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Resumen

Las plantas poseen un gran potencial como materia prima en la obtencién de farmacos para el
tratamiento del cancer. En este sentido, una familia de plantas con un potencial poco explorado,
son las Amarantheaceae. Se ha documentado que esta familia de plantas tiene la capacidad de
producir proteinas, como las proteinas inhibidoras de ribosomas y péptidos de bajo peso
molecular que muestran actividad citotdxica y antiproliferativa en distintas lineas celulares
cancerosas. En el presente trabajo, se evalud la actividad antiproliferativa de proteinas de bajo
peso molecular provenientes de hojas de Alternanthera dentata (L.) Kuntze en contra de la linea
celular MCF-7. Para la extraccidn de proteina, se utilizaron dos tipos de hojas: HJ (hoja juvenil) y
HM (hoja madura). Se ensayaron diferentes metodologias para la extraccién de proteinas, tales
como: el método de TCA/Acetona, precipitacidén con sulfato de amonio, TRI-Reagent, extraccion
metandlica acida, kit de extraccidon de proteina total de plantas y el extracto crudo. En la HM, el
extracto crudo fue el método que cuantificd una mayor concentracién de proteina. Por otra parte,
en la HJ, el método de TRI-Reagent fue el que proporciond el mayor contenido de proteina. Una
vez obtenidas las muestras proteicas, se cargaron en geles de electroforesis SDS-PAGE al 12y 15%
con el fin de separar las proteinas, lo que permitié seleccionar bandas proteicas en el rango de
17-35 kDa. El método de TRI-Reagent fue el que mostré el mayor nimero de bandas detectadas
en ambos tipos de hojas. A las bandas proteicas seleccionadas, se les evalud la actividad
antiproliferativa en contra de la linea celular MCF-7 a diferentes concentraciones. Dichas
concentraciones se establecieron entre los siguientes rangos: 0.551-5.512 pug/mL para B1; 3.192-
31.923 pg/mL para B2; 0.346-3.461 pg/mL para B3; y 2.449-24.487 ug/mL para B4. En el caso de
la HM, se encontrd que dos bandas, denominadas B3 y B4 con un PM de: 27.558 £ 0.349 kDay 17
kDa, respectivamente, que redujeron la viabilidad celular en un 6872 % * 0.081
aproximadamente. Las concentraciones que mostraron este efecto fueron desde 0.692 hasta
3.461 pg/mL para B3 y 4.897 hasta 24.487 pg/mL para B4. Por otra parte, en HJ, las bandas
evaluadas no mostraron una reduccion de la viabilidad celular en los ensayos. De esta manera, en
este trabajo se encontré que proteinas de hojas de A. dentata presentan actividad

antiproliferativa en contra de la linea celular MCF-7.
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Abstract

Plants have shown to have a great potential in obtaining drugs for the treatment of cancer. In this
sense, a family of plants with a poorly explored potential, are the Amarantheaceae. It has been
documented that this family of plants has the ability to produce proteins, such as ribosome-
inhibiting proteins and low molecular weight peptides that show cytotoxic and antiproliferative
activity in different cancer cell lines. In the present work, the antiproliferative activity of low
molecular weight proteins from leaves of Alternanthera dentata (L.) Kuntze was evaluated. For
protein extraction, two types of leaves were used: HJ (juvenile leaf) and HM (mature leaf).
Different methodologies for protein extraction were tested, such as: the TCA/Acetone method,
ammonium sulfate precipitation, TRI-Reagent, acidic methanolic extraction, total plant protein
extraction kit and crude extract. In HM, crude extract was the method that quantified a higher
concentration of protein. On the other hand, in HJ, TRI-Reagent method was the one that
provided the highest protein content. Once the protein samples were obtained, they were loaded
on 12 and 15% SDS-PAGE electrophoresis gels in order to separate the proteins, which allowed to
select protein bands in the range of 17-35 kDa. The TRI-Reagent method was the one that showed
the highest number of bands detected in both types of leaves. The selected protein bands were
evaluated for their antiproliferative activity against the MCF-7 cell line at different
concentrations. These concentrations were established between the following ranges: 0.551-
5.512 pg/mL for B1; 3.192-31.923 pg/mL for B2; 0.346-3.461 pg/mL for B3; and 2.449-24.487
pug/mL for B4.In the case of HM, it was found that two bands, named B3 and B4 with a MW of:
27.558 + 0.349 kDa and 17 kDa, respectively, reduced cell viability by approximately 68.72 % +
0.081. Concentrations that showed this effect ranged from 0.692 to 3.461 pg/mL for B3 and 4.897
to 24.487 pg/mL for B4. On the other hand, in HJ, the evaluated bands did not show a reduction
in cell viability in the assays. Thus, in this work it was found that proteins from A. dentata leaves

have antiproliferative activity against the MCF-7 cell line.
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1. Introduccion

1.1. El cancer
El cdncer es una de las enfermedades con mayor importancia en el mundo. En el afio 2020 fue la
principal causa de muerte a nivel mundial con 10 millones de defunciones (WHO, 2022a). Ademas,
segun estimaciones, en 2021 se diagnosticaron 20 millones de casos de cancer y 10 millones de
personas murieron (WHO, 2023). En la Figura 1 se presentan los tipos de cancer que causaron el
mayor numero de fallecimientos en el mundo en el afio 2020, siendo el cancer de pulmén el
principal responsable con el 18% del total (1.8 millones de fallecimientos). Durante el 2020, se
registraron 195, 499 casos de cancer en México (WHO, 2020). Ademas, en el mismo afio entre
enero y agosto se registraron 60, 421 defunciones por causa de tumores malignos en territorio
nacional (INEGI, 2021). A nivel estatal se registraron 2,038 fallecimientos a causa del cancer en
2020; siendo el cancer cervicouterino, de mama y de prdstata, los principales causantes de estos
fallecimientos (Jiménez, 2021). Aunque existen terapias para el tratamiento del cancer basadas
en la administracion de farmacos quimioterapéuticos, intervenciones quirudrgicas y radiacion
(Zzaimy etal., 2017), éstas presentan efectos secundarios como diarrea, nduseas y, fatiga, e incluso
otros efectos que pueden llegar a ser mucho mds graves como afectaciones a érganos esenciales

o causar infertilidad (Schirrmacher, 2019).

Hepatico,
8.30%

Figural. Tipos de cancer que causaron mas fallecimientos en 2020 (WHO, 2022a).
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1.2. Las plantas como fuentes de nuevos farmacos
En los ultimos afios se ha optado por tratamientos menos agresivos y preferentemente obtenidos
de fuentes naturales. Una de estas fuentes naturales con enorme potencial para obtener nuevos
farmacos son las plantas. Los compuestos procedentes de las plantas han proporcionado a la
industria farmacéutica el 40% de los medicamentos modernos (Jassim & Naji, 2003). Las plantas
de forma natural son productoras de sustancias con actividad anticancerigena. En la industria
farmacéutica existen casos de éxito de farmacos aprobados para el tratamiento de cancer
provenientes de plantas, por ejemplo: el Dronabinol, la Nabilona (en tratamiento de nauseas por
la quimioterapia), la Vincristina, el Paclitaxel (Taxol®) y el mepesuccinato de omacetaxina
(Synribo®) (Majolo et al., 2019; National Cancer Institute, 2023). En este sentido, segun la
enciclopedia Britanica, un farmaco anticanceroso es cualquier compuesto que tiene eficacia en el
tratamiento de enfermedades malignas o cancerosas (Britannica, 2021). Por otra parte, la
actividad antiproliferativa hace referencia a la capacidad de una sustancia para inhibir o prevenir
la proliferacidon (crecimiento rdpido) de células cancerosas (Merriam-Webster Medical Dictionary,

2023).

1.3. Plantas de la familia Amarantheaceae y género Althernanthera

Existe una familia de plantas con un enorme potencial para ser utilizadas como fuente para la
obtencién de nuevos farmacos con actividad anticancerigena. Estas plantas son de la familia
Amarantheaceae, la cual comprende 65 géneros y 900 especies (Mahbubur & Iffat, 2014).

Se ha documentado que el género Alternanthera, perteneciente a la familia Amarantheaceae,
incluye 80 especies y muchas de ellas han sido utilizadas en la medicina tradicional (Miguel, 2018).
Debido a esto, se han estudiado los extractos de varias especies de Alternanthera demostrando
que tienen propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes y
anticancerigenas; hasta el dia de hoy, han sido aislados 129 compuestos bioactivos de 9 especies
de Alternanthera (Singla et al., 2022). Ademas de las propiedades previamente mencionadas, se
ha reportado que sus extractos poseen actividad antiproliferativa. En ese sentido, Gothai et al.
(2018) observaron que el extracto de A. sessilis tiene actividad citotoxica en células de cancer de

colon. Asimismo, Saengha et al. (2022) demostraron que extractos etandlicos de A. sissoo y A.
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bettzickiana presentan propiedades antiproliferativas en células de cancer de mama, de higadoy
de utero.

Alternanthera dentata (L.) Kuntze conocida cominmente como pequefio rubi o “terramicina”,
ahora es reconocida como Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze (Figura 2) (Singla et al., 2022). Es
una planta ornamental, muy utilizada para adornar y embellecer los jardines, se encuentra
ampliamente distribuida en Brasil, Perd, Ecuador, Colombia, Venezuela, Guayanas, Nicaragua,
Belice, Guatemala, México y el Caribe; esta especie tiene una distribucion nativa que abarca desde
México hasta la region tropical de América (POWO, 2023). Se ha reportado que esta planta se
utiliza comunmente en la medicina tradicional, ya que sus hojas se emplean en tratamientos
contra el dolor, algunas infecciones, diabetes y la malaria; se ha demostrado que los extractos de
hoja tienen efecto antinociceptivo, antiviral, antimicrobiano, antiinflamatorio y antioxidante
(Marchete et al., 2021; Riyama et al., 2021). Ademas, los extractos obtenidos con acetato de etilo
de hojas de A. brasiliana presentan actividad antitumoral comparable a la del fdrmaco estandar
5-Fluoro uracilo (Samudrala et al., 2015). Al analizar el extracto, los autores, reportaron la
presencia de metabolitos secundarios (MetS) como: flavonoides, fenoles, taninos, glucésidos y

saponinas; sin embargo, no se detecté la presencia de proteinas o péptidos.

Figura 2. Fotografia de Alternanthera dentata (L.) Kuntze. Tomada en enero 2023, en San Juan

Bautista Tuxtepec, Oaxaca, en las coordenadas: 18.013109, -96.171495.
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1.4. Las Proteinas Inactivadoras de Ribosomas (RIPs)
Si bien la gran mayoria de compuestos con actividad antiproliferativa son metabolitos
secundarios (MetS), también se han descrito proteinas de plantas con esta actividad. Un ejemplo
de ello son las Proteinas Inactivadoras de Ribosomas (Ribosome-Inactivating Protein, por sus
siglas en inglés “RIPs”). Las RIPs son una familia de toxinas que inhiben de forma irreversible y
especifica la sintesis de proteinas en las células eucariotas (Walsh et al., 2013). Estas proteinas se
han relacionado con la defensa de las plantas, ya que, presentan actividad insecticida, antiviral,
antibacteriana y antifungica (Zhu et al., 2018). En muchos casos, las RIPs escinden una adenina
especifica ubicada en el bucle a-sarcina/ricina (a-SRL) del ARNr (Figura 3). Esto ocasiona la
inhibicién de la unidn del factor de elongacién y, por lo tanto, la inhibicidon de la sintesis de

proteinas (Kocyigit et al., 2023).

Figura3. Representacién de la estructura del ribosoma eucariota, la flecha sefiala el enlace que
escinden las RIPs en bucle a-sarcina/ricina (a-SRL) del ARNr. Recuperado de: Olombrada et al.,

2020

Existen 3 tipos principales de RIPs: tipo I, tipo Il y tipo Il (Magsood et al., 2021). Las RIPs tipo |
estan formadas por una sola cadena de aminoacidos que contiene un dominio con actividad RNA
N-glicosidasa y presentan un peso molecular entre los 23 y 35 kDa. Por otro lado, las RIPs tipo Il
se conforman por dos cadenas: una cadena similar a la de las RIPs tipo | y una cadena de lectina

combinada con glicoproteinas (Puri et al., 2009). Estas RIPs presentan un peso molecular entre
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los 56 y 65 kDa (Puri et al., 2012). Ambas tipos de RIPs han sido localizadas en hojas, semillas y
raices de las plantas. Por otro lado, Reinbothe et al. (1994) propusieron un tercer tipo de RIP
llamada JIP60. Esta RIPs tipo Ill estd formada por dominio amino terminal (semejante al de las
RIPs I) unido a un dominio carboxilo terminal y presenta un peso molecular de 60 kDa (Puri et al.,
2012). Walsh et al. (2013) argumentaron que las RIPs Il son mas toxicas que las RIPs I. Esto debido
a que, a diferencia de las RIPs I, las RIPs Il poseen el dominio B que promueve la entrada a las

células objetivo, lo cual les otorga una mayor toxicidad.

1.5. Familias de plantas que producen RIPs
Hasta ahora, todos los genes vegetales clonados y todas las RIPs vegetales purificadas se han
obtenido de plantas con flores (Peumans & van Damme, 2010). Ademds, gracias a un analisis
filogenético se ha demostrado que las RIPs de las angiospermas comparten un ancestro comun
de las RIPs | de las monocotiledéneas modernas (Bolognesi et al., 2016). Anteriormente, las RIPs
| solian subdividirse en tres grupos. En el primero se encontraban las RIPs de numerosas
dicotiledéneas de especies como: Amaranthaceae, Cucurbitaceae y Phytolaccaceae; en el
segundo grupo se encontraban las RIPs aisladas de plantas de la familia Poaceae y en el tercer
grupo se encontraban plantas de la subfamilia Panicoideae y también Poaceae (especificamente
en Z. mays) (Peumans & van Damme, 2010). Recientemente, Dougherty & Hudak, (2022)
realizaron un analisis filogenético sobre la evolucidon de la RIPs en plantas. A partir de los
resultados, descubrieron 15 categorias para clasificar estas proteinas. Ademas, informaron que la
familia Amaranthaceae, perteneciente al orden Caryophyllales, posee alrededor de 50 RIPs

identificadas (Figura 4).
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Number of RIPs

Figurad. Numero de RIPs para cada orden de plantas. Cada tipo de RIPs es representada por un

color de acuerdo a la clasificacidn propuesta por los autores. Recuperado de: Dougherty & Hudak,

2022.

1.6. Antecedentes de proteinas con actividad antiproliferativa
En la Tabla 1 se observa una lista de proteinas RIPs que presentan actividad antiproliferativa en
diferentes tipos de tumores, asi como la planta fuente, su peso molecular y el punto isoeléctrico

(pl). Estas proteinas con actividad antiproliferativa, se encuentran ampliamente distribuidas en el

reino vegetal.
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Tabla 1.

Proteinas RIPS de plantas que presentan actividad antiproliferativa

Peso Molecular

RIP Planta Familia Género (kDa) pl
RIPs Tipo |
Amaranthin Amaranthus viridis L. Amaranthaceae = Amaranthus 30 9.8
Balsamin Momordica balsamina L. Cucurbitaceae Momordica 28 N/A
Bouganin Bougainvillea spectabilis Nyctaginaceae Bougainvillea 26 9.6
Lychnin Lychnis chalcedonica Caryophyllaceae Silene =30 N/A
MAP30 Momordica charantia Cucurbitaceae Momordica 30 N/A
Mom:r_charin Momordica charantia Cucurbitaceae Momordica 30 9
Momc?r-charin Momordica charantia Cucurbitaceae Momordica 29 9
Cochinin Momordica cochinchinensis  Cucurbitaceae Momordica 28 N/A
Gelonin Gelonium multiflorum Euphorbiaceae  Euphorbiaceae 30 8.15
Trichosanthrin Trichosanthes kirilowii Cucurbitaceae Trichosanthes N/A
Heterotepalins  Phytolacca heterotepala  Phytolaccaceae Phytolaccaceae 28-36 8.5-9.5
Sodins Salsola soda L Amaranthaceae Salsola =29 N/A
Quinoin Chenopodium quinoa Amaranthaceae  Chenopodium 29.5 N/A
RIPs Tipo Il
Lanceolin Adenia lanceolata Passifloraceae Adenia 61 N/A
Stenodactylin Adenia stenodactyla Passifloraceae Adenia 63 N/A
Foetidissimin Il Cucurbita foetissima Cucurbitaceae Cucurbita 61 N/A
Ebulin | Sambucus ebulus L. Adoxaceae Sambucus 56 N/A
Mistletoe Viscum album Santalaceae Viscum 65 N/A
Articulatin D Viscum articulatum Santalaceae Viscum 66 5.4
Cinnamomin Cinnamomum camphora Lauraceae Cinnamomum 61 N/A

Nota. pl = punto isoeléctrico; N/A = no disponible. Modificado de: Puri et al., 2012
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Existen reportes de RIPs extraidas de diferentes plantas que presentan actividad citotoxica en
distintas lineas celulares cancerosas. Un antecedente de ello es el estudio de Rybak et al. (1994),
en el cual se aislo la proteina MAP30 (RIP 1) de Momordica charantia, perteneciente a la familia
Cucurbitaceae, y se demostré su actividad citotdxica en lineas celulares tumorales humanas de
rifidn, pulmon y de mama. Por otro lado, Kishida et al., (1983) reportaron la extraccion de una
proteina designada como Iluffin, purificada de semillas de Luffa cylindria roem, planta
perteneciente a la familia Cucurbitaceae e informaron que inhibia la sintesis proteica en
reticulocitos de conejo. En este sentido, Liu et al. (2010) estudiaron el efecto de la proteina a-
luffin (RIP 1) recombinante en las lineas celulares cancerosas: JEG-3 (coriocarcinoma humano),
HepG2 (carcinoma hepatocelular) y MCF-7 (cancer de mama), y observaron actividad citotéxica.
Los investigadores concluyeron que a-luffin posee actividad antitumoral. Otro ejemplo es la
proteina aislada de semillas de Momordica charantia, la cual fue denominada a-Momorcharin (a
-MMC) (Yeung et al., 1986). Ademas, Ng et al., (1994) encontraron que la a -MMC mostraba una
fuerte actividad citotdxica en células de coriocarcinoma y células de melanoma. Asimismo, Girbés
et al. (1993) reportaron la purificacion de una proteina nombrada Nigrin b, extraida de Sambucus
nigra L, planta perteneciente a la familia Adoxaceae. En este aspecto, Mufoz et al. (2001)
compararon el efecto citotdxico de la Nigrin b con la Ricin (ambas RIP Il) en diversas lineas
celulares cancerosas. Encontraron que la Nigrin b causaba una pérdida en la viabilidad celulary,
comparada con la Ricin, mostraba una citotoxicidad menor.

Si bien, las proteinas mencionadas anteriormente provienen de plantas que no pertenecen a la
familia Amaranthaceae, existen algunos reportes sobre RIPs provenientes de plantas de esta
familia. Por ejemplo, Kwon et al. (1997) reportaron a la Amaranthin (Tabla 1), una RIP tipo |
extraida de hojas de Amaranthus viridis L. Se encontré que la Amaranthin tenia una fuerte
actividad inhibitoria de sintesis proteica a bajas concentraciones en reticulocitos de conejo, ya
que, el ICsp sucedia con una concentraciéon de 25 pM de Amaranthin. Asimismo, Rotondo et al.
(2021) informaron sobre el aislamiento de la Quinoin, una RIP tipo |, extraida de Chenopodium
quinoa. Ademas, se encontré que la Quinoin mostraba una alta citotoxicidad en ensayos con dos
lineas celulares primarias de glioblastoma; siendo el ICso un valor muy bajo de aproximadamente
5 nM. Por otra parte, Landi et al. (2022) describieron 3 nuevas RIPs tipo | (Sodin 5, Sodin eL, Sodin

R) con un PM aproximado de 29 kDa, aisladas de Salsola soda L. De igual forma, se encontrd que
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las nuevas RIPs exhibian efectos citotdxicos en las lineas celulares HelLa y COLO 320, y también
inhibian la sintesis de proteinas en reticulocitos de conejo. La ICso para el efecto citotdxico se
encontraba entre 0.41-1200 nM, mientras que, para la inhibicién de sintesis de proteinas, oscilaba

entre 4.83-79.31 pM.

1.7. Antecedentes de plantas Amarantheaceae con RIPs
En la literatura se pueden encontrar estudios de plantas Amarantheaceae utilizadas en la
medicina tradicional. En la Tabla 2, se encuentran plantas Amarantheaceae de las cuales, ademas
de uso tradicional, se ha reportado la produccion de RIPs, la mayoria de ellas del tipo | con peso

molecular de 25 a 31 kDa.

1.8. Antecedentes de péptidos con actividad antiproliferativa
Existen reportes de péptidos extraidos de diferentes plantas Amarantheaceae que muestran
actividad citotdxica en distintas lineas celulares cancerosas. Por ejemplo, Quiroga et al. (2015)
estudiaron el efecto del aislado proteico de Amaranthus mantegazzianus en células de
osteosarcomas de rata y encontraron que este aislado proteico tenia la capacidad de inhibir la
proliferacion en esta linea celular. Esta actividad antiproliferativa fue atribuida a péptidos de
lectina con un peso molecular entre 20 y 45 kDa, ademas la concentracion de péptidos que mostré
una mayor actividad fue de 0.1 mg/mL. De igual modo, Hasan et al. (2021) reportaron el
aislamiento de una glicoproteina denominada AGL con un peso molecular de 15 kDa proveniente
de Amaranthus gangeticus. Encontraron que AGL inhibid la proliferacion de células de carcinoma
de ascitis de Ehrlich con concentraciones desde 8 hasta 64 pug/ml. Por otro lado, Silva-Sanchez et
al. (2008) informaron sobre la presencia de un péptido con propiedades anticancerigenas. En
dicho trabajo se extrajeron diferentes fracciones proteicas de semillas de Amaranthus
hypochondriacus. Posteriormente, estas fracciones fueron sometidas a una digestién enzimatica
encontrando que la fraccidn de la glutelina (18.5 kDa), después de la digestion con tripsina mostré
actividad apoptotica en la linea celular HelLa con concentraciones desde 1 hasta 5 ug/mL. Por otra
parte, Sabbione et al. (2019) siguieron una estrategia similar. Sometieron aislados proteicos de

Amaranthus mantegazzianus a una digestion gastrointestinal simulada, y encontraron que las
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proteinas y péptidos obtenidas de la digestion exhibian actividad antiproliferativa en células

tumorales HT-29 con concentraciones desde 0.15 hasta 2 mg proteina soluble/mL.

Tabla 2.

identificadas

Plantas de la familia Amaranthaceae utilizadas en la medicina tradicional y las RIPs

RIP Tipo - PM .

Planta Reportada de RIP Usos tradicionales de la planta (kDa) Referencia
Beta vulgaris Betavulgin  Tipo | Trastornos renales 30 Hornung et al., 1996; el Gamal et
L. al., 2014
A.rrlra.ranthus Amaranthi Tipo | D|uret|.co, laxante, |.nflamaIC|on, 30 Kwon et al., 1997
viridis L. n tratamiento de la disenteria
Ce/os;a CCP-25 Tipol Antiinflamatorio y antinociceptivo 25 Balasubrahmanyam et al., 2000;
cristata Islam et al., 2016
Ce.losm CCP-27  Tipol Antiinflamatorio y anti- nociceptivo 27 Balasubrahmanyam et al., 2000;
cristata Islam et al., 2016
Spinacia BP31 Tipo | Laxante, antiinflamatorio y carminativo 31 Ishizaki et al., 2002; Garg et al.,
oleracea L 2010
Amaranthus . Diabetes, disenteria, anemia, Roy et al., 2006; Rahmatullah et

AAP-1 T | 27
tricolor 'PO enfermedades de la piel al., 2013
. Di L . . 5021: 7

Chem.)pod/u Quinoin  Tipo | |ser.1ter|a, antrax’, herpes, urticaria, 9.5 Ragucci et al., 2021; Zalles A & de
m quinoa resfriado, neumonia Lucca D, 2006
Salsola soda L Sodins Tipo | Antibacteriano, hipotensor y ~29 Landi et al., 2022; Murshid et al.,

enfermedades de la piel

2022

Modificado de: Polito et al., 2016.
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1.9. Posibles aplicaciones terapéuticas de las RIPs

El uso de estas proteinas como tratamiento terapéutico para el cancer ha generado un gran
interés en los ultimos anos. Hasta ahora, se han descrito dos posibles estrategias para utilizar las
RIPs este modo: la clonacidn en vectores plasmidicos y la generacion de inmunotoxinas. La
primera estrategia consiste en el disefio de un constructo (Figura 5a) conformado por un vector
que contiene la secuencia de la RIP. Al administrar este constructo directamente a las células
cancerosas, se produce la proteina con actividad citotdxica intracelularmente, lo que resulta en
la muerte celular (Ardini et al., 2022). Un ejemplo de esta estrategia es el trabajo de Alford et al.
(2009), quienes clonaron la secuencia de la a-Sarcina (RIP tipo I) en el vector pcDNA3.1. Los
autores observaron una disminucién en la viabilidad celular en las células Hela transfectadas con
el constructo. De forma similar, Zarovni et al. (2007) disefiaron el constructo pCI-SAP, conformado
por el pldsmido pCISfiRsrT y la secuencia de la Saporina (RIP tipo |). La transfeccion del constructo
mostré actividad citotéxica en células de melanoma B16 y redujo significativamente el
crecimiento tumoral. Algunas de las RIPs comlUnmente estudiadas en esta estrategia son: la
Lunasina, la Ricina y la Saporina (Glinka, 2013). Un antecedente a esta estrategia es el trabajo de
Zhang et al. (2014), quienes clonaron la secuencia de la proteina Tricosantina (TCS) (RIP I) en un
vector rAAV. Posteriormente, transfectaron a las lineas celulares de cancer humano: Hela, Huh7
y T47D. Sus resultados revelaron que la expresién intracelular de la TCS mostré actividad
citotdxica en todas las lineas celulares de cancer evaluadas, al inducir diversas vias de apoptosis.
De este modo, los investigadores concluyeron que el uso de constructos de RIPs representa una
estrategia terapéutica con un alto potencial para el tratamiento de cdnceres humanos.

Por otro lado, las inmunotoxinas (InT) (Figura 5b) son hibridos formados por un anticuerpo
acoplado quimica o genéticamente a una toxina proteica. El anticuerpo es capaz de unirse a una
molécula diana en la superficie de la célula cancerosa y facilita la internalizacion de la toxina para
destruir la célula (Flavell & Flavell, 2022). Esta estrategia es muy versatil, ya que se pueden
seleccionar diferentes moléculas diana que se expresan en las células cancerosas (Maqgsood et
al., 2021). Entre las RIPs mas estudiadas para el disefio de inmunotoxinas se encuentran: la
Bouganina, la Gelonina, la Momordina, la Ricina A y la Saporina (Glinka, 2013). Estas dos
estrategias poseen importantes beneficios potenciales, tales como la especificidad y la

versatilidad.
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Figura5. Esquemas generales de las posibles aplicaciones terapéuticas de las RIPs en el tratamiento del
cancer: a) clonacion de la secuencia de la RIP en vectores plasmidicos b) generacidon de inmunotoxinas

formadas por un anticuerpo y una RIP.

1.10. Antecedentes del grupo de trabajo
En el grupo de trabajo, Anaya-Esteban (2022) utilizé el protocolo descrito por Niu et al. (2018)
para la extraccidon de proteinas de hojas y raices de Tecoma stans. El método de TCA/Acetona
mostré la mayor concentracidon de proteina extraida en comparacion con otros métodos de
extraccién utilizados. Ademads, la separacion de las proteinas de extracto de hojas por
electroforesis SDS-PAGE proporciond bandas bien definidas con pesos moleculares entre 20 y 85
kDa. Se evalué la actividad citotdxica de las bandas de 28, 30 y 32 kDa contra la linea celular de
cancer de mama MDA MB 231, observando una pérdida de la viabilidad celular del 40% solo con

las proteinas pertenecientes a la banda de 28 kDa.
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2. Justificacion

El cdncer es una de las enfermedades mas preocupantes del mundo. En 2020, fue la principal
causa de muerte a nivel mundial, con 10 millones de defunciones, ademas, en 2021 se registraron
20 millones de nuevos casos (WHO, 2022a; WHO, 2023). Mas aun, la Organizacién Mundial de la
Salud estima que los casos de esta enfermedad se incrementardn en los préximos afios vy la cifra
llegard a los 30.2 millones en el afio 2040; esto supone un aumento del 47% en comparacién con
los casos del 2020 (19.3 millones) (WHO, 2022b). Las terapias existentes para el cdncer presentan
una serie de efectos secundarios en los pacientes que las reciben. Debido a esto, es de gran
importancia el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas que sean dirigidas y efectivas.

Las plantas han sido una gran fuente para la obtenciéon de nuevos farmacos y algunas de ellas
tienen un potencial que no ha sido explotado, concretamente, las plantas de la familia
Amarantheaceae, ya que, se ha reportado que esta familia de plantas expresa péptidos y
proteinas que tienen actividad citotéxica contra lineas celulares cancerosas. Una de las plantas,
perteneciente a la familia Amarantheaceae, que posiblemente podria expresar estas proteinas y
péptidos es Alternanthera dentata (L.) Kuntze. Algunas especies de este género han sido
empleadas tradicionalmente para el tratamiento del cancer (Singla et al., 2022). La busqueda de
nuevas alternativas para el tratamiento del cancer permite proponer a A. dentata como una
potencial fuente para identificar y caracterizar nuevos péptidos. Hasta el momento, en la
literatura no existen estudios al respecto. La identificacién y caracterizacion de estos péptidos y
proteinas podria sentar las bases para un posible tratamiento contra el cancer, ademas
estableceria el primer paso hacia la busqueda de nuevas proteinas o péptidos con actividad

antiproliferativa, explorando el potencial de las plantas de la Cuenca del Papaloapan.
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3. Hipotesis:

Las hojas de Alternanthera dentata (L.) Kuntze expresan proteinas que poseen actividad

antiproliferativa en contra de la linea celular MCF-7.

4. Obijetivos:

4.1 Objetivo general:
Evaluar la actividad antiproliferativa de proteinas de bajo peso molecular provenientes de las

hojas de Alternanthera dentata (L.) Kuntze.

4.2 Objetivos especificos:
1. Extraer proteina total soluble de hojas juveniles y maduras de Alternanthera dentata
(L.) Kuntze.

2. Separar y purificar las bandas pequefias del perfil proteico observadas en el gel SDS-

PAGE (17-35 kDa).

3. Evaluar si las bandas proteicas seleccionadas poseen actividad antiproliferativa.
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5. Diagrama experimental
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6. Materiales y Métodos

6.1 Colecta del material vegetal
Se colectaron hojas frescas de Althernanthera dentata en San Juan Bautista Tuxtepec, Oaxaca, en
las coordenadas: 18.013109, -96.171495. Las hojas juveniles (HJ) y maduras (HM) de la planta
(Figura 6), se limpiaron y desinfectaron de posibles contaminaciones. Posteriormente, se
trasladaron en nitrégeno liquido al laboratorio para almacenar las muestras a -20 grados hasta su

posterior uso.

Figura6. Hojas de A. dentata: a) hojas maduras y b) hojas juveniles.

6.2 Extraccion/precipitacion de proteinas por distintas metodologias
6.2.1 Método con TCA/acetona

Para la extraccion de proteina total, se utilizdé el método de TCA/Acetona (TCA/A) de Niu et al.
(2018), tal como fue descrito previamente por Anaya-Esteban, (2022).

Primero se colocaron 500 mg de hojas de A. dentata en un mortero preenfriado con nitrégeno
liquido para molerlas hasta obtener un polvo fino. Posteriormente, en un microtubo de 1.5 mL se
agrego el polvo fino obtenido con 1 mL de solucidn de extraccidn. La solucién de extraccién estuvo
compuesta por SDS al 1%, 0.1 M de Tris-HCI (pH 6.8), 2 MM de EDTA-Naz, 20 mM de DTTy 1 uL/1
mL de Cdoctel de Inhibidor de proteasas (P9599-Sigma). Después de homogenizar el polvo fino con
la solucién de extraccion, se colocé el microtubo en hielo durante 15 minutos. Finalizados estos
15 minutos, se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C. Después de la centrifugacion se
colocd el extracto (sobrenadante) en tubos nuevos con una relacién 1:1 de extracto proteico y

una mezcla de TCA/acetona (20:80 v/v). Esta nueva disolucion se dejé incubar durante una noche
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a -20 °C. Posteriormente se llevd a cabo una centrifugacién a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C.
Finalizada la centrifugacion se lavo el precipitado de proteina con acetona al 80%. Después del
lavado, nuevamente se centrifugé a 12,000 rpm durante 3 min a 4°C. Asimismo, se afadio
Ditiotreitol 5mM (TCA/A-DTT) y B-mercaptoetanol 0.07% (v/v) (TCA/A-Bm) a la acetonay al TCA/A
empleados en la precipitacion, de acuerdo con lo indicado por Niu et al. (2018) y por Natarajan
et al. (2005), respectivamente. El pellet obtenido se dejé secar durante 10 minutos para que la
acetona se volatilizara. El pellet proteico se recuperd en el buffer de rehidratacién (1632105, Bio-
Rad) y nuevamente se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C durante 2 min. Finalmente, se recuperé la
proteina soluble y se almacend a -20 °C hasta su uso. Se utilizé la centrifuga HETTICH UNIVERSAL

320 para llevar a cabo la metodologia.

6.2.2 Método con sulfato de amonio ((NH4),S0.)

Para la extraccion de proteina total se utilizd la metodologia de extraccion/precipitacion
mediante (NH4)2SOa4 descrita por Anaya-Esteban, (2022) y por Akylz & Ersus, (2021) para la
extraccidon de proteinas en Beta vulgaris L.

En primer lugar, se colocaron 500 mg de hojas de A. dentata en un mortero preenfriado con
nitrogeno liquido y se molieron hasta obtener un polvo fino. Durante este proceso se agregd
polivinilpolipirrolidona (PVPP) para una concentracion final del 1.5% (P/P biomasa) para inhibir la
oxidacién enzimatica. A continuacion, se afadié 1 mL de solucién de extraccion compuesta por:
buffer de fosfatos a pH 7.5 (0.1 M), cloruro de potasio (1 mM) y EDTA (2 mM), se mantuvo la
mezcla a 4°C durante 2 horas. Finalizado el periodo de tiempo, se centrifugd a 4,500 rpom a 4 °C
por 10 min. Luego, se agregd una solucién al 85% de (NH4)2SO4 al sobrenadante y se mantuvo en
agitacién a 4°C durante 60 min. Posteriormente, se filtré la mezcla y se centrifugd a 12,000 rpm a
4°C durante 10 min. Finalmente, el pellet obtenido se rehidratd con buffer de fosfatos y se
almacend a -20 grados hasta su posterior uso. Se utilizé la centrifuga HETTICH UNIVERSAL 320

para llevar a cabo la metodologia.

6.2.3 Método de TRI-Reagent (Sigma-93289)
Para la extraccion de proteina total se utilizé la metodologia de extraccion/precipitacion de TRI-

Reagent descrita por Anaya-Esteban, (2022) y siguiendo el protocolo del proveedor.

19| Pagina



Primero, se colocaron 250 mg de hojas de A. dentata en un mortero previamente enfriado con
nitrégeno liquido, y se molieron hasta obtener un polvo fino. Enseguida, se afadié 1 mL de
solucién de TRI-Reagent, se mezcld y se incubd a temperatura ambiente 10 min. A continuacion,
la mezcla se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C durante 10 min. Al sobrenadante resultante, se
afiadieron 200 plL de cloroformo, mezclandolo durante 20 seg. Acto seguido, se centrifugd a
12,000 rpm a 4°C durante 15 min, obteniendo un pellet. A este pellet obtenido, se afiadieron 300
puL de etanol y se mezclaron por inversion, dejandolo incubar durante 3 min. Después, se
centrifugé a 4,500 rpm a 4°C por 5 min. Al sobrenadante obtenido se anadieron 1.5 mL de
isopropanol y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugo a
12,000 rpm a 4°C durante 15 min. El nuevo pellet obtenido se lavé agregando 500 uL de etanol al
99% y agitando fuertemente; posteriormente, se centrifugd a 8,650 rpm a 4°C durante 5 min. Este
proceso se repitid 3 veces. Finalmente, el pellet obtenido se dejd secar hasta evaporar todo el
etanol, se resuspendié en 50 puL de buffer de rehidratacion y se almacend a -20 grados hasta su

posterior uso. Se utilizé la centrifuga HETTICH UNIVERSAL 320 para llevar a cabo la metodologia.

6.2.4 Extracciéon metandlica acida

Para la extraccion de proteina total se acoplaron las metodologias de Poovitha & Parani, (2020) y
de Yibchok-Anun et al., (2006).

Primero se colocaron 500 mg de hojas A. dentata en un mortero previamente enfriado con
nitrégeno liquido, y se molieron hasta obtener un polvo fino. Enseguida se agrego al polvo 4.5 mL
de una solucién de metanol y acido sulfurico (1 M) en una relacion 9:1, respectivamente. A
continuacion, se filtré la mezcla y el liquido se centrifugd a 11,396 rpm a 4°C por 10 min.
Posteriormente, se ajustd el pH del sobrenadante a 3.0 utilizando Tris-base y se agregaron 4
voliumenes de acetona; la mezcla se mantuvo en refrigeracion durante 24 h. Finalizado este
periodo de tiempo, se centrifugd a 11,396 rpm a 4°C por 10 min. Al pellet obtenido se afiadid
acetona al 80% y se mezcld, luego se centrifugd a las condiciones mencionadas previamente.
Finalmente, se dejé evaporar la acetona del pellet, se disolvié en buffer de Tris-base a pH 8.0 (10
mM) y se almacend a -20 grados hasta su posterior uso. Se utilizo la centrifuga Thermo Scientific®

Megafuge 16 para llevar a cabo la metodologia.
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6.2.5 Kit de extraccion de proteina total de plantas (Sigma-Aldrich PE0230)

Para la extraccidn de proteina total se utilizé la metodologia de extraccién/precipitacion del plant
total protein extraction kit descrita por Anaya-Esteban, (2022).

Primero se colocaron 250 mg de hojas A. dentata en un mortero previamente enfriado con
nitrégeno liquido, y se molieron hasta obtener un polvo fino. Enseguida, se afadieron 1.5 mL de
metanol y cdctel Inhibidor de proteasas (P9599-Sigma) en una relacién 1:100. Luego, se agito la
mezcla y se incubd a -20°C por 5 min. Al finalizar el tiempo de incubacién, se centrifugé a 5,500
rom a 4°C durante 10 min y se descarté el sobrenadante; este procedimiento de adicién de
metanol se repitid 3 veces. Posteriormente, se dejé secar el pellet resultante de la centrifugacion
y se afiadieron 1.5 mL de acetona, mezcldndolos. Después, se incubd a -20°C por 5 min y se
centrifugd a 5,500 rpom a 4°C durante 10 min; estos pasos se repitieron una vez mas. El nuevo
pellet obtenido se dejé secar hasta evaporar la acetona y se le afadieron 4 ulL de reactivo de
trabajo por cada 250 mg de hoja, para resuspender el pellet. Posteriormente, se dejé incubar por
15 min a temperatura ambiente con agitacién intermitente. Finalizado el periodo de incubacién
se centrifugd a 12,000 rpm a 4°C durante 30 min. Finalmente, se recuperod el sobrenadante para
obtener la proteina total soluble y se almacend a -20 grados hasta su posterior uso. Se utilizé la

centrifuga HETTICH UNIVERSAL 320 para llevar a cabo la metodologia.

6.3 Cuantificacion de proteina
6.3.1 Kit 2D Quant
Para la cuantificacion de proteina con el Kit 2D Quant (GE80-6483-56, Cytiva) se siguieron las
instrucciones del proveedor. Ademas, se prepard una curva estandar de BSA (5000206, Bio-Rad)
con concentraciones desde 0 hasta 50 pug/mL. Posteriormente, para analizar la muestra se
agregaron 500 pL de precipitante a una disolucion de 5 plL de extracto proteico y 45 plL de agua
desionizada. Enseguida, esta disolucién se mezcld durante 2-3 min. A continuacidén, se agregaron
500 pL de co-precipitante y se mezcld brevemente la disolucién. Posteriormente se centrifugd a
12,740 rpm durante 5 min. Finalizada la centrifugacion, el sobrenadante se retird y al pellet
obtenido se agregaron 100 pl de disolucién de cobre y 400 pl de agua destilada y se agitd la mezcla
hasta disolver la proteina precipitada. A continuacién, se agregaron 1 mL de reactivo de color

(reactivo A mas reactivo B) y se dejo incubar la mezcla durante 15-20 min. Finalmente, se leyd la
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absorbancia a 480 nm. La cantidad de proteina se estim®é utilizando la curva estandar previamente

generada. Se utilizo la centrifuga HETTICH UNIVERSAL 320 para llevar a cabo la metodologia.

6.3.2 Ensayo de Bradford
Para la cuantificacion de proteina utilizando el reactivo de Bradford (B6916, Sigma-Aldrich). se
siguieron las instrucciones del proveedor. Se prepard una curva estandar de BSA (5000206, Bio-
Rad) con concentraciones desde 50 hasta 1,400 pg/mL.
Se utilizaron 50 puL muestras con diferentes concentraciones, se afiadid 1.5 mL de reactivo de
Bradford y se mezcld por inversion. Posteriormente, se dejé incubar a temperatura ambiente por
10 min. Finalizado el periodo de incubacién, se midié la absorbancia a 595 nm. La cantidad de

proteina se estimé utilizando la curva estandar previamente generada.

6.4 Electroforesis en Gel SDS- PAGE al 12y 15%
Cada una de las muestras de proteina que se obtuvieron a partir de las hojas de A. dentata se
sometieron a una electroforesis SDS-PAGE. Se utilizaron dos porcentajes diferentes de gel (12 y
15%) con la finalidad de obtener una mejor resolucion y nitidez de las muestras proteicas, lo cual
permitio la seleccion y recuperacidon de bandas de bajo peso molecular (17-35kDa). Primero se
preparo el buffer de electroforesis 10 X Tris Glicina (Tabla 3). Posteriormente se prepararon las
disoluciones para el gel de corrida Acrilamida/Bisacrilamida (Tabla 4) y para el gel concentrador
(Tabla 5). Para generar el gel SDS-PAGE, se monté el sistema de electroforesis con dos placas de
vidrio separadas. Luego, en un recipiente se mezclaron los componentes: acrilamida 30%, Tris-HCI
1.5 M (pH 8.8), H,0 desionizada y SDS 10%. Enseguida se agregaron los catalizadores: persulfato
de amonio y TEMED y se homogenizé la solucién. Inmediatamente, se vertié la mezcla entre las
placas de vidrio y se dejd polimerizar. Se realizé el mismo procedimiento para el gel concentrador,
sin embargo, al colocar la mezcla entre las placas de vidrio se colocd un peine para formar los

pocillos donde se cargaron las muestras.
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Tabla3. Buffer de electroforesis 10 X Tris Glicina pH 8.3.

Componente Contenido
Tris base 30¢g
Glicina l44 g
SDS 10g

Disolver en 800 mL de agua destilada

El pH fue ajustado utilizando HCI concentrado.

Tabla4. Disoluciones para gel de corrida Acrilamida/Bisacrilamida al 12% y 15%.

Soluciones Stock Gel (11%) Gel (12%) Gel (15%)

Acrilamida 30% (ml) 1.83 2.00 2.50
Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 (ml) 1.25 1.30 1.30
H20 desionizada (ml) 1.82 1.60 1.10
SDS 10% (ml) 0.05 0.05 0.05
Persulfato de amonio 10% (ml) 0.02 0.02 0.02
TEMED (ml) 0.01 0.01 0.01
Volumen total (ml) 4.98 4.98 4.98

Fuente: PMDA, 2010.

Tabla5. Disoluciones para la preparacion del gel concentrador

Preparacion Stacking (3 mL)

Disoluciones Stock

Acrilamida 30% (ml) 0.500
Tris-Cl 1.5 M, pH 6.8 (ml) 0.380
H,0 desionizada (ml) 2.100
SDS 10% (ml) 0.025
Persulfato de amonio 10% (ml) 0.010
TEMED (ml) 0.005
Volumen total (ml) 3.020

Fuente: PMDA, 2010.

Se mezcld la proteina soluble con el buffer de carga y se dejé incubar en un termobloque a 95C°
por 5 min. Posteriormente se cargaron las muestras en el gel colocando 30 pg de proteina soluble
en cada pozo y 3 pul del marcador de peso molecular. Finalmente, el gel de
Acrilamida/Bisacrilamida se colocé en la camara de electroforesis, primero a 70 v durante 20 min

y después a 100 V por 90 min.
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Por otra parte, se preparo la solucion de tincién de azul brillante de Coomassie (Tabla 6) y la
solucion desteiiidora de azul de Coomassie (Tabla 7). Transcurrido el tiempo de corrida del gel,
este se colocd en una bandeja con la solucion de tincion de azul brillante de Coomassie por lo
menos durante 3 horas. Posteriormente, el gel se destifid con una solucién de metanol, acido
acético y agua en relacién de 40:10:50, respectivamente. Este proceso se realizé durante 1 h,
renovando la disolucién cada 20 min. Al finalizar este periodo de tiempo, el gel destefido se
colocd en un transiluminador para observar las bandas obtenidas. Las bandas encontradas entre
17 y 35 kDa se recuperaron del gel, cortandolas y se mantuvieron en buffer de electroforesis 10

Xy refrigeracién hasta la electrolucién.

Tabla 6. Disoluciones para la preparacién de solucidon de tincion de azul de Coomassie.

Solucion de tincion de azul brillante de Coomassie (1 L)

Concentracion

. Cantidad
Componentes final
Metanol 40% (v/v) 400 mL
Acido acético glacial 10% (v/v) 100 mL
Azul brillante Coomassie R-250 0.1% (w/v) lg
Agua destilada - 500 mL

Fuente: Brunelle & Green, 2014

Tabla7. Disoluciones para la preparacion de solucion destefiidora de azul de Coomassie.

Solucion destenidora de azul brillante de Coomassie (1 L)

Componentes Concentracion final Cantidad
Metanol 40% (v/v) 400 mL
Acido acético glacial 10% (v/v) 100 mL
Agua destilada - 500 mL

Fuente: Brunelle & Green, 2014

6.5 Electroelucion de proteinas a partir de geles de poliacrilamida
Para la electrolucidn se siguieron las instrucciones del proveedor del electrofiltro modelo 422 de
Bio-Rad (Dunn, 2004).
En primer lugar, se colocaron los Frits en la base de cada tubo de vidrio y luego se ubicé el tubo
en el mddulo del Electro-Eluter. A continuacién, se colocé el tapdn de membrana en la parte

inferior de cada adaptador de silicona y se llend el adaptador con buffer del elucidon previamente
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enfriado, eliminando las burbujas de aire en la membrana de dialisis. Posteriormente, se llend
cada tubo con buffer de elucién y se colocaron los pedazos de las tiras de gel. Luego, se llend la
camara con 600 mL de buffer de elucién y se mantuvo en agitaciéon a 4°C, eluyendo a 10 mA

durante 6 horas.

6.6 Dialisis
Para la didlisis, se emplearon las membranas de didlisis del proveedor Sigma-Aldrich (D6066), con
un corte de peso molecular de 12 kDa.
Antes de cargar las muestras, se hidrataron las membranas y se cerrd un extremo con un nudo.
Luego, se cargaron las muestras en las membranas y se anudaron completamente. Estas bolsas
de didlisis se sumergieron en buffer de fosfatos (50 mM), enfriado previamente. La dialisis se llevé

a cabo a 4°C con agitacién y el buffer se renové cada 6 horas.

6.7 Concentracion de la muestra

Después de la didlisis, se emplearon los dispositivo Amicon® Ultra-2 del proveedor Sigma-Aldrich
(UFC201024), con un corte de peso molecular de 10 kDa.

Primero, se humedecieron las membranas con 1 mL de agua mQy se centrifugd a 4, 000 G durante
1 min a4°C. Posteriormente, se retird el agua, se afiadid la muestra y se colocaron todas las piezas
del dispositivo. Luego, se colocé el dispositivo en la centrifuga y se centrifugd a 4, 000 G a 4°C
durante 10 min. Finalizado el periodo de tiempo, se recogié la muestra y se deseché el filtrado. El
dispositivo se lavé con 50 pL de PBS y se colocé invertido en la centrifuga. Se centrifugé a 1, 000
G durante 2 min a 4°C. Finalmente, se recuperd la muestra. Se utilizdé la centrifuga Thermo

Scientific® Megafuge 16 para llevar a cabo la metodologia.

6.8 Evaluacion de actividad antiproliferativa
Para la evaluacidn de la actividad antiproliferativa se utilizé la linea celular de cdncer de mama
hormono dependiente (MCF-7) del Laboratorio de Cultivo de Células Animales del Centro de

Investigaciones Cientificas de la Universidad del Papaloapan.

25| Pagina



6.8.1 Ensayo del método de bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Para evaluar la actividad citotdxica de las proteinas purificadas, se sometieron 15, 000 células de
la linea celular MCF-7, a diferentes concentraciones de las proteinas con un peso molecular entre
17-35 kDa durante 24 horas. Para elaborar la curva dosis-respuesta, se utilizd como referencia el
estudio de Landi et al., (2022), en el que se evalud la actividad citotdxica de la Sodin 5 (RIP 1) a
distintas concentraciones en las células HeLa y COLO 320. Cabe mencionar que en dicho estudio
se empled la proteina purificada. Con el PM de la Sodin 5, se estimaron las concentraciones en
ug/mL de la curva dosis-respuesta, las cuales fueron: 29.000, 2.900, 0.290, 0.029 y 0.0029. De
acuerdo a estas concentraciones se disefid una curva dosis-respuesta diluyendo cada muestra 10
veces y tomando los voliumenes de: 1, 2, 4, 6, 8 y 10 uL y se aforaron a 10 pL.

Después del tiempo de incubacion con las proteinas, se afiadieron 10 uL de MTT al 5 mg/mLy se
incubd por 4 horas en condiciones de cultivo: una atmosfera al 5% de CO,, a 37°Cy con 95% de
humedad relativa. Finalizado este tiempo, se retird el medio y se agregaron 100 uL de isopropanol
o DMSO para disolver los cristales de formazan generados. Posteriormente, se tomé una lectura
de absorcion a 595 nm y se graficé la absorbancia contra concentracién celular. Se realizaron tres

ensayos independientes para validar el efecto de las proteinas.

6.9 Analisis estadistico
Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, en el que se comparé el nUmero de
bandas obtenidas contra el tipo de hoja (HM y HJ) en la extraccion mediante TRI-Reagent. La
prueba Tukey con 95% de confianza fue aplicada al nimero de bandas obtenidas, con el objetivo
de comprobar si existe una diferencia significativa en el nimero de bandas obtenidas por tipo de

hoja. El software empleado para el analisis fue Minitab (versién de prueba gratuita).
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7. Resultados y discusion

7.1 Métodos de extraccion/precipitacion de proteinas
Con el objetivo de realizar una extraccién total de proteinas, se empleé el método de
TCA/Acetona (TCA/A) propuesto por Niu et al. (2018) y descrito por Anaya-Esteban (2022). Sin
embargo, al afiadir la mezcla de TCA/A (en proporcion 10/90) al extracto vegetal de la hoja
madura en una relacién 1:1, se generd un agregado. En la Figura 7a se puede observar dicho
agregado, el cual muestra una consistencia gelatinosa y un color obscuro. El agregado fue retirado
y se continud con el protocolo de precipitacidon; sin embargo, al cuantificar la proteina recuperada
se obtuvieron bajas concentraciones de proteina (2250.467 ug proteina/ mL). Se hipotetizé que
el pH podria ser la causa de la formacién del agregado, ya que el pH del sobrenadante era de 5.5.
Por ello, se ajustd el pH a 7 antes de afiadir TCA/A . Sin embargo, el agregado se formd

nuevamente.

Figura7. Formacién de agregado al realizar la extraccidn de proteina total mediante a) TCA/Acetona

y b) precipitacion con (NH4)2S0..

Para extraer proteinas y evitar la formacién del agregado, se ensayaron diferentes metodologias
de extraccion de proteinas. Estas fueron: la precipitacién con sulfato de amonio ((NH4)2S04), la
extraccion/precipitacion con TRI-Reagent, la extraccion metandlica y la extraccién mediante el
plant total protein extraction kit. Al emplear la precipitacién con (NH4),SO4, se observd la

formacidn del agregado al afiadir la solucion de (NH4).SO4 (Figura 7b) y no se detectd proteina en
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la cuantificacion. Con las demas metodologias, no se observd la formacion del agregado. En el
caso de la extraccidon/precipitacion con TRI-Reagent, se cuantificé 1896.573 + 113.696 ug
proteina/mL para la HJ y 1282.866 + 303.989 ug proteina/mL para HM. Por otro lado, en la
extraccion mediante el kit, se cuantificé 599.377 + 84.687 ug proteina/mL para la HJ. En la Tabla

8 se resumen los diferentes métodos de extraccién y las concentraciones cuantificadas.

Tabla8. Cuantificacion de proteina en extractos de HM y HJ de A. dentata utilizando el kit 2D Quant

Hoja de A. dentata  Método de Extraccion Concentracion (pg proteina/ mL)
Madura TCA/A-Bm 2250.467
Madura TCA/A-DTT *ND
Madura Precipitacion con (NH4)2SO04 *ND
Madura Extracto crudo 1783.178
Madura TRI-Reagent 1282.866 + 303.989
Juvenil Extracto crudo *ND
Juvenil TRI-Reagent 1896.573 £ 113.696
Juvenil Kit Sigma-Aldrich PE0230 599.377 + 84.687

*ND: no se detecto la presencia de proteina.

De acuerdo a la Tabla 8, el método de TRI-Reagent fue el que proporciond el mayor contenido de
proteina total soluble en HJ y el segundo en HM. Ademds, se observa una concentracion de
proteinas de 2,250 pg en el extracto obtenido con TCA/A-Bm, sin embargo, en el gel de
electroforesis SDS-PAGE se observa una banda semidefinida (Figura 8). En cambio, en el TCA/A-
DTT no se detectd proteina. En el primer caso, posiblemente se obtuvo una sobrestimacién de la
cantidad de proteina debida a interferentes que producen color en los ensayos basados en la
union de iones cupricos a las proteinas, como los aminoacidos individuales: cisteina o cistina,
tirosina y triptofano (Herriott, 1941; Makkar et al., 1980). En el caso de TCA/A- DTT, no se detectd
la presencia de proteina probablemente debido a que el DTT habria quelado al cobre e impedido
el ensayo (Thermo Fisher Scientific, 2023).

El fendmeno observado de la formacién del agregado, coincide con lo reportado por Hashiguchi

et al. (2021), quienes describieron que al precipitar con TCA/A se produjo un pellet pegajoso,
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posiblemente debido a la abundante cantidad de polisacaridos que contiene Opuntia Ficus-Indica.
Una posible explicacion de este fendmeno es que la extraccion/precipitacion con TCA/Acetona
da lugar a la coextraccién de contaminantes poliméricos como: polisacaridos solubles de la pared
celular y polifenoles en tejidos con altos niveles de estos (Rose et al., 2004; Saravanan & Rose,
2004); estos compuestos son los que se polimerizan y forman el agregado. En la Tabla 9 se observa
que las hojas de A. dentata presentan un alto contenido de azucares reductores (81.07+£0.23
mg/g) con respecto a otras especies del género (Preetha et al., 2018); lo que podria ser la causa

de la formacidn del agregado durante la extraccién de proteina.

Tabla 9. Determinacion del contenido de azlcares reductores presentes hojas de diferentes

especies de Alternanthera

Especie de Alternanthera

A. philoxeroides A. tenella  A. versicolor A. sessilis A. dentata

Azucares reductores
14.86+0.12 15.61+0.04 27.02+0.10 56.12+0.20 81.07+0.23

(mg/g)

Datos recuperados de: Preetha et al., 2018

En el caso de la extraccién mediante (NH4).SO4, como se menciond anteriormente, una posible
explicacion para la formacién del agregado serian los cambios drasticos de pH, ya que se pasé de
un pH de 5.5 a uno basico. Por otra parte, un fendmeno similar sucedio al cuantificar los extractos
mediante el ensayo de Bradford (pH de 1). Al anadir el reactivo de Bradford, se formé un agregado
en la disolucidn, el cual mostraba un color azul. Badui Dergal, (2016) menciona que las reacciones
de los monosacaridos ante la presencia de acidos y bases se dan normalmente a pHs extremos,
ya que son relativamente estables a pHs de entre 3 y 7. En el caso del medio alcalino, se han
descrito la formacion de multiples productos secundarios susceptibles de polimerizacion, en la
reacciéon de monosacaridos a estos pHs (Arias-Giraldo & Lépez-Velasco, 2019). Debido a la gran
cantidad de azucares reductores que poseen las hojas de A. dentata, esto podria ser la explicacion

para la formacién del agregado en diferentes pH.
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7.2 Electroforesis en Gel SDS- PAGE
Inicialmente, se emplearon geles de poliacrilamida con concentraciones del 7.5 al 10%, pero los
resultados no mostraron bandas definidas. Por esta razdn, se decidié aumentar los porcentajes
de poliacrilamida al 11, 12 y 15%.
En la Figura 8 se muestra el gel SDS-PAGE de la extraccion mediante TCA/A- Bm. En el gel se
distingue una Unica banda de aproximadamente 63 kDa. Debido a que no se observaron bandas
en los geles SDS-PAGE al utilizar las extracciones proteicas de TCA/A- Bm se optd por utilizar el

extracto crudo para realizar los geles SDS-PAGE vy cortar las bandas.

Figura8. Gel SDS-PAGE al 12% de extractos proteicos de HM de A. dentata obtenidos con el método

de TCA/A- B. Cada carril es una réplica de la extraccion. MPM: Marcador de peso molecular.

Debido a que el extracto crudo tenia una variedad de compuestos que podrian interferir en los
geles SDS-PAGE, se emplearon los Amicon® 10K para eliminar las moléculas pequenas y para
lograr una mayor claridad en las bandas de los geles. En la Figura 9, se muestra la comparacién
entre el perfil electroforético del extracto crudo y del extracto filtrado con el Amicon® 10K. En
cada pozo fueron colocados 71.3 ug de proteina. Se observa que las bandas presentan una baja
definicidon y una intensidad débil. Ademas, no se aprecian cambios en el nimero ni en la nitidez
de las bandas al filtrar el extracto crudo. En el rango de interés (17-35 kDa), se distinguen solo dos

bandas (flechas azules) con pesos moleculares de 28.23 + 0.45 y 26.24 + 0.37 kDa, para la banda
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superior e inferior, respectivamente . A partir de este resultado, se puede concluir que el pasar el
extracto crudo por las membranas Amicon® 10K no aporté un beneficio en la resolucién de las

bandas vistas en los geles SDS-PAGE.

Figura9. Gel SDS-PAGE al 11% de extractos de proteinas de HM de A. dentata a) extracto crudo b)
extracto crudo pasado por Amicon® 10K. Cada pozo contiene 71.3 ug de proteina. Carriles
principales con muestra: C1, C2, C3 y C4; al lado invasidn de carril con la muestra proteica. MPM:

Marcador de peso molecular.

En la Figura 10, se comparan los geles SDS-PAGE con distintos métodos de extraccidon para HM de
A. dentata. Como se observa en la Figura 10a, el extracto crudo (C1) y el extracto filtrado con
Amicon® 10K (C2) presentan el mismo perfil electroforético. No obstante, la extraccion mediante
TCA/Acetona (C3) y la extraccién metandlica (C4) muestran un perfil electroforético muy distinto
al de los demas métodos evaluados. En el caso de C3, se aprecia una menor cantidad de bandas
y se observan muy tenues. Por otro lado, en C4 no se distinguen bandas, sino un barrido, lo cual
podria sugerir una hidrélisis proteica causada posiblemente por la extraccién con &acido. Al
comparar este gel con el gel de extracto crudo (Figura 10b), se nota una diferencia en la intensidad
y claridad de las bandas, asi como la presencia de una banda (B4) no observada con los métodos
de extraccion mencionados anteriormente. En la Figura 10b se observa el perfil electroforético
del extracto crudo en un gel SDS-PAGE al 15%, esto con la finalidad de obtener una mayor nitidez
de las bandas. En el rango de interés (17-35 kDa), sefialado entre lineas rojas, se observan 4
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bandas bien definidas. Estas cuatro bandas fueron seleccionadas para extraer las proteinas y
realizar las pruebas de actividad bioldgica, fueron nombradas de mayor a menor peso molecular
como B1, B2, B3y B4. El peso molecular aproximado de cada banda fue de: 33.412 £ 0.263, 29.326
+0.263,27.558 £ 0.349 y 17 kDa, respectivamente.

Figura 10. Geles SDS-PAGE de extractos de proteinas de HM de A. dentata a) al 12% con: C1 (Extracto
crudo con 69.54 pg de proteina ), C2 (Extracto crudo pasado por Amicon® 10K con 70 ug de
proteina), C3 (TCA/A-DTT con 39 uL ), C4 (extraccion metandlica con 39 pL). Carriles principales
con muestra: C1, C2, C3 y C4; al lado invasidon de carril con la muestra proteica. b) al 15% con: C1
(Extracto crudo con 69.54 pg de proteina). Las bandas seleccionadas se muestran con flechas y

nomenclatura. MPM: Marcador de peso molecular.

En el caso de la HJ se evalud obtener las proteinas desde el extracto crudo, al igual que con la HM,
sin embargo, su bajo contenido de proteinas no permitié observar bandas en los geles de
poliacrilamida (Figura 11). Debido a esto, se optd por buscar otros métodos de extraccion que
permitieran obtener bandas definidas en los geles SDS-PAGE. Los métodos evaluados fueron TRI-
Reagent vy el Kit de extraccidon de proteinas totales de plantas (Sigma-Aldrich PE0230). Se puede
observar en la Figura 12a que el método TRI-Reagent permitié detectar un mayor nimero de
bandas proteicas de bajo peso molecular (7 bandas), en el rango de aproximadamente 11 a 35
kDa. En cambio, con el método del Kit de Sigma (Figura 13b) se observé un menor nimero de

bandas proteicas (3 bandas), en el rango de estudio.
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Figura 11. Gel SDS-PAGE al 15% de extracto crudo de HJ (Ext HJ) de A. dentata. Cada pozo contiene
39 ulL de extracto proteico. Cada carril es una réplica de la extraccion. MPM: Marcador de peso

molecular.

Figura 12. Gel SDS-PAGE al 12% de extractos de proteinas de HJ de A. dentata a)TRI-Reagent (TRI) b)
Kit de extraccién de proteinas totales de plantas Sigma-Aldrich PE0230 (P-K). Cada pozo contiene
30 pg de proteina. Las bandas seleccionadas se muestran con flechas azules y nimeros. MPM:

Marcador de peso molecular.

El método de extraccion seleccionado fue el de TRI-Reagent, por permitir detectar un mayor
numero de bandas proteicas de bajo peso molecular. Se nombraron las muestras de mayor a

menor peso molecular como B1, B2, B3, B4 y B5. El peso molecular aproximado de cada banda
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fue de 31.544 + 2.243, 28.660 *+ 2.264, 25.312 + 1.650, 22.358 + 0.986, 17.560 + 1.532,
respectivamente.

Asimismo, se utilizd el método TRI-Reagent para extraer proteina de HM vy contrastar el perfil
electroforético con el de HJ. La Figura 13 muestra el perfil electroforético de ambas hojas.
Mientras que para HJ se observan las 7 bandas descritas previamente, en HM se distinguen solo
5 bandas (Figura 13b). Ademas, el método TRI-Reagent proporciond la mayor cantidad de
proteina que correlaciona con un mayor nimero de bandas observadas en HJ (Tabla 8 y Figura

13).

Figura 13. Gel SDS-PAGE al 12% de extractos de proteinas de HJ y HM de A. dentata a) TRI-Reagent
de HJ (TRI-HJ) b) TRI-Reagent de HM (TRI-HM). Cada pozo contiene 30 ug de proteina. Las bandas

seleccionadas se muestran con flechas azules y nimeros. MPM: Marcador de peso molecular.

Los resultados obtenidos muestran que la extraccidon/precipitacidon de proteinas con TRI-Reagent
resulté mas eficaz que los otros métodos evaluados para la obtencion de bandas nitidas en los
geles de electroforesis SDS-PAGE. Asimismo, se observaron mas bandas con TRI-Reagent que, con
el extracto crudo, debido a que esta metodologia permite la eliminacién de compuestos
interferentes presentes en el extracto. Este método de extraccion facilitara la replicabilidad de
los resultados y permitird obtener muestras proteicas para el andlisis de geles 2-DE en trabajos

posteriores.
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Los métodos de TCA/Acetona y de TRI-Reagent (también llamado TRIzol®) son algunos de los mas
empleados para extraer proteinas y realizar estudios protedmicos de plantas. Xiong et al. (2011)
llevaron a cabo una extraccidon de proteinas de tejidos de Medicago truncatula Ly utilizaron geles
2-DE para comparar distintas metodologias. Ademas, optimizaron el método de TRI-Reagent para
obtener una mayor resolucién de los spots. Los investigadores reportan que el método de TRI-
Reagent fue superior al método de TCA/Acetona en hojas y tallos, ya que, en este ultimo
contaminantes poliméricos coprecipitados dificultaban la resuspension de las proteinas y la

separacion por 2-DE.

7.2.1 Perfiles electroforéticos de Hl y HM

Por otra parte, se compararon los perfiles electroforéticos de ambas hojas, obtenidos mediante
las distintas metodologias. En la Tabla 10 se muestra el total de bandas proteicas obtenidas en el
intervalo de 17-35KDa. Con el extracto crudo, se observaron 4 bandas en la HM. Con el método
propuesto en el Kit Sigma-Aldrich PE0230, se detectaron muy pocas bandas en la HJ por lo que
esta metodologia no se empled en la HM; estos resultados son similares a los obtenidos por
Anaya-Esteban, (2022) en la extraccién proteica de Tecoma stans mediante el kit. El método del
TRI-Reagent mostro recuperar el mayor niumero de bandas detectadas, tanto en la HM como en
la HJ. Segln Anaya-Esteban, (2022), el método de extraccion de proteinas con TCA/acetona le
permitid obtener un mejor perfil electroforético, asi como un mayor nimero de bandas (9
bandas) en hojas de T. stans. No obstante, los resultados aqui descritos coinciden con los de Xiong
et al. (2011), debido a que el método de TRI-Reagent fue superior al método de TCA/Acetona en
las extracciones proteicas de hojas de A. dentata. Ademas, otra ventaja del método de TRI-
Reagent es que genera perfiles de alta calidad en la separacion por 2-DE, en términos de
resolucién, numero e intensidad de spots (Chan et al., 2018; Lee & Lo, 2008). Esto podria ser muy

util para futuras investigaciones.
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Tabla10. Numero de bandas obtenidas en el perfil electroforético mediante algunas de las metodologias de

extraccidn/precipitacién empleadas en hojas (HJ y HM) de A. dentata.

Método de Intervalo de }
L Numero de bandas
extraccion PM (kDa)
HM HJ
Extracto crudo 17-35 4 *NOB
TRI-Reagent 17-35 4 5
TRI-Reagent 11-35 5 7
Kit Sigma-Aldrich
PEO230 11-35 - 3

*NOB= no se observaron bandas

En laTabla 11, se muestra la comparacién de los PM de las bandas seleccionadas para los ensayos
de actividad antiproliferativa. En el caso de la HM las bandas proteicas se recuperaron desde el
extracto crudo y para la HJ con el método de TRI-Reagent. Se puede observar, que desde la B1

hasta la B3, se observan pequefias diferencias en el PM para ambas hojas.

Tabla1l. Comparacion del peso molecular de las diferentes bandas de proteinas obtenidas de HM (extracto

crudo) y HJ (TRI-Reagent) de Alternanthera dentata (L.) Kuntze.

Peso molecular de las bandas (kDa)

Banda HM HJ

Bl 33.412+0.263  31.544 +2.243
B2 29.326 £ 0.263  28.660 + 2.264
B3 27.558 +0.349  25.312 + 1.650
B4 =17 22.358 + 0.986
B5 - 17.560 + 1.532

Los perfiles electroforéticos de ambas hojas presentan diferencias, tanto en el PM (Tabla 11),
como en el niumero total de bandas observadas: 11 bandas para TRI-HJ y 6 bandas para TRI-HM
(Figura 13). De acuerdo con Fukasawa (1966), el perfil electroforético de las hojas maduras y
juveniles de las plantas varia entre las diferentes fases de crecimiento. Esto podria deberse a que
algunas especies tienen una morfologia y un metabolismo distintos durante su ciclo de vida
(Arteca, 1996). Por ejemplo, James et al. (1999) hallaron diferencias significativas en la forma de

las hojas y en la distribucion de la clorofila entre las hojas juveniles y maduras de Eucalyptus
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globulus ssp. Sin embargo, los estudios sobre el perfil electroforético de las proteinas en los
diferentes estados foliares de las plantas han mostrado resultados contradictorios. Por lo tanto,
se requieren mas investigaciones para explorar las posibles diferencias en el perfil electroforético

de las hojas en las distintas fases de crecimiento.

7.3 Evaluacion de actividad antiproliferativa

7.3.1 Actividad antiproliferativa HM

Previo a realizar los ensayos de actividad antiproliferativa se cuantificd la proteina obtenida de
las bandas B1, B2, B3 y B4, las concentraciones fueron: 55.12, 319.23, 34.61 y 244.87 ug/mL,
respectivamente.

Para elaborar la curva dosis-respuesta, se utilizé como referencia el estudio de Landi et al., (2022).
En la Tabla 12 se observan las concentraciones obtenidas de acuerdo al volumen utilizado de
muestra, ademas, utilizando los PM de cada banda se estimaron las concentraciones en nano
molar (nM). Estas concentraciones se encuentran dentro del rango evaluado por Landi et al.,,
(2022) con su RIP purificada. Con estas nuevas concentraciones se evalué la actividad
antiproliferativa usando cultivos celulares con células MCF-7 y se utiliz6 como control positivo
Doxorrubicina (Doxo) y negativo medio DMEM. Al finalizar el periodo de incubacién se midid la
viabilidad celular mediante el ensayo MTT (Figura 14). Se observd que B3 (27.558 + 0.349 kDa) y
B4 (17 kDa) reducen el porcentaje de viabilidad celular de forma similar a la Doxo
(aproximadamente de en un 68.724 % + 0.081), en las concentraciones evaluadas: 0.346 a 3.461
pug/mL y 2.449 a 24.487 ug/mL, respectivamente. En el caso de B1 y B2, no se observa una

tendencia en la reduccién de la viabilidad celular.
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Tabla12. Concentraciones empleadas en la curva dosis-respuesta para cada una de las bandas de HM en
pg/mLy nM.
Concentracion (ug/mL) Concentracién (nM)

Volumen

B1 B2 B3 B4 Bl B2 B3 B4

(nL)

1 0.551 3.192 0.346 2.449 16.497 108.856 12.559 144.041
2 1.102 6.385 0.692 4.897 32.994 217.711 25.118 288.082
4 2.205 12.769 1.384 9.795 65.988 435.422 50.236 576.165
6 3.307 19.154 2.077 14.692 98.982 653.134 75.354 864.247
8 4.410 25.538 2.769 19.590 131.977 870.845 100.472 1152.329
10 5.512 31.923 3.461 24.487 164.971 1088.556 125.590 1440.412

Figura 14. Efecto de las proteinas de bandas B1, B2, B3 y B4 en contra la linea celular de cancer de

mama MCF-7 a las 24 h de incubacidn. Los resultados se expresan en porcentaje del control

negativo (CN), medio DMEM. Los datos son la media + desviacidon estandar (DE). p < 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos. * representa p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001 y

**** n <0.0001 todos ellos frente al control negativo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA

(analisis de la varianza) unidireccional con el software GraphPad Prism versién 5.0 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Se aplicd la prueba de Dunnet para comparar cada

tratamiento con el control, con una significacion estadistica de p < 0.05.
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En la Tabla 13 se muestran los porcentajes de inhibicion en la viabilidad celular (% IVC) obtenidos
en cada una de las concentraciones utilizadas. Tal como se mencioné anteriormente, en el caso
de B1y B2, no se observa una tendencia a la disminucion del % IVC. El % IVC promedio para ambas
bandas fue muy bajo, siendo 4.373% y -5.809%, respectivamente. Por el contrario, en el caso de
B3 y B4, se observa un mayor % IVC, siendo de 17.223% y 17.312%, respectivamente. El valor
maximo del % IVC para estas dos bandas fue de 30.06% (3.461 ug/mL)y 27.349% (2.448 pg/mL),
para B3y B4, respectivamente. Estos valores son similares al % IVC del DOXO uM (28.500%). Los
datos sugieren que el efecto en la disminucion de la viabilidad celular es independiente de la

dosis.

Tabla 13.  Porcentaje de inhibicion de viabilidad celular para cada una de las concentraciones empleadas en

la curva dosis-respuesta de bandas de HM.

B1-HM B2-HM B3-HM B4-HM
Concentracion % de Concentracion % de Concentracion % de Concentracion % de
(ng/mL) Inhibiciéon (ng/mL) Inhibicién (ng/mL) Inhibiciéon (ng/mL) Inhibicién
0.551 6.687 3.192 -3.874 0.346 6.713 2.448 27.349
1.102 23.36 6.384 -26.071 0.692 27.426 4.897 24.204
2.204 -6.457 12.769 11.955 1.384 19.09 9.794 17.427
3.307 4.334 19.153 -5.178 2.076 -4.82 14.692 -5.639
4.409 -5.664 25.538 -20.215 2.768 24.869 19.589 22.619
5.512 3.976 31.923 8.528 3.461 30.06 24.487 17.913

7.3.2 Actividad antiproliferativa HJ

Previo a realizar los ensayos de actividad antiproliferativa se cuantificd la proteina obtenida de
las bandas B1, B2, B3, B4 y B5 las concentraciones fueron: 48.27, 23.22, 8.77, 51.16 y 200.00
ug/mL, respectivamente.

En la Tabla 14, se observan las concentraciones empleadas en los ensayos, ademas, utilizando los
PM de cada banda se estimaron las concentraciones en nano molar (nM). Utilizando estas
concentraciones se evalué la actividad antiproliferativa en cultivos celulares de células MCF-7 y
se utilizd como control negativo medio DMEM. Al finalizar el periodo de incubacion se midid la
viabilidad celular mediante el ensayo MTT (Figura 15). No se observd ninguna reduccion en el

porcentaje de viabilidad celular en ninguna de las bandas evaluadas.
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Tabla 14. Concentraciones empleadas en la curva dosis-respuesta para cada una de las bandas de HJ en
pg/mLy nM.
Concentracién (pg/mL) Concentracién (nM)
Banda Baja Alta Baja Alta
B1 0.048 0.48 1.522 15.217
B2 0.023 0.23 0.803 8.025
B3 0.0087 0.087 0.344 3.437
B4 0.051 0.51 2.281 22.811
B5 0.2 2 11.390 113.895

Figura 15. Efecto de las proteinas de bandas B1, B2, B3, B4 y B5 en contra la linea celular de cancer

de mama MCF-7 a las 24 h de incubacidn. Los resultados se expresan en porcentaje del control

negativo (CN), medio DMEM. Los datos son la media + desviacidon estandar (DE). p < 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos. * representa p < 0.05; ** p £0.01; *** p<0.001 y

**** n <0.0001 todos ellos frente al control negativo. Los datos se analizaron mediante un ANOVA

(analisis de la varianza) unidireccional con el software GraphPad Prism versién 5.0 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Se aplicd la prueba de Dunnet para comparar cada

tratamiento con el control, con una significacion estadistica de p < 0.05.

En la Tabla 15 se muestran % IVC obtenidos en cada una de las concentraciones utilizadas. Los

porcentajes son muy bajos, estos resultados sugieren que las proteinas provenientes de bandas

de HJ, no tienen efecto en la actividad antiproliferativa de la linea celular MCF-7.
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Tabla 15.  Porcentaje de inhibicion de viabilidad celular para cada una de las concentraciones empleadas en

los ensayos con bandas de HJ.

B1-HJ B2-HJ B3-HJ B4-HJ B5-HJ
Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
% IVC % IVC % IVC % IVC % IVC
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.048 1.770 0.023 6.083 0.0087 0.136 0.051 4.494 0.2 2.769
0.48 0.946 0.23 4732 0.087 7.346 0.51 4.371 2 3.515

Nota: porcentaje de inhibicion en la viabilidad celular (% IVC)

En la literatura se han reportado algunos casos de fracciones proteicas de origen vegetal con
actividad contra células MCF-7. Por ejemplo, Rahma et al. (2022) evaluaron la actividad citotdxica
y antiproliferativa de una fraccidn proteica extraida de las semillas de Moringa oleifera mediante
cromatografia de intercambio idnico. Los autores hallaron que la fraccién proteica presentaba
una actividad citotdxica débil contra las células MCF-7, con un valor ICso de 429.90 ug/mL, y que
no tenia actividad antiproliferativa. Esto significa que la proteina no logrd inhibir el crecimiento
de las células cancerosas, pero fue capaz de inducir la muerte de las mismas. Asimismo, Sukma et
al. (2022) aislaron diferentes fracciones proteicas de Gnetum gnemon utilizando cromatografia
de intercambio idnico y sometieron a ensayos contra células MCF-7, sin embargo, no reportaron
el PM de dichas fracciones. Los investigadores encontraron que una fraccion proteica tenia efecto
citotdxico en dichas células con un valor ICso de 125. 89 ug/mL, pero no inhibia la proliferacion
celular. Por otro lado, Fartousi et al. (2022) analizaron los efectos de la Dianthin-30 (RIP-I),
proveniente de Dianthus caryophyllus, en un cultivo 3D de células MCF-7. Los investigadores
reportaron que en todas las concentraciones evaluadas (1.25 hasta 10 pg/mL) mostraban un
efecto inhibidor significativo en el crecimiento celular, ademas de causar apoptosis.

Por otra parte, algunas fuentes bibliograficas describen la obtencidn de péptidos con actividad
citotoxicay antiproliferativa a partir de diferentes plantas. Por ejemplo, Silva-Sdnchez et al. (2008)
describieron que la fraccion proteica digerida con tripsina, de semillas de Amaranthus
hypochondriacus, mostré actividad apoptdtica contra las células Hela. Los autores reportaron
que con 1 pg/mL de la fraccidn proteica, se causaba el 30% de apoptosis en la linea celular y con

5 pg/mL se observaba un 38.8% de apoptosis. Mediante técnicas como: ensayo ELISA, Western
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blot, y MALDI-TOF, se identificd un péptido de 18.5 kDa que tenia mas del 60% de la secuencia
peptidica de la lunasina de soja. Asimismo, Vilcacundo et al. (2019) reportaron péptidos que
inhibian la viabilidad celular. Estos péptidos se obtuvieron mediante una digestion enzimatica de
harina de Amaranthus caudatus. Luego, se purificaron las fracciones peptidicas utilizando
cromatografia liquida de fase reversa semi-preparativa (RP-HPLC). Los investigadores indicaron
que los péptidos con un PM superior a 5 kDa eran mas eficaces para inhibir la viabilidad celular
en células Caco-2 de cancer colorrectal humano. La obtencion de fracciones peptidicas con
actividad antiproliferativa depende de varios factores. Sin embargo, de acuerdo a los estudios
mencionados anteriormente, la digestién enzimatica favorece la liberacién de péptidos de bajo
PM vy, por lo tanto, podria ser una estrategia para la obtencién de péptidos con actividad
antiproliferativa; en caso de no observarlos de forma nativa.

Por otra parte, Krobthong et al. (2022) describieron péptidos naturales con actividad citotéxica
en seis tipos de células cancerosas humanas, los cuales fueron aislados de la flor de Tecoma stans
(L.). Para obtener dicho péptidos, emplearon el método de extraccidon con agua caliente a presién
(PHWE), seguido de una cromatografia de exclusién molecular. En el caso de la linea celular A549
(adenocarcinoma pulmonar) se encontré que los péptidos naturales disminuian la viabilidad

celular hasta en un 60% a concentraciones superiores a 0.125 ng/mL.
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8. Conclusion

En primer lugar, el método TCA/Acetona, propuesto para la extraccién de proteina total de hojas
de A. dentata, resulto ineficaz debido a los componentes naturales de las hojas. En cambio, el
método de TRI-Reagent demostrd resultados favorables para la extraccién proteica. Con dicho
método, se detectd un mayor nimero de bandas proteicas de bajo peso molecular en los geles
SDS-PAGE. Por lo tanto, se concluye que el método de TRI-Reagent es el mds adecuado para la
extraccién de la proteina en ambos tipos de hoja. En segundo lugar, al comparar los resultados
obtenidos en los perfiles electroforéticos de geles SDS-PAGE, se observé una diferencia en el
numero de bandas obtenidas para cada tipo de hoja en el intervalo de 17-35 kDa. En la HM se
observaron 4 bandas, mientras que en la HJ se observaron 5 bandas. Sin embargo, de acuerdo al
analisis estadistico, no existe una diferencia significativa en el nUmero de bandas obtenidas por
cada tipo de hoja en el intervalo de estudio.

Finalmente, las bandas de HM denominadas B3 y B4 mostraron una reduccién en la viabilidad
celular de forma similar a la Doxo en las concentraciones evaluadas (de 0.035 a 0.346 ug/mLy
0.245 a 0.244 pg/mL, respectivamente). Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad
antiproliferativa indican que algunas proteinas pertenecientes a las bandas proteicas en el rango
de estudio poseen dicha actividad. Por el contrario, las bandas evaluadas de HJ, no mostraron una
reduccion en la viabilidad celular. En base a estos hallazgos, se puede concluir que existen
proteinas de hojas maduras de A. dentata con actividad antiproliferativa. Como futuras lineas de
investigacidn, se podria continuar trabajando con dichas bandas para identificar y caracterizar a
las proteinas que poseen la actividad y evaluar su especificidad con las células cancerosas.
Identificar y caracterizar estas proteinas podria sentar las bases para un posible tratamiento

contra el cancer en algun futuro.
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9. Recomendaciones

9.1 Identificacion de potenciales RIPs mediante un alineamiento de secuencias
Se podrian utilizar algunas de las secuencias de RIPs reportadas y, mediante programas de
alineamiento de secuencias como ONEKP: BLAST para plantas, se podria determinar si existen
proteinas con secuencias similares a las de las RIPs o con regiones conservadas en el genoma de
A. dentata.

9.2 Propuestas para obtener una mejor extraccion:
Se podria utilizar el buffer de lisis modificado descrito por Bhardwaj & Yadav, (2013) como buffer
de extracciéon y continuar con el método de TCA/Acetona. Dicho buffer de lisis estd compuesto
por: urea (9 M), tiourea (2 M), DTT al 1% y CHAPS al 4%. Ademas, se podria realizar la extracciéon
de proteinas mediante fenol descrita por Bhardwaj & Yadav, (2013), debido a que los autores
sugieren que esta extraccion genera bandas muy nitidas y definidas en los geles SDS-PAGE.
Finalmente, se podria utilizar la metodologia descrita por Lledias et al. (2020). Los autores
lograron aislar una RIP | de una planta con un alto contenido de azucares (A. tequilana var. azul).

9.3 Realizar un gel SDS-PAGE cargando muestras de los diferentes métodos de

extraccion de proteinas utilizados para comparar el perfil electroforético.

9.4 Propuestas extraer y evaluar proteinas nativas de A. dentata
Uno de los factores que podria otorgar la actividad antiproliferativa a la proteina es su estructura
tridimensional nativa, en caso de ser una enzima. Debido a esto se deberia optar por utilizar
métodos de extraccion de proteinas nativas, algunos de estos métodos podrian ser: electroforesis
en gel de poliacrilamida nativa y técnicas de cromatografia. Por ejemplo, Na Ayutthaya et al.
(2020) describieron cédmo aplicar la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida nativa azul
(BN-PAGE) para extraer oligdmeros de proteinas Arabidopsis thaliana. Por otra parte, en el caso
de la cromatografia, Gholizadeh, (2019) describieron la extraccion de una RIP |, proveniente de

Celosia plumosa, utilizando cromatografia de intercambio anidnico e intercambio catidnico.
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9.5 Identificacion de las proteinas provenientes de las bandas con actividad
antiproliferativa
Para identificar las proteinas con actividad antiproliferativa, se podrian utilizar geles
bidimensionales (2-DE). Utilizando esta técnica, se separarian las proteinas en funcién de su peso
molecular y su punto isoeléctrico. Después de separar las proteinas provenientes de las bandas,

se emplearian técnicas como el western blot, MALDI, LC-MS/MS para identificarlas.
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ANEXO 1. Curva 2D Quant con BSA como estandar
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ANEXO 3. Curva de Bradford con BSA como estandar
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ANEXO 4. ANOVA de un solo factor: Nimero de Bandas vs Tipo de Hoja con extraccion

mediante TRI-Reagent

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Tipo de Hoja 1 2.250 2.250 0.36 0.609
Error 2 12.500 6.250

Total 3 14.750

Prueba Tukey sobre los métodos utilizados.

Método de Tukey con una confianza de 95%

Tipo de

Hoja N Media Agrupacion
HM 2 4.000 A

HT 2 250A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultidneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para Nimero de Bandas

HT - HM

-15 -10 -5 0 5 10

Si un intervalo no contiene cero, las medias son
diferentes.

El valor p (0.609) es mayor que 0.05. Por lo tanto, se acepta HO y se concluye que no hay una

diferencia significativa en el nimero de bandas obtenidas, por cada tipo de hoja en el intervalo

de estudio.

ANEXO 5. Actividad antiproliferativa de HJ en la linea celular HEK 293 a dos concentraciones
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Figura 16. Efecto de las proteinas de bandas B1, B2, B3, B4 y B5 en contra células embrionarias de
rifidn humano HEK 293 a las 24 h de incubacién. Los resultados se expresan en porcentaje del
control negativo (CN), medio DMEM. Los datos son la media + desviacién estandar (DE). p < 0,05
se consideraron estadisticamente significativos. * representa p < 0.05; ** p £0.01; *** p <0.001
y **¥** p < 0.0001 todos ellos frente al control negativo. Los datos se analizaron mediante un
ANOVA (anadlisis de la varianza) unidireccional con el software GraphPad Prism versién 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Se aplicd la prueba de Dunnet para comparar

cada tratamiento con el control, con una significacion estadistica de p < 0.05.
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