
hexamethoxyflavone
Dihydromyricetin
7-Hydroxy-5-methoxyflavan

Hibiscoquinone A

Quercitrin
3,5-
dihydroxyphenylglyoxylic
acid
(R)-N-tert-butylpiperazine-
2-carboxamide
7-Hydroxyflavan

Canaline

Hibiscetin
Myricetin 7-(6"-
galloylglucoside)
Myricetin 3-(4"-
galloylrhamnoside)
5-Hydroxypseudobaptigenin
Fructosylglycinate

Myricetin Il

Delphinidin
6-Methylluteolin
Obtusaquinol

Chrysin 5-xyloside
Levoglucosan gallate Il
7,4-Dihydroxyflavan

4Z7-Decenedioic acid

Quercetin 3-(2

triacetylgalactoside)
anthrapurpurin

Epifisetinidol-(4B->8)-
catechin
(2E,4E)-2,7-Dimethyl-2,4-
octadienedioic acid
Apigenin
Favan-3-ol

Encelin

Fisetin Il
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M+H
M-2H

M-H20-H
M+Na

M-H20-H, M-
2H
M-H
M-H20-H, M-H

M+H

M+FA-H
M+FA-H
M-H
M-2H
M+Na-2H
M-H
2M+FA-H
M+FA-H
M+H
M-H

M+Na-2H

M+CH30H+H
M+FA-H

M-H20-H
M+2Na-H

M+2Na-H
M-H
3M-H
M+NH4

M+2Na-H

M+2Na-H
M-H20-H
M-H20-H

M-H
2M+FA-H

M+H-H20,

M+2Na-H
M-H

M-H20-H
M-H
M+2Na-H
M+FA-H
M+H
M+2Na-H

2M+FA-H
M-H

M+FA-H
M+K-2H
2M+K
M-H
M+2Na-H
M+2Na-H

M-H, M+H

C13H806

C41H32026

C27H24018

C33H32020

C34H28022

C41H32026

C41H30027

C15H1007

C19H18011
C11H1602
C12H1409

C41H32026

C21H34011

C48H36030

C22H20016S
C7H603
C15H1006
C15H1006

C36H44021

C10H10NO5

C21H2209

C15H1208
C16H1603

C15H1404

C21H20011

C8H605

C9H19N30

C15H1402

C4H10N203

C15H1009

C28H24017

C28H24016

C16H1006
C8H14NO7

C15H1008
C15H1107
C16H1206
C16H1603
C20H1808
C13H1409
C15H1403

C10H1604
C27H26015

C14H805

C30H26011

C10H1404

C15H1005

C15H1402

C15H1603

C15H1006

279

-6.64

3.17

-9.85

-6.47

-3.27

4.27

267

2.02
-0.69
-0.03
-5.67
6.8
6.28
5.72
-1.02
2.87
18

1.003

-4.67

1.92

-5.78
-4.62

3.40

-0.14

2.01

-5.12

-6.44

-5.98

251

3.56

-0.73

7.34
-7.05

2.96

3.11

1.69

1.98

2.006

8.07

2.56

6.34

1.07

17.22

-0.16

2.69

-9.41

2.85

22

94.96

94.64

90.48

98.61

94.15

94.65

93.33

94.87

93.69
98.31
98.05
90.99
95.09
96.14
96.38
98.30
93.69
96.50

97.61

95.79

92.79

99.30
90.68

96.80

98.87

90.67

97.00

95.25

94.32

96.86

96.95

98.49

90.28
92.59

90.10
98.63
92.87
94.79
91.18
95.25
96.97

91.19
95.02

94.91

97.11

94.84

95.09

97.56

93.38

97.60

Antioxidant, Rhus coriaria
antiinflammatory .
Rhus spp.
Antioxidant
Antioxidant Euphorbia pac
hyrhiza
Rhus spp.
Antioxidant Cornus
officinalis
Antioxidant, Rhus spp
antiinflammatory,
citotoxic
Antioxidant Anemarrhena
asphodeloides
Rhus spp.
Citotoxic Centranthus
longiflorus
Antiinflammatory, Rhus spp
chemopreventive,
antiapoptotic
Antioxidant Rhus coriaria L
Antineoplastic, Rhus spp
antioxidant
Metabolism Arabidopsis
thaliana
Antioxidant
Antioxidant
Antibacterial  Daemonorops
draco
Antioxidant, Hibiscus spp.
chemopreventive
Antioxidant
Antioxidant Rhus
verniciflua
Metabolism Arabidopsis
thaliana
Antidepressants, ~ Dracaena
antineoplastic, cinnabari
antioxidant,
antifungal
Antineoplastic, Canavalia
antibacterial, ensiformis
antiparasitary
Antioxidant
Antioxidant
Metabolism
Antineoplastic, Rhus spp
citotoxic,
antioxidant
Antioxidant
Antioxidant
Dalbergia
retusa
Antioxidant Rhus coriaria L
Antibacterial, Broussonetia
antifungal papyrifera
Rhus spp
Antioxidant
Antibacterial Rubia
tinctorum
Antioxidant Rhus spp.
aldehyde Prunus persica
dehydrogenase
inhibitor
Antioxidant Rhus spp
Antioxidant, Rhus spp.

antithrombogenic,
antiinflammatory

Antitumor, Inula helenium
antifungal
Antineoplastic, Rhus spp
antioxidant,
citotoxic




150

151

152

153

154

155

156

157

158

159
160

161
162

163
164
165
166
167
168
169
170

171

172

173

174

175

176
177

178

179

180

181

182

183
184

185

186

187

188

189
190

191
192

193
194

195

196

197

198

199
200

302.0427

258.0892

272.1049

273.2744

282.2195

306.2559

272.0685

330.2406

308.2715

270.0528
582.2101

262.1165
538.0900

194.0579
122.0579
364.2038
118.0816
367.3576
243.1583
140.1201
395.3889

505.3168

213.2093

294.2195

456.3603

400.4069

296.2363
252.1725

272.2351

316.0794

213.2093

237.1365

150.0528

150.0528
402.4226

343.2723

296.3079

110.0732

300.2664

112.1252
428.3654

338.3185
400.4069

474.3709
376.3310

310.3236

296.2351

148.0736

372.0845

210.2348
134.0215

303.0598

317.0758

274.2805

351.2258

273.0844

353.2434

271.0691

301.0800
539.1164

409.1758

119.0884
332.3427
261.1912

360.3753

277.2260

439.3727

522.3763

317.2200

277.2254

301.1507

441.3886

385.3066

341.2784

377.2808
439.3731
399.3215

355.2935

417.0548

135.1204

301.0359

327.2183

329.2336

581.2052

537.0851

239.0564

289.1123

279.2343

504.3118

293.2131
455.3544

295.2287

293.2100

449.1498

449.1495

265.1485

299.2594

283.2652
473.3654

473.3648

277.2184

355.1592

255.2333

12.18

12.18

12.49

12.54

12.54

12.62

12.93

13.37

13.37

13.47
13.47

13.60
13.91

14.48

14.66

19.78

19.86

20.58

20.66

21.28
21.41

21.90

21.90

22.21

22.34

22.39

23.80
24.68

25.04

25.12

25.74

25.79

25.92
26.67

26.90
27.21

27.21
27.70

271.77

27.90

27.95

27.95

28.01
28.08

3.08

8.47

147

62.45

5.10

177

170

1181

2.76

1.46
1.58

2.75
7.05

1.27
111
2.14
1.21
15.66
4.46
6.53
1.90

0.94

174

1.23

28.61

18.28

6.44
1.86

119

3.07

1.39

25.70

6.23

5.83
3.75

1.73

1.67

23.71

0.62

7.29
2.98

217
5.23

6.39
9.11

6.62

215

157

17.88

9.10
255

ME

ME

ME

AE

ME

ME

ME

AE

ME

ME
ME

ME
ME

ME
ME
AE
ME
ME
ME
ME
ME

ME

ME

ME

ME

ME

ME
ME

ME

ME

ME

AE

AE

AE
ME

ME

ME

AE

ME

AE
ME

ME
ME

ME
ME

ME

ME

AE

AE

ME
ME

LMPK12110004

CSID256612

CSID148386

LMFA01010048

LMFA01050146

LMFA01030383

CHEBI:3237

CSID8034429

LMFA01030130

CHEBI:18388
CHEBI:86592

HMDB29437
LMPK12040009

CHEBI:49057
CSID192963
CSID10297786
CSID7815
CHEBI:31014
HMDB28959
CSID4519242
CHEBI:31013

52925140

LMFA08010012

LMFA02000239

CSID35013392

LMST01040000

LMFA02000057
HMDB35597

LMFA01050190

HMDB01856

LMFA08010012

CHEBI:5351

CHEBI:131364

CHEBI:17173
LMFA11000470

LMFA08020101

LMFA05000219

CSID13855

CSID4472263

CHEBI:88819
LMST01040167

LMFA01030403
CHEBI:20673
CSID35013755
LMFA07010539

LMFA12000220
LMFA02000155

CHEBI:32576

- LMPK12113262

*

*

CSID24142
CHEBI:6650

Quercetin Il

5-Methoxyseselin

2',6'-dihydroxy-4'-
methoxydihydrochalcone
Margaric acid

12S-hydroxy-16-
heptadecynoic acid
7,11,14-Eicosatrienoic acid

Butein

(-)-pinellic acid
11,14-eicosadienoic acid

Apigenin
Buddlenol A

Nopalinic acid
Amentoflavone

(all-E)-deca-2,4,6,8-
tetraenedioic acid
meso-Erythritol

3-(1,1-Dimethylallyl)-8-(3,3-
dimethylallyl)xanthyletin
hexanethiol
lignocerate
Lysyl-Proline
3-Nonen-5-one
Cerotic acid

1-(11Z,14Z-eicosadienoyl)-
glycero-3-
phosphoethanolamine
Tridecanamide

17-hydroxy-linolenic acid
Sandosapogenol

Stigmastane

2R-hydroxy-linoleic acid  M-H20-H, M-H

alpha-Carissanol

5-hydroxy-hexadecanoic
acid
Protocatechuic acid
hexoside
Tridecanamide

Gigantine

2,3,4-trihydroxypentanoic
acid
D-ribulose
6,9,12-Nonacosatriene

N-palmitoyl serine
11E-Eicosen-1-ol

3-Methyl-2-cyclohexen-1-
one
(3R)-3-
Hydroxyoctadecanoic acid
(2)-2-Octene
Saringosterol

19Z-docosenoic acid
5B-poriferastane
Priverogenin B
(E,E)-3,7,11-Trimethyl-
2,6,10-dodecatrienyl
decanoate
Heneicosan-2-one
alpha-artemisic acid

boivinose

5-Hydroxy-3,7,8-trimethoxy-
3',4-methylenedioxyflavone
1-Pentadecene
Malic acid Il

M-H

M+2Na-H
M+2Na-H
M+H
M+FA-H
M+2Na-H
M+H
M-H
M+2Na-H

M+H
M-H

M+K
M+H, M-H

M+FA-H
2M+FA-H
M+2Na-H

M+H
M+H-2H20
M+NH4
2M-H
M+H-2H20

M-H

M+ACN+Na

M-H

M-H

M+K

2M+NH4
M+Na-2H
M+H

M+ACN+Na

M+ACN+Na
3M-H

3M-H
M+K

M+ACN+H
M+2Na-H
2M+FA-H

M-H

2M+Hac-H
M+FA-H

M+K

M+K

M-H
M+H, M+Na

M+2Na-H
M-H20-H
2M+Hac-H
M+2Na-H

M+FA-H
M+H

C15H1007

C15H1404

C16H1604

C17H31D302

C17H3003

C20H3402

C15H1205

C18H3405

C20H3602

C15H1005
C31H34011

C10H18N206
C30H18010

C10H1004
C4H1004
C24H2803
C6H14s
C24H4702
C11H21N303
C9H160
C26H5102

C25H48NO7P

C13H27NO

C18H3003

C30H4803

C29H52

C18H3203
C15H2403

C16H3203

C13H1609

C13H27NO

C13H19NO3

C5H1005

C5H1005
C29H54

C19H37NO4

C20H400

C7H100

C18H3603

C8H16
C29H4802

C22H4202
C29H52

C30H5004
C25H4402

C21H420

C18H3203

C6H1204

C19H1608

C15H30
C4H605

1.65

-2.15
-0.87

-5.61

-3.98
2.93
0.59
224

0.16
3.98

1.408
4.38

1.73
-7.11
2.05
-4.071
-2.95
-3.83
4.87
0.64

4.34

2.94
2.89

6.62

4.19
-5.17

0.69
-5.63

1.69

-6.42
-3.003

-3.714
7.302

1.502

-2.16

17.87
0.8

4.22
4.07

-2.33
7.602

251
-8.21

-4.029
3.66
-6.1
-2.24

15
0.006

93.82

96.94
90.50
94.64
98.06
91.24
94.84
96.74
90.82

97.89
90.90

97.82
91.38

98.84
98.73
94.52
98.88
95.85
95.53
95.33
90.69

91.42
95.73
92.15
96.02

93.65

98.29
96.11

92.11
91.25

93.39

98.77
97.52

97.62
90.49

92.03
97.57
99.16
97.60

92.69
92.81

97.67
93.99

97.55
92.72

95.51
97.35
92.77
90.17

98.32
97.60

Antineoplastic,
antioxidant,
citotoxic
Antiinflammatory,
antimicrobial
Chemopreventive,
antitumor
Antioxidant,
antifungal

Antioxidant,
antiinflammatory
Antineoplastic,
antioxidant,
citotoxic
Metabolism
Antioxidant,
antiinflammatory
Antioxidant
Citotoxic

Antioxidant,
antiinflammatory

Antioxidant

Metabolism

Antiasthmatics,
antiinflammatory,
antineoplastic

Antiinflammatory,
antineoplastic

Antioxidant,
antineoplastic

Antioxidant
Antiasthmatics,
antiinflammatory,
antineoplastic

agents
Antibacterial

Estructural

Antineoplastic

Antiparasitary

Antioxidant

Antiparasitary

Antineoplastic

Rhus spp

Citrus grandis

Greyia
flanaganii
Rhus typhina

Pinus spp

Rhus coriaria L

Rhus typhina

Rhus coriaria L
Hevea
brasiliensis
Rhus javanica
Rhus spp

Arabidopsis
thaliana
Ruta
graveolens
Allium sativum

Petiveria
alliacea

Arabidopsis
thaliana

Phaseolus
vulgaris
Rhus javanica,
Pistia stratiotes

Carissa edulis

Rhus coriaria
L.

Arabidopsis
thaliana

Carnegiea
gigantea

Musa
paradisiaca L
Arabidopsis
thaliana
Simmondsia
chinensis
Aerangis
appendiculata

Strychnos
spinosa

Primula veris

Crataegus spp
Artemisia
annua
Corchorus
olitorius L.
Melicope
triphylla

Rhus coriaria

Compuestos mas abundantes en EA o EM (verde), presente (rojo claro) o mas abundante
(rojo oscuro) en FAO2 y aquellos presentes en ambas muestras (amarillo). (RT), tiempo
de retencion. (% Score), porcentaje de similitud con el compuesto reportado.
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Apéndice 2. Analisis MS/MS de compuestos mas abundantes en EMy EH de RHTR.

100- 4345 Unknown, RT 5.5 min 1004 04 1., 4-Hydroxy-3-propyl-2-hexanone
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La figura muestra el patron de fragmentacion utilizado para identificar putativamente los
compuestos mas abundantes en EM y EH por comparacién con los reportados en la
plataforma de la biblioteca NIST.
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Apéndice 3. Analisis MS/MS de compuestos mas abundantes en EAy EM de RHTR.

a-D-galactosyl-(1-3)-1D-myo-inosjtol Quinic acid Myricetin 3-arabinoside
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La figura muestra el patron de fragmentacion utilizado para identificar putativamente los
compuestos mas abundantes en EA, EM y FA02 respectivamente, por comparacién con
los reportados en bases de datos para metabolomica de plantas con Progenesis® QI. El
recuadro muestra la fragmentacion de los compuestos estandar utilizados para
corroborar la identificacion.
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15. ANEXOS.

Anexo 1. Aprobaciéon del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del CINVESTAV.

GENTRO DE INVESTIGACION V DE ESTUDIOS AUANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NAGIONAL

COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS
ANIMALES DE LABORATORIO
CICUAL-CINVESTAV

Fecha: 16 de junio de 2016
Director de Proyecto: Dra. Patricia Talamas Rohana
Departamento: Infectémica y Patogénesis Molecular

Titulo del Proyecto: "Produccién de tumores en ratones nu/nu, empleando las lineas celulares
cancerosas provenientes de pacientes mexicanas con cancer de ovario”

# ldentificacion del Proyecto: 184-16

Periodo de vigencia: 07 de marzo de 2016 a 06 de marzo de 2019.

Decision del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio:

El Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN, en su condicién de entidad rectora para la revision,
aprobacién, aprobacién condicionada o negacién de todos los protocolos de investigacién que
involucren el uso de animales de laboratorio, en cumplimiento de la NOM-062-ZOO-1999
“Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio” acuerda:

APROBAR este proyecto, pues el mismo cumple con los lineamientos para el uso de animales de
experimentacion establecidos en el PICUAL y la NOM.

Y para que asi conste, se firma la presente el 16 de junio de 2016 en el Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados del IPN.
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