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RESUMEN:

Introduccidén: El cancer de pulmén es la enfermedad oncoldgica que presenta la mayor
mortalidad a nivel mundial, cifras que han aumentado debido a la limitada disponibilidad
de tratamientos terapéuticos eficaces. En los Ultimos afios, la busqueda de agentes
antitumorales a partir de plantas empleadas en la medicina tradicional ha cobrado mayor
importancia, al representar una amplia fuente de sustancias bioactivas. Una de estas
especies, Tagetes erecta, es una planta de gran valor etnobotdnico y cultural que, de
acuerdo con recientes reportes, es capaz de inducir efectos citotéxicos sobre distintas lineas
tumorales haciendo uso de sus extractos. Sin embargo, hay poca evidencia de la actividad
antitumoral del extracto de Tagetes erecta en modelos experimentales de cancer de

pulmén.

Objetivo: Evaluar la actividad anticancerigena in vitro e in vivo del extracto de Tagetes

erecta L. (TE) en un modelo de carcinoma pulmonar.

Metodologia: Flores y hojas frescas de TE fueron maceradas con etanol hasta obtener
extractos hidroalcohdlicos sélidos y su caracterizacién fitoquimica se realizé mediante una
cromatografia de gases acoplado a masas. Estos extractos fueron empleados en un
bioensayo de toxicidad en Artemia Salina, evaluando distintas concentraciones (50 mg/ml,
5 mg/ml, 50 pg/ml, 5ug/ml, 50 ng/ml y 5 ng/ml) durante 24 horas. Ademas, se realizé un
ensayo de citotoxicidad con colorante azul de tripdan en las lineas celulares COS-1
(fibroblastos de rifidn de mono) y LLC (carcinoma pulmonar de Lewis), evaluando también
distintas concentraciones (5, 50 y 500 pug/ml) de ambos extractos durante 24 h. El efecto
antiproliferativo se determiné mediante el ensayo de cristal violeta. El extracto con mayor
citotoxicidad in vitro (EFTE) fue evaluado en el modelo animal de carcinoma pulmonar por
xenoinjerto, donde se implantaron 1x10° células LLC en el dorso de ratones C57BL/6. A los
6 dias post-implantaciéon, se administraron por via intraperitoneal los tratamientos
correspondientes a cada grupo (Grupo 1: Sin tratamiento, Grupo 2: Etopdsido 9 mg/Kg,
Grupo 3: 400 mg/Kg/Dia EFTE, Grupo 4: 9 mg/Kg de etopdsido + 400 mg/Kg/ Dia EFTE). Se

midié el volumen tumoral durante 15 dias en los ratones; posteriormente se realizd su



sacrifico y los tumores fueron removidos para su analisis histopatolégico tras tincién con
hematoxilina y eosina, llevando a cabo la evaluacidon microscépica de areas necréticas y

numero de mitosis.

Resultados: Se obtuvieron rendimientos de 2.85% de extracto de hojas (EHTE) y 1.44% de
extracto floral (EFTE). Los compuestos mayoritarios presentes en el extracto corresponden
a 2,3-dihidro-benzofuran, acido octadecandico, acido bencenacético, acido oléico, acido
linoléico y acido acético. Ningun extracto evidencié toxicidad en Artemia salina, ni en la
linea celular no tumoral COS-1. Sin embargo, el extracto de flores generd el mayor efecto
citotoxico en la linea celular LLC con un 60%, comparado con el extracto hojas (20 %). La
combinacidn del extracto floral y etopdsido disminuyd la proliferacién celular en un 20% en
la linea de carcinoma pulmonar de Lewis. En el modelo in vivo, la administracién de extracto
floral de TE redujo en 70% el volumen tumoral de los ratones implantados con células LLC,
respecto al control. El andlisis histopatolégico mostré que la administraciéon del extracto
floral de TE disminuye la cuenta mitdtica hasta 20 mitosis por campo y disminuye la
viabilidad tumoral en un 45%, obteniéndose los mejores resultados cuando el extracto es

combinado con etopésido.
Conclusién:

El extracto hidroalcohdlico de flores y hojas de TE tienen efecto citotdxico en células de
carcinoma de pulmén de Lewis. Ademas, muestran ser selectivos a lineas celulares
cancerigenas. El presente estudio indica que el extracto de flores de TE inhibe la progresion
tumoral y ademds incrementa su efectividad en combinacidn con etopdsido. Los resultados
contribuyen a la evidencia de que los compuestos bioactivos presentes en el extracto

hidroalcohdlico de TE poseen potencial terapéutico contra el cdncer de pulmén.

PALABRAS CLAVE:

Cdncer de pulmon, Tagetes erecta, Citotoxicidad, Extracto natural, Antitumoral.



ABSTRACT

Introduction: Lung cancer is the oncological disease with the highest mortality rate
worldwide, numbers that have increased due to the limited availability of effective
therapeutic treatments. In recent years, the search for antitumor agents from plants used
in traditional medicine has become more important, as they represent a broad source of
bioactive substances. One of these species, Tagetes erecta, is a plant of great
ethnobotanical and cultural value that, according to recent reports, can induce cytotoxic
effects on different tumor lines using its extracts. However, there is little evidence of the

antitumor activity of Tagetes erecta extract in experimental models of lung cancer.

Aim of the study: To evaluate the in vitro and in vivo anticancer activity of Tagetes erecta

extract (TE) in a lung carcinoma model.

Methodology: The fresh TE flowers and leaves were macerated with ethanol to obtain solid
hydroalcoholic extracts and their phytochemical characterization was performed by mass
coupled gas chromatography. These extracts were employed in a toxicity bioassay on
Artemia Salina, evaluating different concentrations (50 mg/ml, 5 mg/ml, 50 pug/ml, 5ug/ml,
50 ng/ml and 5 ng/ml) for 24 hours. In addition, a cytotoxicity assay with trypan blue dye
was performed on COS-1 (monkey kidney fibroblasts) and LLC (Lewis lung carcinoma) cell
lines, evaluating also different concentrations (5, 50 and 500 pg/ml) of both extracts for 24
h. The antiproliferative effect was determined by crystal violet assay. The extract with the
highest in vitro cytotoxicity (EFTE) was evaluated in the xenograft lung carcinoma animal
model, where 1x106 LLC cells were implanted in the dorsum of C57BL/6 mice. At 6 days
post-implantation, treatments corresponding to each group were administered
intraperitoneally (Group 1: No treatment, Group 2: Etoposide 9 mg/kg, Group 3: 400
mg/kg/day EFTE, Group 4: 9 mg/kg etoposide + 400 mg/kg/day EFTE). Tumor volume was
measured for 15 days in the mice; they were subsequently sacrificed, and the tumors were
removed for histopathological analysis after staining with hematoxylin and eosin, carrying

out microscopic evaluation of necrotic areas and number of mitoses.



Results: Yields of 2.85% of leaf extract (EHTE) and 1.44% of flower extract (EFTE) were
obtained. The major compounds present in the extract were 2,3-dihydro-benzofuran,
octadecanoic acid, benzeneacetic acid, oleic acid, linoleic acid, and acetic acid. None of the
extracts showed toxicity in Artemia salina, nor in the non-tumor cell line COS-1. However,
the flower extract generated the highest cytotoxic effect on the LLC cell line with 60%,
compared to the leaf extract (20%). The combination of flower extract and etoposide
decreased cell proliferation by 20% in the Lewis lung carcinoma cell line. In the in vivo
model, the administration of TE flower extract reduced the tumor volume of mice implanted
with LLC cells by 70% compared to the control. Histopathological analysis showed that the
administration of TE flower extract decreased the mitotic count to at least 20 mitoses per
field and decreased tumor viability by 45%, obtaining the best results when the extract was

combined with etoposide.

Conclusion: The hydroalcoholic extract of TE flowers and leaves have a cytotoxic effect on
Lewis lung carcinoma cells. In addition, they show to be selective to cancer cell lines. This
study indicates that the TE flower extract inhibits tumor progression and increases its
effectiveness in combination with etoposide. The results contribute to the evidence that
the bioactive compounds present in the hydroalcoholic extract of TE have therapeutic

potential against lung cancer.

KEY WORDS

Lung cancer, Tagetes erecta, Citotoxicity, Natural extract, Antitumor.



1.- INTRODUCCION.

El cdncer es la principal causa de muerte a nivel mundial segun las estimaciones realizadas
en 2020 por GLOBOCAN (Global Cancer Observatory), que reporta un incidencia de 19.3
millones de casos nuevos, con una mortalidad de al menos 10 millones de decesos causados
por esta patologia (1). Existen diversas clasificaciones de cancer, pudiendo desarrollarse en
cualquier parte del cuerpo, aunque se puede destacar el cancer de pulmén (CP) como la
enfermedad oncolégica mas frecuente alrededor del mundo y la principal causa de
mortalidad relacionada con neoplastias malignas (2). El CP ha evidenciado poseer mayor
agresividad respecto a otros tipos de cancer, por lo que actualmente es uno de los mayores
retos en temas de salud publica, representando en México la segunda principal causa de
muerte en varones y la cuarta en mujeres; se estima que el CP cobra la vida anualmente de

mas de 8 mil mexicanos, con una incidencia de aproximadamente 9 mil casos nuevos (3).

Aungue anteriormente los casos de CP se atribuian casi en su totalidad al tabaquismo, en
las ultimas décadas han surgido evidencias que demuestran que no es la Unica causa directa,
a pesar de ser el factor de riesgo principal (4). Al menos el 25% de los casos de CP ocurre en
pacientes no fumadores, patologia atribuible a una etiologia multifactorial dentro de la cual
se han identificado: exposicion ocupacional a agentes carcinogénicos, contaminacion
atmosférica, exposicién a radiacidon y factores genéticos que predisponen el desarrollo de

la enfermedad (5).

El cancer de pulmdn se define como el crecimiento anormal, rdpido y desordenado de
células en tejidos bronquiales y pulmonares (2). Existen dos categorias para clasificar el

cancer de pulmon, las cuales se diferencian de acuerdo con su origen y el tipo de células:

e Cancer pulmonar de células pequenas (CPCP): representa el 20% de los casos de
cancer pulmonar. Esta forma de CP tiene una tasa de proliferacién mas alta, es muy
agresiva y tiende a producir metastasis con mayor rapidez respecto al cancer de

pulmén de células no pequeiias.
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e Cancer pulmonar de células no pequenas (CPCNP): representa el 80% de todos los

casos de cancer pulmonar.

Ademas de la problematica mencionada respecto a la patogenia del cdncer de pulmén, esta
patologia también conlleva elevados costos econdmicos para las instituciones del sector

salud, con un gasto promedio por paciente de 100 mil pesos anualmente (3).

La mayoria de los medicamentos disponibles en la actualidad para el tratamiento del cancer
pulmonar tienen un potencial terapéutico limitado debido a su alta toxicidad, su ineficiencia
para detener el progreso de la enfermedad, y sus altos costos. Teniendo esto en cuenta, es
necesario desarrollar nuevos tratamientos que puedan solventar tales desventajas. Por lo
tanto, la identificacidn y obtencidn de nuevos agentes anticancerigenos eficientes sigue
siendo una desafiante tarea de gran importancia para el tratamiento de este cancer (6),
donde distintas alternativas, como la busqueda de agentes anticancerigenos a partir de
plantas han ganado impulso en los ultimos afios, con los productos naturales cobrando una

mayor relevancia dentro del ambito farmacéutico (5).

Las plantas convencionales son una fuente valiosa de nuevos agentes citotdxicos y juegan
un papel critico en la salud, debido principalmente a su amplia gama de efectos

farmacoldgicos de baja toxicidad (4).

La cempasuchil (Tagetes erecta) ademas de su valor cultural, es cominmente usada en
medicina tradicional, se le han atribuido propiedades para tratar la bronquitis, dolor
reumatico, enfermedades respiratorias (6), como anticancerigeno y para tratar problemas
gineco-obstétricos (7); ademas se ha reportado que sus pétalos son una fuente importante
de luteina, con concentraciones mucho mayores de este pigmento en comparacién a otras
especies vegetales, que desempenan un papel bioldgico enorme como agentes
guimiopreventivos que incluyen la mejoria de la funcién inmune, inhibicién de la
autooxidacién de lipidos celulares, etc. (4). Diversos estudios sefialan a Tagetes erecta L.

(TE) como una planta con potencial quimiopreventivo y anticancerigeno (4-7).
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2.- MARCO TEORICO.

2.1 CANCER DE PULMON.

Las cifras mundiales de cdncer continian en aumento debido al envejecimiento y el
crecimiento de la poblacion, durante el afio 2020 se registraron alrededor de 19.3 millones

de casos de cancer y 10 millones de decesos por cancer (8).

El cdncer de pulmén es el mas comin en hombres y comprende el 17% del total de nuevos
casos de cancer y el 23% del total de muertes por esta enfermedad (2); el CP es uno de los
mas comunmente diagnosticados en etapas avanzadas e incurables. Para estos pacientes,

la radioterapia y la quimioterapia son las Unicas alternativas de tratamiento (9).

Canceres mas comunes del mundo en el
ano 2020

Céncer de mama
11.7%

Céncer de
pulmén

Otros 11.4%

40%

Céancer
colorrectal
10%

Céancer de Céncer de

estomago prostata
5.6% 7.3%

Figura 1.- Tipos de cdnceres mds comunes en 2020 segtin GLOBOCAN (1).

El principal factor de riesgo del cancer de pulmén es el tabaquismo. Se estima que entre el
75% y el 80% de las muertes relacionadas con el cancer de pulmdn estan relacionadas con

este habito (9).
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Aproximadamente una tercera parte de los casos de CP entre pacientes no fumadores se
puede atribuir al tabaquismo pasivo (9), sin embargo, la exposicién a contaminantes como
hidrocarburos aromaticos, cromo, niquel, asbesto y derivados de arsénico (10), ademas de

la existencia de factores genéticos que predisponen al desarrollo de la enfermedad (11).

Una de las primeras pruebas utilizadas para evaluar a un paciente con sospecha de cancer
de pulmdn es una radiografia de térax. Los resultados pueden revelar una masa,
agrandamiento de los ganglios linfaticos o colapso pulmonar. La tomografia computarizada

de térax también puede ayudar en la deteccién de anomalias fisicas relacionadas con cancer

(9).

Carcinoma de células
no pequefias

Lobulo
superior

Lébulo VR y Carcinoma de células
medio «\ (< 1 Y (e escamosas
3 ' Bronquios

Mediastino
Carcinoma de

células pequefias

Lobulo
inferior

Adenocarcinoma

Pulmén Derecho Pulmén Izquierdo

Figura 2.- Anatomia pulmonar y localizacion comun de la mayoria de los tipos
de cdncer de pulmon. (Imagen creada).

Existen dos tipos de cancer de pulmén de acuerdo con su origen celular y a caracteristicas
morfoldgicas, de manera general, se pueden clasificar como cancer de pulmén de células

pequefias (CPCP) y cancer de pulmdn de células no pequeiias (CPCNP) (2).
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2.1.1 CANCER DE PULMON DE CELULAS NO PEQUERNAS (CPCNP).
El cdncer de pulmdn de células no pequefas representa el 80% de los casos de carcinoma
pulmonar (2), se divide a su vez en carcinomas de células grandes, adenocarcinomas y

carcinomas de células escamosas(9).

2.1.2 EL CANCER DE PULMON DE CELULAS PEQUERNAS (CPCP).
El carcinoma de pulmén de células pequeias (CPCP) se define como "un tumor epitelial
maligno formado por células pequefias, con caracteristicas como escaso citoplasma,

cromatina nuclear granular, bordes celulares indefinidos, y nucléolos ausentes o poco

visibles” (12).

Este tipo de cancer representa casi el 20% de los canceres de pulmoén (13); el CPCP tipico
involucra solo células pequefas y representa alrededor del 90% de los casos. El resto de los
casos se clasifica como enfermedad combinada, en donde el tumor contiene componentes

de células pequefas y no pequeias (12).

Cancer de pulmén

Pulmones

Figura 3.- Histologia caracteristica del cdncer de pulmén (Modificado de eurocitology 2014).

Tabla 1.- Signos y sintomas del cancer de pulmén de células pequeias (15).

Signos y sintomatologia asociados con el crecimiento tumoral.
e Irritacion y/o sensacién de compresién en los bronquios.

e Tos constante con o sin presencia de sangre.
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e Dificultad respiratoria general.
Signos y sintomatologia asociados con la invasiéon tumoral.
e Ronquera y/o paralisis total/ parcial de las cuerdas vocales.
e Dificultad para tragar alimentos sélidos o liquidos.
e Dolor toracico.

e Sindrome de la vena cava superior.

2.2.- FARMACOLOGIA ANTITUMORAL PARA CANCER DE PULMON DE CELULAS
PEQUENAS.

Existen diferentes estrategias para el tratamiento del carcinoma pulmonar, entre los que se
incluyen la radioterapia y quimioterapia. La seleccion del tratamiento depende
directamente del estadio del cdncer y el estado de salud general del paciente. La deteccion
temprana del CP suele ser dificil, debido a que, durante esta etapa los pacientes a menudo
son asintomaticos y los sintomas que llegan a presentar son inespecificos de la enfermedad,
por lo que se llega al diagndstico tardio y habitualmente es mediante hallazgos de

anormalidades en una radiografia toracica (16).

La identificacion de mejores combinaciones farmacolégicas ha sido el principal enfoque de
multiples investigaciones a lo largo de los ultimos 30 afios. El tratamiento a base de
antraciclinas y su combinacién con vincristina y ciclofosfamida, se convirtié en la terapia
estandar durante la década de 1970, seguida de los tratamientos que contienen etopdsido
y los basados en cisplatino, convirtiéndose en el tratamiento de primera linea contra el CP
durante la década de 1980, estos tratamientos siguen siendo usados en la actualidad. Sin
embargo, con el tiempo han ido perdiendo su eficacia debido a fendmenos que inducen

farmacorresistencia, lo que ha generado grandes retos entre la comunidad cientifica (12).

A raiz de la necesidad del desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos, un foco de
interés que ha tomado relevancia en los ultimos afios, ha sido el estudio de los productos

naturales y otros remedios usados en la medicina tradicional, a los que, a lo largo del tiempo
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se les han atribuido multiples propiedades curativas, existe una gran cantidad de farmacos
gue se han sintetizado a partir de compuestos bioactivos presentes en plantas, los ejemplos
mas destacados son el etopdsido cuyo origen fue encontrado en el Podéfilo (Podophyllum
notatum L.) (13) y el paclitaxel, que es un compuesto aislado y modificado de la corteza de

un arbol comunmente conocido como tejo del pacifico (Taxus brevifolia Nutt.) (14).

Este tipo de hallazgos, han sido un parteaguas para el estudio y aislamiento de compuestos

derivados, en su mayor parte, de plantas usadas en medicina tradicional.

2.3.- MEDICINA TRADICIONAL.

La medicina tradicional, es un conglomerado de conocimientos ancestrales que han sido
difundidos a través del tiempo mediante el aprendizaje, la observacidn y la experimentacion
(20). Con la llegada de la medicina aldpata, los conocimientos ancestrales fueron
desplazados, sin embargo, debido a la creciente demanda de medicamentos, éstos no han
sido suficientes para atender los problemas de salud, ademas, de que la velocidad con la
que se descubren y sintetizan los farmacos es lenta, por lo que un alto porcentaje de la

poblacién sigue haciendo uso auxiliar de plantas medicinales (21).

No fue hasta que la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) lanzé un programa
internacional de “Promocién de la medicina tradicional en los paises en desarrollo” y a raiz
de éste que surgieron grupos de investigacién para el estudio de las plantas medicinales,
esto marcé el surgimiento de la etnobotanica como un foco de interés cientifico relevante,
gue mas adelante constituyd el fundamento y la primera etapa de investigacion sobre los

usos medicinales de las plantas (21).

En el drea oncoldgica, los primeros farmacos fueron sintetizados a partir de especies
vegetales a las que se les atribuyd tradicionalmente un efecto antitumoral, en México
existen muchas plantas que gran parte de la poblacién usa como remedio auxiliar en el
tratamiento de sus padecimientos, la popularidad referente a estas plantas varia
dependiendo de la zona y la abundancia en la que se encuentran naturalmente, ejemplos
de esto son el orégano (Origanum vulgare L.) (22), ajenjo (Absinthium vulgare Lam.) (23), la

hierba del cancer (Cuphea aequipetala) (24) y el cempasuchil (Tagetes erecta L.) (25).
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2.4.- Tagetes erecta.
Tagetes erecta (TE) es una planta mesoamericana conocida en México como cempasuchil
(26). Es cultivada principalmente para la celebracién del del Dia de Muertos, esta practica

tradicional ha favorecido su preservacion en diferentes regiones de México (27).

Habita en climas calidos, semicélidos, secos y templados (26), ha sido adaptada a distintos
habitats, es cultivada en huertos, milpas y zonas urbanas (27); en México se distribuye
principalmente en los estados de Aguascalientes, Campeche, Colima, Ciudad de México,
Guanajuato, Jalisco, Estado de México, Michoacdn, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,

Oaxaca, Veracruz y Zacatecas (7).

2.4.1 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA.

Es una especie anual, dicotiledéonea que mide entre 60 cm y 1 m de altura. Sus tallos
presentan ranuras y posee hojas opuestas con bordes aserrados (28). Se reproduce por
medio de semillas y su periodo de floracién es entre verano y otofio. TE fue descrita por

primera vez por Carlos Linneo y publicado en Species Plantarum (Tabla 2).

Tabla 2.- Taxonomia de Tagetes erecta L. (24).

Reino Plantae

Phylum o division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Compositae
Género Tagetes

Especie Tagetes erecta
Nombre cientifico Tagetes erecta L.
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2.4.2 UsOS TRADICIONALES.

Ademas de su valor cultural, se le atribuyen propiedades medicinales y tradicionalmente ha sido
empleada como tratamiento para la bronquitis, dolor reumdtico, diabetes, problemas

ginecobstétricos y también suele ser usada como auxiliar en el tratamiento del cancer (7).

Ademas, diversos estudios han podido demostrar sus efectos antimicrobianos (29), antiparasitarios
(30), larvicidas (31), antiinflamatorios (32) y antidiabéticos (36), también se le reconoce como

agente hepatoprotector (32) y anticancerigeno (29).

2.4.3 COMPONENTES BIOACTIVOS.

El aceite esencial de cempasuchil contiene compuestos como el geraniol, linalol, limoneno,
mentol, ocimeno, felandreno, a- y B-pineno, dipenteno, tagetonas y camferol. Las flores
son ricas en carotenoides como la luteina, algunos de estos compuestos han sido

reportados como agentes citotdxicos (35-40).

3.- ANTECEDENTES.

En afios recientes el uso y estudio de productos realizados a base de plantas ha ido tomando
relevancia, el género Tagetes ha llamado la atencidon por la numerosa cantidad de
compuestos quimicos que presenta, los cuales le confieren un espectro farmacolégico
amplio; son pocos los articulos reportados de Tagetes erecta L., quien es el representante
mas tipico del género, sin embargo, los resultados existentes, la posicionan como

prometedora en el tratamiento del cancer.

3.1 COMPUESTOS ACTIVOS REPORTADOS DE TAGETES ERECTA.

Existen caracterizaciones de los compuestos activos encontrados en diferentes extractos de
TE, identificados mediante técnicas como cromatografia de gases (GC), cromatografia de

gases acoplado a masas (GC-MS) y resonancia magnética nuclear (RMN).
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Algunos de los compuestos que se encuentran en Tagetes erecta, tienen propiedades
relacionadas con el cancer. En la tabla 3 se muestran los compuestos mayoritarios

presentes en diferentes extractos de TE.

Tabla 3.- Principales componentes fitoquimicos reportados en extractos de
Tagetes erecta

Tipo de Extracto  Material vegetal Compuestos Referencia

Aceite esencial Hoja °  Limoneno 36
(2)-Tagetona
°  (Z)-Ocimenona
(E)-Ocimenona

Metandlico Flor °  Acido hexadecanoico 37
°  7-tetradecenal (Z)
°  Nonaosana
°  Tetra tetra contano
°  Vitamina E
°  Noroleano-12- Ene
Aceite esencial Flores °  Limoneno 38

°  (2)-B-Ocimeno

°  Terpinoleno

°  (Z)-Ocimenona

(E) — Ocimenona
°  B-Cariofileno

Acuoso Hojas °  Acido hexadecanoico 39
°  Acido linoleico
°  Acido quinico

Cumaran

°  P-Sigmasterol

3.2.- EFECTOS CITOTOXICOS.
Existen reportes del efecto citotdoxico de extractos de TE en diferentes lineas celulares
tumorales, Oliveira y colaboradores evaluaron el aceite esencial de distintas plantas en 8
lineas celulares, donde se encontré que el aceite esencial de flores de TE tuvo efecto

citotoxico en todas las lineas celulares evaluadas: B16F10 (melanoma murino), HT29
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(carcinoma de colon humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), Hela
(adenocarcinoma cervical humano), HepG2 (carcinoma de higado hepatocelular humano),
MO59J, U343 y U251 (glioblastoma humano) (25). Ademas, demostré un alto indice de
selectividad hacia lineas celulares de melanoma, carcinoma de colon y adenocarcinoma

cervical.

Por otra parte, se ha reportado que el extracto etandlico de la raiz de TE, tiene efecto
citotéxico en las lineas celulares PC-3 (cancer de préstata) y Hela (adenocarcinoma cervical)
(40), sin embargo, cuando se realizd un extracto etandlico de las flores de la planta y se
evalud en las lineas celulares H-460 (cancer de pulmdn) y Caco-2 (cdncer de colon) (41) no

se reportd un efecto citotdxico significativo.

3.3.- MODELOS CANCERIGENOS IN VIVO.

Durante el experimento realizado por Cui y colaboradores, se realizé una induccién quimica
de cdncer gastrico en ratas wistar. Se encontré que la administracion de aceite esencial de
(400mg/Kg/dia) de TE disminuye la apoptosis celular en los tejidos adyacentes a la
formacién del tumor, ademas de disminuir los niveles de estrés oxidativo y regular la
respuesta antiinflamatoria, por lo que los autores concluyen que el uso de TE ejerce un
efecto protector contra el cancer gastrico y que puede ser util para su tratamiento y

prevencion (42).

Por su parte el equipo de investigaciéon de Barhoi y colaboradores, realizaron la evaluacién
in vitro e in vivo del extracto acuoso de hojas de Tagetes erecta (AETE), donde observaron
qgue, de manera dependiente de la dosis, el extracto de TE indujo citotoxicidad en los
cultivos celulares de HEp-2 (carcinoma epidermoide humano) y EAC (carcinoma de Ehrlich).
Durante las evaluaciones in vivo, reportaron que la administracién de AETE disminuyé el
peso y volumen tumoral de manera dependiente de la dosis evitando la progresién tumoral,

con resultados comparables a los de la mitomocina C, farmaco usado como referencia (43).

Cabe mencionar que en ninguno de los modelos in vivo fueron reportados signos de
toxicidad en los ratones administrados con extracto de TE, por lo que se infiere que a las

dosis evaluadas, el extracto de TE ejerce un efecto anticancerigeno sin producir dafios en
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otros drganos, por lo tanto, podria usarse para desarrollar un agente quimioterapéutico de

administracién segura en modelos preclinicos.

3.4.- MECANISMOS DE CITOTOXICIDAD.

Los extractos etandlicos y de acetato de etilo de TE inhiben la tirosinasa y elastasa en las
lineas celulares H-460 (cancer de pulmén) y Caco-2 (cdncer de colon); estas enzimas forman
parte de funciones como el crecimiento y divisién celular, se sabe que estan altamente

activas en células cancerosas (41).

En otra investigacion se tuvo como objetivo la determinacién de los eventos moleculares
involucrados en las propiedades anticancerigenas de la luteina extraida de pétalos de TE.
Se evalud en las lineas celulares Hela (carcinoma cervical humano) y células MDCK como
control. Los experimentos in vitro demostraron que la luteina inhibio la proliferacion de
células Hela de manera dependiente de la dosis al inducir apoptosis. Las células Hela
tratadas con luteina también mostraron una mayor acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), correlacionadas con una regulacién negativa significativa de la expresién de
proteinas antiapoptdticas (Bcl-2) y una regulacion positiva de la expresion de proteinas
proapoptéticas (Bax). Ademas, la luteina media la activacion de la caspasa-3 y el
desequilibrio entre la expresion de Bax y Bcl-2, lo que provoca una pérdida significativa del

potencial de membrana mitocondrial de las células, provocando la muerte celular (44).

La evidencia anterior demuestra que el extracto de Tagetes erecta tiene efecto citotdxico
en multiples canceres, sin embargo, hacen falta investigaciones mas detalladas para
dilucidar sus mecanismos de accién, ademds de diferentes modelos in vivo que permitan
evidenciar el efecto antitumoral del extracto en diferentes tipos de cancer, especialmente
en aquellos de mayor mortalidad a nivel mundial, como es el cancer de pulmén de células

pequenas.

4.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los ultimos afios se ha reportado un aumento significativo en los casos de cancer a nivel

mundial; el cancer de pulmdn continuda siendo la principal causa neopldsica de muerte en
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el mundo y una de las enfermedades respiratorias que ocasionan mayor mortalidad (18). La
mayoria de los tratamientos actualmente disponibles son costosos, invasivos y agresivos ya
que dafan los tejidos sanos, ademas, los cdnceres han ido desarrollando
farmacorresistencia a los agentes antitumorales. Cada vez es mas frecuente la reincidencia
de cénceres y la administracion de farmacos es ineficaz para salvar la vida del paciente, a
pesar de las combinaciones para encontrar sinergismos farmacolégicos. Por lo que, es una
necesidad la busqueda de nuevos compuestos activos y alternativas que ofrezcan menores
efectos adversos, que sean de menor costo y con mayor especificidad contra los diferentes

tipos de cancer.

5.- JUSTIFICACION.

El cdncer de pulmdn de células pequeiias tiene una fuerte tendencia a regresar después de
un lapso de remision, generalmente esta reincidencia es mas agresiva y los tratamientos
administrados anteriormente pierden considerablemente su efectividad, debido a
fendmenos como la farmacorresistencia, que limita la posibilidad de supervivencia del
paciente, aunque se haga uso de terapias combinadas. A raiz de esto surge la necesidad de
buscar nuevos agentes antineopldsicos, las plantas medicinales, carentes de validaciéon

cientifica se han convertido en un objetivo de interés cientifico para este propésito.

Numerosos estudios revelan el potencial terapéutico que ejercen distintos extractos
naturales (5), Tagetes erecta, es una planta poco estudiada en la rama oncoldgica de su
espectro farmacoldgico, sin embargo, existen evidencias histdricas que la sugieren como
auxiliar en el tratamiento de cancer (43), ademas de estudios cientificos que han revelado
gue esta planta posee efectos citotéxicos en lineas tumorales B16F10 (melanoma murino),
HT29 (carcinoma de colon humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), Hela
(adenocarcinoma cervical humano), HepG2 (carcinoma de higado hepatocelular humano),
MO59J, U343 y U251 (glioblastoma humano), PC-3 (cancer de prdéstata humano), H-460
(cancer de pulmdn de células no pequefias humano) y CaCo-2 (cancer de colon humano)
(25). Sin embargo, el extracto no ha sido evaluado en lineas celulares de carcinoma de

pulmén de células pequefias y al momento no han sido reportados modelos in vivo de
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cancer pulmonar; en el presente trabajo se estudié el efecto citotéxico del extracto
hidroalcohdlico de Tagetes erecta en células de carcinoma pulmonar de Lewis (LLC), ademas
de evaluar el efecto antineoplasico en un modelo experimental de carcinoma pulmonar de

Lewis en ratones de la cepa C57BL/6.

7.- HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico de Tagetes erecta L. tienen efecto citotdxico en cultivo de células

carcinoma pulmonar de Lewis y disminuyen el crecimiento tumoral en el modelo murino.

8.- OBJETIVOS.

8.1 OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la citotoxicidad del extracto de Tagetes erecta en cultivo de células de

carcinoma pulmonar de Lewis in vitro y su efecto anti-tumoral en un modelo in vivo.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Obtener extractos hidroalcohdlicos de flores y hojas de Tagetes erecta.

2) Evaluar la seguridad del extracto mediante el bioensayo de Artemia salina y una
linea celular no tumoral.

3) Evaluar el efecto citotdxico in vitro de los extractos de Tagetes erecta en células de
carcinoma de pulmonar de Lewis.

4) Evaluar el efecto antiproliferativo de los extractos de Tagetes erecta.

5) Evaluar el efecto antitumoral del extracto hidroalcohdlico de Tagetes erecta con
mayor efecto citotdxico en ratones de la cepa C57BL/6 implantados con células de
carcinoma pulmonar de Lewis.

6) Evaluar las células mitéticas y areas necrdticas de los tumores extraidos de ratones
tratados con el extracto de Tagetes erecta mediante técnicas histopatoldgicas.

7) Caracterizar mediante GS-MS el extracto que haya presentado mayor porcentaje de

citotoxicidad en células LLC.
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9.- MATERIALY METODOS.

Los estudios experimentales fueron realizados en el Campus siglo XXI del Area de Ciencias
de la Salud de la Universidad Autonoma de Zacatecas dentro de las instalaciones del
laboratorio de Inmunotoxicologia y Terapéutica experimental, Laboratorio de

Neuropatologia y extractos naturales y en el bioterio “Claude Bernard”.

9.1- Extraccion y fraccionamiento de plantas

El material vegetal usado durante esta investigacion fue cultivado en San Luis Potosi. Las
plantas fueron caracterizadas por el taxénomo L.B. Hugo Noé Araiza Arvilla.

9.1.1.- Extracto de flores

Flores frescas de Tagetes erecta fueron licuadas con una mezcla de agua destilada y 40% de
etanol. La mezcla se dejé macerar en un frasco a temperatura ambiente en oscuridad
durante 5 dias. Pasado este tiempo, el macerado se filtrd, se colocd en un rotavapor hasta
eliminar los restos de etanol del extracto y se liofilizé.

9.1.2.- Extracto de hojas

Hojas frescas de Tagetes erecta fueron licuadas con une mezcla de agua destilada 'y 25% de
etanol. La mezcla se dejé macerar en un frasco a temperatura ambiente en oscuridad.
Pasado este tiempo, el macerado se filtrd, se colocd en un rotavapor hasta eliminar los

restos de etanol del extracto, se afiadié carbdn activado, se filtrd y se liofilizé.

El calculo de los rendimientos se realizd mediante la siguiente formula:

Peso final
——— x 100
Peso inicial

Formula de Rendimiento

9.2.- Evaluacion de la seguridad del extracto

9.2.1.- Bioensayo de toxicidad en Artemia salina
Se realizé el ensayo de toxicidad en Artemia salina. Este ensayo es util para predecir
actividades farmacoldgicas nocivas. Se utilizaron 250 mg de quistes de Artemia salina,

incubados en 350 ml de agua con 34 g/L de salinidad, a temperatura ambiente con
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iluminacién. Los quistes fueron mantenidos en una suspension con aireaciéon ligera y

continua durante 24 horas hasta su eclosion.

Los quistes eclosionados (nauplios) seleccionados para la prueba fueron sanos y sin
malformaciones. Se usaron 10 nauplios por réplica, se usé solucién salina 35 g/L como
control negativo y estandar de quillaja como téxico de referencia. Estos organismos son
sensibles durante sus primeras 24- 36 horas de vida, tiempo durante el cual se agregaron
una serie de concentraciones de extracto de flores y hojas TE (50 mg/ml, 5 mg/ml, 50 pug/ml,
5 ug/ml, 50 ng/mly 5 ng/ml). Después se dejé correr el experimento durante 24 horas. para

hacer un conteo de las Artemias muertas y vivas.

9.2.2.- Ensayo de citotoxicidad en linea celular no tumoral
Las células de fibroblastos de rindn de mono (COS-1, ATCC CRL-1650) fueron obtenidas de
la organizacion American Type Culture Collection (ATCC) y expandidas en el Laboratorio de

inmunotoxicologia y terapéutica experimental de la Universidad Autonoma de Zacatecas.

Para evaluar la actividad citotdxica de los extractos de TE en una linea celular no tumoral

(COS-1), se uso el ensayo de azul de tripan de la marca SIGMA-ALDRICH.

En una placa de 24 pozos se incubaron las células tratadas con 5 pg/ml, 50 pg/ml y 500
ug/ml durante 24 horas, posteriormente se tomaron 10 pl muestra y se mezclaron con 10
pl de azul de tripan, el resultante se colocd en una cdmara de neubauer para proceder a
contar las células vivas y muertas bajo un microscopio dptico. El azul de tripan es un
colorante que tife las células no viables con un tono azul, mientras que las células viables

aparecen sin tincion y refringentes.

9.3.- Evaluacidn citotéxica

9.3.1.- Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las células de carcinoma pulmonar de Lewis (LCC, ATCC CRL-1642) fueron obtenidas de la
organizacién American Type Culture Collection (ATCC) y expandidas en el Laboratorio de

inmunotoxicologia y terapéutica experimental de la Universidad Auténoma de Zacatecas.
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Se tomd y atemperd un vial que fue depositado en un tubo falcon con 4 ml de medio DMEM
suplementado con 15% de suero new born y antibiético (estreptomicina-penicilina 100X),
posteriormente se agitd por unos segundos y luego se centrifugd para tomar un volumen
de 5 ml con medio DMEM suplementado y fue sembrado en un frasco de cultivo e incubado

durante 48 horas a 37°C con 5% de CO,.

Después de la adhesidn de las células, se retird el medio y se lavd con 2ml de PBS estéril.
Luego se cambid la solucidn de lavado por tripsina (2ml/caja) y se incub6 durante 5 minutos
bajo las condiciones mencionadas anteriormente, para tomar la suspension células con
tripsina y se depositd en un frasco con 2ml de medio DMEM suplementado, posteriormente
se agitd y centrifugd por 2 minutos a 1500 rpm para decantar el medio y cambiarlo por 3 ml

de medio DMEM suplementado.

9.3.2- Ensayo de viabilidad celular
Para evaluar la actividad citotéxica de los extractos de TE LLC, se uso el ensayo de azul de

tripan de la marca SIGMA-ALDRICH.

En una placa de 24 pozos se incubaron las células tratadas con con 5 pg/ml, 50 ug/mly 500
ug/ml durante 24 horas, posteriormente se tomaron 10 pl muestra y se mezclaron con 10
pl de azul de tripdn, el resultante se colocd en una cdmara de neubauer para proceder a

contar las células vivas y muertas bajo un microscopio éptico.

El azul de tripan es un colorante que tifie las células no viables con un tono azul, mientras

que las células viables aparecen sin tincién y refringentes.

9.4- Ensayo de antiproliferacién
Para evaluar la proliferacion celular del carcinoma de Lewis, se usé el ensayo de cristal

violeta de la marca SIGMA-ALDRICH. En una placa de 24 pozos se incubaron las células
tratadas durante 24 horas, posteriormente se elimind el medio de cultivo para separar las
células no unidas, se lavd 3 veces la placa con PBS estéril, se fijo con metanol absoluto y se
refrigeraron a 4°C por 20 minutos, después se anadieron 300 ul de solucion de cristal
violeta, se incubd durante 1 hora a 4 °C, posteriormente las células fueron lavadas con PBS

estéril y se anadieron 300 pl de acido acético como solucidon de solubilizacién, se afiadieron
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100 pl de cada pozo por triplicado en una placa de 96 pozos y se analizdé en un lector de

microplacas a una absorbancia de 600 nm.

9.5.- Evaluacién tumoral in vivo
Todos los protocolos fueron adoptados por la norma de Produccion, Cuidado y uso de

animales de laboratorio NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Este proyecto de
evaluacion de extractos en modelos in vivo se desprende del proyecto aceptado
(OF.NO.ACS/UAZ/023/2018).

9.5.1.- Modelo animal

Se usaron ratones C57BL /6 de ambos sexos, a partir de 45 dias de edad con peso entre 25
y 30 g, mantenidos en condiciones de (22 + 1) °C, en un ciclo de 12 horas de luz / 12 horas
de oscuridad, con libre acceso a agua y comida. Fueron aclimatados durante una semana

antes de su manejo.

Todos los ratones fueron implantados con células tumorales, 6 dias posteriores a la
implantacion fueron utilizados 15 ratones, repartidos en los siguientes grupos

experimentales:

a) Grupo control: PBS estéril.

b) Control positivo: administrados 3 veces a la semana con 9 mg/kg etopdsido durante
15 dias.

c) Grupo experimental: administrados con 400mg/kg/dia del extracto de flores de
Tagetes erecta.

d) Grupo experimental de combinacidon de etopdsido con extracto: administrados con

9 mg/kg de etopdsido 3 veces por semana y 400 mg/kg/ dia de extracto.

9.5.2.- Monitoreo del crecimiento tumoral
Se realizd una implantacion subcutanea de 1x10° células en el dorso del ratén utilizando

una jeringa de 1ml ultradelgada. Se le dio seguimiento al volumen tumoral de todos los
grupos experimentales a partir del dia 5 posterior a la implantacion con un vernier

electrdénico para calcular el volumen tumoral (V) mediante la formula de Attia y Weiss:
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V = 0.4(Diametro largo x Diametro corto)

Férmula de Volumen tumoral (Attia y Weiss) (42)

Los ratones portadores de tumores LLC se dividieron aleatoriamente entre los grupos
experimentales anteriormente mencionados, fueron tratados y sacrificados después de 20
dias de la implantacién usando una cdmara de CO;, los tejidos tumorales se separaron en

condiciones estériles.

9.5.3.- Monitoreo de cambios en el peso corporal.
Los ratones fueron pesados diariamente a partir del dia de la implantacién hasta el dia del

sacrificio, se reportaron los cambios en el peso corporal de cada uno.

9.6.- Modelo ex vivo

Fueron tomadas biopsias de los tumores extirpados, para posteriormente fijarlas en una
solucién de formol al 10%, las muestran fueron sumergidas durante un periodo de 48 horas
en la solucion para después embeber el tejido en parafina. Una vez obtenido el bloque de
parafina se procedié a realizar cortes en el micrétomo, los cortes obtenidos se extendieron
y adhirieron a portaobjetos, luego fueron depositados sobre la superficie del liquido
contenido en un recipiente denominado “bafio de flotacion”. En el procedimiento de tincion
se agregd hematoxilina-eosina, en esta tincion los nucleos se tifien con la hematoxilina y
después la eosina se encarga de colorear al citoplasma. Los nucleos se colorean de morado,

mientras el citoplasma y material extracelular se tifien de diversos tonos rosados.

9.6.1 Evaluacién histopatoldgica de células mitdticas y dreas necréticas

Para el andlisis de células mitdticas fueron tomados en cuenta 100 campos en el total de las
muestras por grupo, se usé un microscopio éptico con aumento de 40X. Mientras que, para
el analisis de dreas necréticas, se usd un microscopio invertido. En ambos analisis, las

muestras fueron fotografiadas y analizadas con el programa Image J.
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9.7.- Caracterizacion fitoquimica

9.7.1.- Cromatografia de gases acoplado a masas (GS-MS)

El extracto de flores de Tagetes erecta (EFTE) fue analizado mediante cromatografia de
gases acoplado a masas (GS-MS), usando un equipo Agilent tecnologies 5975C VL MSD. La
columna de silica usada fue Agilent 19091s-433E HP5MS (30m x 0.25mm, espesor de
pelicula de 0.25 um). El gas usado fue Helio, con un flujo constante de 2.0 ml/min. El
volumen de inyeccion manual fue de 0.1 pl (Relacién de separacion: 33:4:1). Las

temperaturas del inyector y la fuente de iones se establecieron a 260 °C.

El espectro de masas fue tomado en intervalos de 2.5min, el rango de masas fue de 30 a

500 Da. La fragmentacién fue comparada con la libreria del equipo (Adams, 2005).

9.8- Analisis estadistico
Las comparaciones en el modelo experimental in vitro de citotoxicidad y de proliferacion se
realizaron mediante un Andlisis de varianza (ANOVA) de una via con un postest de

Dunnett’s.

La comparacion del volumen tumoral y cambios en el peso corporal entre los grupos
evaluados en el modelo animal fue realizada mediante ANOVA de 2 vias de medidas

repetidas con un postest de Sidak’s.

La comparacién de las dreas necrdticas y de las células mitéticas de los cortes tumorales
fueron realizadas mediante un Analisis de varianza (ANOVA) de una via y un postest de

Dunnett’s.

Los resultados fueron expresados como media + la desviacidén estandar, donde se considerd

diferencia estadisticamente significativa cuando los valores de p < 0.05.
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10.- RESULTADOS.

10.1.- Identificacion taxondmica de Tagetes erecta.
El material vegetal usado en esta investigacion fue identificado por el taxénomo LB. Hugo
Noé Araiza Arvilla, encargado del Jardin Botanico Nezahualcdyotl de la Universidad

Auténoma de Aguascalientes (ver Anexo 1).

Figura 4 Muestra prensada de Tagetes erecta usada para caracterizacion taxonomica.
De acuerdo con la descripcion taxondmica, se trata de la especie Tagetes erecta,

perteneciente al género Tagetes de la familia Astereaceae.

10.2 Rendimiento de los extractos.
Se obtuvieron 2.96 g de extracto liofilizado obtenido de 103.7 g de hojas de TE y 6.30 g de

extracto liofilizado de 435.54 g de flores de TE. Los rendimientos se muestran en la siguiente

tabla:
Tabla 4 Rendimiento de los extractos de hojas y flores de TE.
Extracto Rendimiento
Hojas 2.85%
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Flores 1.44%

10.3.- Evaluacién de la seguridad del extracto de TE.

10.3.1.- Bioensayo en Artemia salina.
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Grdfica 1.- Efectos téxicos de los extractos de flores (F) y hojas (H) de Tagetes erecta en Artemia salina.-

Se usaron concentraciones de 50 mg/ml, 5 mg/ml, 50 pg/ml, 5 ug/ml, 50 ng/mly 5 ng/ml de extracto hidroalcohdlico de
flores (F) y hojas (H), con 10 nauplios de Artemia salina por tubo y se calculd el porcentaje de sobrevida. Usando como
control solucién salina 35 g/L y como control de toxicidad estandar de quillaja. Se usé un analisis de varianza de una via
con un postest de Dunnett’s. Los resultados se consideran estadisticamente significativos cuando p<0.05, las significancias
sefialadas fueron comparadas con el grupo control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***, p=0.0001****, Las barras de error
indican la desviacién estdndar de 3 experimentos independientes.

Los extractos evaluados en este experimento no mostraron efecto téxico, pues se obtuvo

el 100 % de sobrevida en todas las concentraciones evaluadas, lo que indica que ninguno

de los extractos tiene un efecto tdxico en organismos sanos.

10.3.2.- Efecto citotéxico de TE en COS-1 (linea celular no tumoral).

Se evaluaron los extractos de TE en la linea celular COS-1 (fibroblastos de rifidn de mono),

con el fin de verificar si el extracto tiene efecto citotdxico en células no tumorales.
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Grdfica 2.- Efecto citotoxico del extracto hidroalcohdlico de flores (F) y hojas (H) de Tagetes erecta en la linea celular
no tumoral COS-1.

Como control se usé DMEM suplementado, como control positivo se usé etopdsido 50mM. Se evaluaron diferentes
concentraciones de extractos de TE después de 24 horas de tratamiento usando el método de azul de tripan. Se usé un
analisis de varianza de una via con un postest de Dunnett’s, los resultados se consideran estadisticamente significativos
cuando p<0.05, las significancias sefaladas fueron comparadas con el grupo control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***,
p=0.0001****_ Las barras de error indican la desviacién estandar de 3 experimentos independientes por triplicado. Los
resultados estan expresados como porcentaje de citotoxicidad.

Después de 24 horas de tratamiento con las concentraciones evaluadas de extracto de

flores y hojas de TE, no se observa efecto citotéxico, lo que indica que el extracto tiene una

menor toxicidad en células no tumorales.

10.4.- Evaluacidon del efecto citotdxico extracto de TE en lineas celulares

tumorales.
10.4.1.- Evaluacién del efecto citotéxico del extracto de flores y hojas de TE en

LLC.

Se evalud la viabilidad celular en la linea LLC mediante el método de azul de tripan. Se
evaluaron ambos extractos con la finalidad de compararlos y seleccionar el que obtuviera

mayor efecto citotdxico.

32



100

- LLC
m 80_ *kkk k%%
E o
(&)
= 60—
o)
_.g 40—
0 *
X 20- * T
J _HOENs0@

S 50 500 S5 50 500
L J L J

Extracto floral Extracto de hojas
(ng/mL) (ng/mL)

Control
Etopodsido -

Grdfica 3.- Efecto citotoxico del extracto hidroalcohdlico de flores (F) y hojas (H) de Tagetes erecta en la linea celular
LLC.

Como control se usé DMEM suplementado, como control positivo se usé etopdsido 50mM. Se evaluaron diferentes
concentraciones del extracto de TE después de 24 horas de tratamiento usando el método de azul de tripan. Se usé un
analisis de varianza de una via con un postest de Dunnett’s, los resultados se consideran estadisticamente significativos
cuando p<0.05, las significancias sefaladas fueron comparadas con el grupo control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***,

p=0.0001****_ Las barras de error indican la desviacion estandar de 3 experimentos independientes por triplicado. Los
resultados estan expresados como porcentaje de citotoxicidad.

El extracto con mayor efecto citotéxico en LLC fue el floral con respecto al de hojas. El efecto
citotoxico del extracto de flores se presenta a partir de la concentracion de 5 pg/ml,
incrementando de manera dependiente de la dosis. A una concentracién de 50 pg/ml
muestra un efecto comparable con el etopdsido (60 % de mortalidad), sin embargo, la

concentracién de 500 pug/ml mantiene un efecto similar al inducido con 50 pg/ml.

El extracto de hojas a concentraciones de 50 pug/ml y 500 pg/ml genera el 20 % de
citotoxicidad. Por lo que su uso fue descartado para evaluaciones posteriores en esta linea

celular.

Ademas, se combind la concentracion de etopdsido usada como control positivo (50 mM) y
las concentraciones evaluadas de extracto de flores, con la finalidad de observar el

comportamiento del extracto en combinacién con etopédsido.
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Grdfica 4.- Efecto citotoxico del extracto hidroalcohdlico de flores (F) de Tagetes erecta y combinacion del extracto con
etopdsido en la linea celular LLC.

Como control se usé DMEM suplementado, como control positivo se usé etopdsido 50mM. Se evaluaron diferentes
concentraciones de extractos de TE después de 24 horas de tratamiento usando el método de azul de tripan. Se usé un
analisis de varianza de una via con un postest de Dunnett’s, los resultados se consideran estadisticamente significativos
cuando p<0.05, las significancias sefaladas fueron comparadas con el grupo control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***,

p=0.0001****_ Las barras de error indican la desviacion estandar de 3 experimentos independientes por triplicado. Los

resultados estan expresados como porcentaje de citotoxicidad.

Se encontré un efecto aditivo al usar etopdsido 50 mM con 500 pg/ml de extracto, el efecto
citotoxico aumenta en aproximadamente el 20 %, comparado con el uso exclusivo de
etopésido llegando a un 80 % de citotoxicidad. A partir de estos datos, se contempld la
integracién de un grupo experimental donde se evaluara la combinacion del etopdsido con

el extracto durante el modelo in vivo.

10.5.- Evaluacién del efecto antiproliferativo del extracto de TE en LLC.

En la grafica 6, se observa que el extracto floral no mostré disminucidn significativa en la
proliferaciéon celular, sin embargo, se puede observar una tendencia a disminuir la
proliferacion a partir de la concentracién de 500 pug/ml. El extracto de hojas ejerce un

aumento significativo en la proliferacidn celular respecto al control sin tratamiento.
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Grdfica 5.- El efecto antiproliferativo del extracto hidroalcohdlico de flores (F) y hojas (H) de Tagetes erecta en la linea
celular LLC.

Como control se usé DMEM suplementado, como control positivo se usd etopdsido 50mM. Se evaluaron diferentes
concentraciones de extractos de TE después de 24 horas de tratamiento usando el método de cristal violeta. Se usé un
analisis de varianza de una via con un postest de Dunnett’s, los resultados se consideran estadisticamente significativos
cuando p<0.05, las significancias sefaladas fueron comparadas con el grupo control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***,
p=0.0001****_ Las barras de error indican la desviacién estandar de 3 experimentos independientes por triplicado. Los

resultados estan expresados como porcentaje de proliferacion celular.

Debido a la tendencia que presentan tanto el etopdsido como la concentracidn mas alta de

extracto floral de TE, se evalud la combinacién del farmaco de referencia y el extracto floral.

Al combinar el extracto con etopdsido 50mM, disminuye la proliferacién celular al 20%.
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Grdfica 6.- Efecto antiproliferativo del extracto de flores TE y combinacién con etopdsido en LLC.

Como control se usé DMEM suplementado, como control positivo se usé etopdsido 50mM. Se evaluaron diferentes
concentraciones del extracto de TE después de 24 horas de tratamiento usando el método de cristal violeta. Se usé un
analisis de varianza de una via con un postest de Dunnett’s, los resultados se consideran estadisticamente significativos
cuando p<0.05, las significancias sefnaladas fueron comparadas con el grupo control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***,
p=0.0001****_ Las barras de error indican la desviacion estandar de 3 experimentos independientes por triplicado. Los
resultados estan expresados como porcentaje de proliferacion celular.

10.6.- Efecto de la administracidn del extracto de TE sobre la regresion
tumoral en un modelo de induccién de carcinoma pulmonar de Lewis por

xenoinjerto dorsal.

10.6.1.- Efecto de la administracion de extracto de TE en la disminucion del

volumen tumoral.

En la figura 5 se muestran los tumores representativos extraidos de cada grupo
experimental. La disminucién del volumen tumoral de cada tratamiento se muestra en la
grafica 8.
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Figura 5.- Tumores representativos extraidos de ratones tratados y sin tratamiento.
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Grdfica 7.- Crecimiento tumoral.

Se implantaron células tumorales en el dorso de los ratones, cuando el tumor fue visible (5 dias), se separaron en los
grupos experimentales y se midio el crecimiento. Se calculé el volumen tumoral en mm3 con la férmula de Attia-Weiss, se
graficé el nUmero de veces que se incremento el tamafio tumoral con respecto al primer dia de tratamiento. Se us6 ANOVA
de dos vias, con post test de Sidak’s los resultados se consideran estadisticamente significativos cuando p<0.05, las
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significancias sefaladas (*) fueron comparadas con el grupo control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***, p=0.0001****, Las
significancias entre el grupo experimental de etopdsido y extracto estan representadas por (#) p= 0.05 #, p=0.01 ##,
p=0.001 ###, p=0.0001 ####. Las diferencias entre el grupo experimental de etopdsido y extracto + etopdsido estan
representadas por (@) p=0.05@, p=0.01@ @, p=0.001@@ @, p=0.0001@@ @ @. Las barras de error indican la desviacion
estandar de una n=15 divididos en los cuatro grupos de experimentacion. Los resultados se expresan en mms3,

Los tumores fueron visibles a partir del dia 6 post implantacién, como se observa en la
grafica 8, fueron creciendo conforme pasaron los dias. A partir del dia 11 post implantacién
(dia 6 de tratamiento) se comienzan a ver diferencias significativas en los grupos tratados,
cuya significancia respecto al grupo control, aumenta conforme transcurren los dias de

tratamiento.

Al final del tratamiento (dia 20 post implantacién) se observa que en los grupos tratados
hubo una disminucion del volumen tumoral, se puede observar que existen diferencias
significativas entre el grupo tratado con etopdsido y el grupo tratado con extracto de TE,
esto indica que la administracién del extracto de TE tiene una capacidad mayor para
retardar el crecimiento tumoral respecto al etopdsido. Ademads, el grupo de combinacién
(Ext TE + Etopdsido), también tuvo resultados similares a los del extracto, incluso se puede
observar una ligera tendencia a disminuir el volumen tumoral respecto al grupo tratado con
TE, lo que indica que los compuestos presentes en el extracto incrementan el efecto

antitumoral inducido por etopésido.

10.6.2.- Cambios en el peso corporal.

Se dio seguimiento a los cambios en el peso corporal de los animales, con el fin de observar
la integridad y salud de estos, fueron pesados diariamente desde el dia de la implantacion,
hasta el dia del sacrificio. Se obtuvo la siguiente grafica, donde se observa una drastica
disminucion en el peso del grupo control, mientras que en los grupos tratados no solo se

mantuvo el peso durante los primeros dias, sino que incrementd a lo largo del experimento.
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Grdfica 8.- Cambios en el peso corporal.

Se registraron los cambios en el peso desde el dia 1 post implantacion. Se graficé el cambio de peso con respecto al primer
dia de tratamiento, expresado en gramos. Se us6 ANOVA de dos vias, con post test de Sidak’s, los resultados se consideran
estadisticamente significativos cuando p<0.05, las significancias sefialadas (*) fueron comparadas con el grupo control p=
0.05*, p=0.01**, p=0.001***, p=0.0001****, Las barras de error indican la desviacion estandar de una n=15 divididos en
los cuatro grupos de experimentacion. Los resultados estan expresados en gramos.

Los resultados fueron significativos a partir del dia 8 post implantacién, y la ganancia de
peso es evidente a partir del dia 10 en los grupos con tratamiento a excepcion del grupo

control.

10.7- Evaluacién histopatoldgica.

De los cortes histoldgicos tenidos en laminillas, se realizé la cuenta del numero de células
en mitosis para analizar el efecto de los tratamientos en la proliferacion celular de los
tumores y la cuantificacion de areas necrdticas para poder evaluar el efecto de los
tratamientos en la viabilidad tumoral, que se refiere a las células activas y en desarrollo que

pueden dainar el tejido sano.

10.7.1. Efecto de la administracién de extracto de TE sobre la proliferacion

tumoral.

La cuenta de mitosis tiene una relacién directamente proporcional a la proliferacién

tumoral. En la siguiente ilustraciéon se puede observar senalado con flechas amarillas las
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mitosis encontradas en campos representativos de los tumores extraidos de ratones

tratados y sin tratamiento.

v

Eto + Extracto

Figura 6.- Cortes de tumores teiidos con hematoxilina — eosina representativos extraidos de ratones tratados y sin
tratamiento para la cuenta del numero de mitosis.

Todos los cortes tumorales en microtomo con espesor de 4um, tefiidos con hematoxilina - eosina fueron
observados en un microscopio dptico con un aumento de 40X. Cada flecha sefiala que se esta llevando a cabo
una mitosis. Se tomaron en cuenta 100 campos por muestra.
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Grdfica 9.- Cuenta de mitosis en cortes histologicos tumorales.

En los cortes en microtomo con espesor de 4um, tefiidos con hematoxilina-eosina, se conté el nimero de mitosis
observadas en 100 campos en un aumento de 40X. El analisis estadistico se realizé por medio de ANOVA de una via con
post test de Dunnett’s, los resultados se consideran estadisticamente significativos cuando p<0.05, las significancias
sefialadas (*) fueron comparadas con el grupo control las significancias sefialadas (*) fueron comparadas con el grupo
control p= 0.05%, p=0.01**, p=0.001***, p=0.0001****, Las significancias sefialadas (#) fueron comparadas con el grupo
experimental de etopdsido p= 0.05 #, p=0.01 ##, p=0.001 ###, p=0.0001 ####. Las barras de error indican la desviacion

estandar de una n=15 divididos en los cuatro grupos de experimentacion. Los resultados estan expresados en nimero de
mitosis.

En los tumores extraidos de ratones tratados, disminuyé de manera significativa el nimero
de mitosis en los campos respecto al grupo control, asi mismo, se observa que en los grupos
tratados con extracto de TE disminuye la proliferacion celular de manera significativa en

comparacion al etopésido.

10.7.2.- Efecto de la administracion de extracto de TE sobre la viabilidad

tumoral.

Los cortes histologicos tefiidos, fueron observados en un microscopio invertido, donde se
tomaron fotografias de 50 campos por muestra, estas imagenes fueron analizadas con el

programa Image J para poder cuantificar las areas necréticas de los tumores.
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Etopdsido

Extracto de TE

Figura 7.- Cortes histolégicos representativos de los diferentes tratamientos.

Se analizaron los cortes tumorales en microtomo con espesor de 4um, tefiidos con hematoxilina — eosina, de
ratones tratados y sin tratamiento. Las imagenes se obtuvieron de un microscopio invertido con un aumento
de 40X. Las areas necroticas fueron cuantificadas en el programa Image J. Fueron analizados 50 campos por
muestra.

En la figura 7 se sefalan las areas necréticas mas representativas de cada grupo tratado. La
tinciéon de hematoxilina — eosina tifie de tonalidades rojizas el citoplasma, mientras que los
nucleos permanecen tefiidos con tonalidades moradas. En la imagen del corte extraido de
un ratén sin tratamiento, se pueden observar una gran cantidad de nucleos, las flechas
amarillas sefialan células en divisidn. Mientras que en los grupos tratados se observan
tonalidades mas rojizas, esto debido a que, al momento de morir, las células liberan liquido

citoplasmatico tefiido de rojo al medio.

La imagen del extracto + etopdsido, no se observan tonalidades rojizas, sin embargo, lo que
se identifica en la imagen como area necrética son los llamados focos de licuefaccion,

caracteristicos de la necrosis licuefactiva, donde el tejido se transforma en una especie de
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masa viscosa liquida o en circulos donde las células afectadas fueron digeridas
completamente por enzimas. Los resultados fueron cuantificados mediante el programa

Image J y se muestran en la siguiente gréfica:
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Grdfica 10.- Cuantificacion del drea necrdética en los cortes histoldgicos.

En los cortes tumorales en microtomo con espesor de 4um, tefiidos con hematoxilina-eosina, se analizaron 50 campos por
muestra en un microscopio invertido 40X, usando el programa Image J, para cuantificar las areas de necrosis en los
tumores. Se analizé por medio de ANOVA de una via con post test de Dunnett’s, los resultados se consideran
estadisticamente significativos cuando p<0.05, las significancias sefialadas (*) fueron comparadas con el grupo control las
significancias seialadas (*) fueron comparadas con el grupo control p= 0.05*, p=0.01**, p=0.001***, p=0.0001****, Las
significancias sefialadas (#) fueron comparadas con el grupo experimental de etopdsido p=0.05 #, p=0.01 ##, p=0.001 ###,
p=0.0001 ####. Las barras de error indican la desviacién estandar de una n=15 divididos en los cuatro grupos de
experimentacion. Los resultados estan expresados en numero de mitosis. Las barras de error indican la desviacién
estandar de una n=15 repartidos entre los cuatro grupos experimentales. El resultado estd representado como mm?2.

Las areas necréticas de los tumores aumentaron significativamente en los grupos
evaluados, los grupos tratados con extracto tuvieron un aumento superior a 40 mm?, en
comparacion al etopdsido, que obtuvo 20 mm? de dreas necréticas, hay diferencias

significativas entre los grupos tratados con extracto, por lo que inferimos que la viabilidad
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tumoral de los ratones que recibieron tratamiento con Tagetes erecta es menor en

comparacion a los ratones tratados Unicamente con etopdsido.

10.8.- Caracterizacion fitoquimica del extracto de flores de TE.

Para identificar los compuestos quimicos presentes en el extracto floral de TE, se realizé

una cromatografia de gases acoplado a masas (GS-MS).
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Figura 8.- Cromatograma del extracto de flores de Tagetes erecta.

El cromatograma que dio un total de 102 picos, sin embargo, para la realizacién de la tabla
6, Unicamente fueron tomados en cuenta los compuestos encontrados en mayor
proporcién dentro del extracto (> 5 %) y aquellos que tuvieran una similitud igual o superior
al 90 % en comparacion con los compuestos de la libreria del equipo (Adams, 2005). Los
compuestos con mayor presencia en el extracto son 2,3- Dihidro-benzofuran, Acido

octadecandico, Acido bencenacético, Acido oléico, Acido linoléico y Acido acético.
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Tabla 5.- Compuestos encontrados en mayor proporcion en el extracto de
flores de TE

Pico Tiempo  %Area Compuesto Efecto Referencia
de
retencion
96 12.94 21.13 2,3- Dihidro-benzofuran Propiedades 46
(cumaran) anticancerigenas
reportadas
95 12.218 15.32 Acido octadecandico
60 8.004 12.1 Acido bencenacético Sus derivados 47

muestran inhibicion
del crecimiento
celular en 6 lineas
celulares tumorales
diferentes ademas
de actividad
antiproliferativa.

81 10.349 11.23 Acido oléico Inhibidor de la 48
telomerasa

102 12.89 11.2 Acido linoléico Anticarcinogénico 49

3 0.949 9.49 Acido acético Funcién preventiva 50

contra el cancer
61 8.431 6.96 Metil B-D- galactopiranosida
18 2683 661 Acido n - butirico Tratamiento de 51
cancer colorrectal
62 8.717 6.34  Metil B 1- arabinopiranosida
Inhibe la
proliferaciény
metastasis en cancer
de proéstata

100 12.67 5.79 Acido n-hexadecandico 52

11.- DISCUSION

En los ultimos anos se ha reportado un incremento en los casos de cancer de pulmén, uno
de los mas agresivos debido a que tiene la capacidad de reincidir tras un lapso de remisién.
En el presente proyecto se evaluaron inicialmente dos extractos de TE en carcinoma
pulmonar de Lewis, donde nuestros resultados mostraron que el extracto hidroalcohdlico
de flores (EFTE) mostré mayor eficacia en esta linea tumoral. Sin embargo, estudios

realizados por Oliveira y colaboradores (25), donde evaluaron el aceite esencial de TE en 5
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lineas celulares tumorales, se obtuvo mayor efecto citotéxico en adenocarcinomas vy
melanomas, cuyo origen celular corresponde a un fenotipo carcinogénico similar a las
células LLC utilizadas en nuestros modelos experimentales. Ademds, Oliveira vy
colaboradores, evaluaron una linea celular no tumoral V79 (fibroblastos de pulmén de
hamster) como control de citotoxicidad, los resultados no mostraron dafio celular. Por otra
parte, Gansukh y colaboradores (44) demostraron que el extracto de TE evaluado en la linea
celular no tumoral MDCK (Higado canino Madin — Darby) no generé efecto citotdxico. Estos
datos coinciden con el resultado obtenido por nuestro grupo de investigacién en la linea
celular no tumoral COS-1, estos datos sugieren que los componentes presentes en los

extractos de TE son selectivos contra células cancerigenas.

Durante nuestra investigacidn se observé que la combinacion de etopdsido con extracto de
TE disminuyd la proliferacion celular en LLC, hay evidencia que en eventos carcinogénicos
las vias de sefializacidon que controlan la proliferacién se encuentran afectadas (59). Las
evaluaciones realizadas por Vallisuta y colaboradores (41) muestran que la administracion
de extracto etandlico de TE inhibe la telomerasa en la linea celular H-460 (cdncer de
pulmodn), la actividad de esta enzima estd estrechamente asociada con la proliferacién

celular (59).

Se evaluaron, ademas, una serie de concentraciones de ambos extractos en el organismo
Artemia salina y no fueron observados indicios de toxicidad en los nauplios incluso
afiadiendo concentraciones altas de extracto. No existen reportes que evalien algun
extracto de TE en Artemia salina, pero es importante mencionar que existe un modelo
murino de toxicidad reportado por Cuiy colaboradores (42) en el que administraron por via
oral una dosis de 400 mg/kg de aceite esencial de TE en ratas y no fueron observados signos
de toxicidad. Por lo que en conjunto podemos deducir que la administracién del extracto

de TE es seguro en modelos preclinicos.

Actualmente existen dos reportes de modelos murinos de cancer en el que se administran
extractos de TE. Cui y colaboradores (42) evaluaron la administracion de aceite esencial de

TE en un modelo agudo de cancer gdastrico inducido quimicamente y encontraron que el
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extracto revierte el dafio inducido por el cdncer y evita la metdstasis en otros érganos por
lo que concluyen que la administracion del aceite esencial de TE puede ser usado para la
prevencion y tratamiento del cancer gastrico (42). Ademas, Barhoi y colaboradores (43)
realizaron un modelo similar al de esta investigacion (Xenoinjerto de células tumorales), en
el que implantaron células de carcinoma de Ehrlrich (EAC) en ratones albinos y evaluaron el
extracto acuoso de hojas de TE. Se reportd que la administracion de TE mantiene y aumenta
el peso de los ratones (43), al igual que en nuestro modelo, ademas se reporté una
disminucion del tamafio de los tumores extraidos, lo que coincide con los resultados de esta
investigacidn, donde en los grupos administrados con extracto de TE disminuye el volumen
tumoral, por lo tanto, el tratamiento con TE retarda el crecimiento y desarrollo de los

tumores.

En los tumores extraidos de ratones administrados con extracto de TE, disminuyd la cuenta
de mitosis, lo que estd estrechamente asociado con una disminucion en la proliferacién
celular y explica la disminucién en el volumen tumoral (55). En los cortes extraidos de
ratones tratados con TE, se logra ver un aumento significativo de las areas necrdticas o areas
de tumor no viables. Las areas de tumor viables se refieren al area de células en desarrollo
gue pueden dafar e invadir el tejido sano (56). La proliferacidon de células en tumores
solidos genera gradientes de concentracidn de nutrientes, oxigeno y catabolitos. Estas
condiciones, combinadas con las interacciones celulares, afectan los perfiles de expresion
de genes y proteinas, asi como la distribucidn y penetracion de farmacos, lo que resulta en
una respuesta deficiente al tratamiento (57). Por lo que, al existir un decremento en la
viabilidad tumoral, disminuye también la capacidad de invasién de los tumores y su

resistencia al tratamiento.

Encontramos que los grupos tratados con Tagetes erecta disminuyen la viabilidad y
proliferacion celular, llegando a obtener diferencias significativas incluso contra el
etopdsido. Otro hallazgo que destacar es que la combinaciéon de etopdsido con TE, presenta
mejores resultados, por lo que se infiere que la administracién simultanea de estos
tratamientos tiene efectos aditivos. Estos datos son de relevancia clinica, ya que en algunos

casos la administraciéon de productos naturales puede llegar a inhibir el efecto del farmaco,
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debido a que alguno o algunos de los compuestos presentes pueden competir por el sitio
de accidn, se ha reportado que los remedios naturales podrian afectar la disposicién de los
productos farmacéuticos convencionales a través de la inhibicién de las enzimas del

citocromo P-450 (58).

Con el fin de caracterizar fitoquimicamente el extracto y poder comparar los compuestos
presentes con los reportados en extractos obtenidos por otros grupos de investigacion, se
realizé una cromatografia de gases acoplado a masas, donde encontramos que, a pesar de
ser diferentes métodos de extraccién, la descripcion fitoquimica del extracto realizado por
Barhoi y colaboradores (38) tiene compuestos presentes en el extracto usado para esta
investigacion, estos compuestos son el acido hexadecanoico, dacido linoleico y 2,3-
dihidrobenzofuran (Cumaran). Muchos de los compuestos mayoritarios tienen actividades
relacionadas con el tratamiento del cancer, han sido compuestos que de manera aislada
tienen diversos efectos, desde preventivos como es el caso del dcido acético, capaz de
inhibir la generacidon de oxalacetato (50), hasta la descripcién de mecanismos como la
inhibicidn de enzimas altamente activas en células cancerigenas, como el acido oleico que
tiene la propiedad de inhibir la telomerasa, cuyo papel es crucial en la inmortalizacién
celular del cancer (48). El extracto de raices de TE es capaz de inhibir enzimas como la
elastasa y tirosinasa en células de cancer de préstata y pulmén (41), se sabe que estas
enzimas son responsables de la transduccion de sefiales de adhesidn y migracién en células

tumorales.

Ademas, algunos de estos compuestos se encuentran en otras especies vegetales que
cuentan con actividades anticancerigenas, como es el caso del cumaran (2,3- Dihidro-
benzofuran), que tiene actividad anticancerigena en tumores de préstata, renales, mama,
laringeo, pulmén, colon, leucemia y melanoma maligno (46), se sabe que derivados de
algunos dacidos encontrados, tienen efectos inhibitorios en la proliferacién celular y
disminuye la metdstasis en otros tipos de cancer, el acido palmitico fue estudiado por Zhu
y colaboradores, pues encontraron que en cancer de prdstata el tratamiento con acido
palmitico indujo la detencidn de la fase G1 del ciclo celular, ademas, se encontré que puede

inhibir la metastasis de células de cancer de prostata (52).
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Se ha demostrado que el acido n- butirico, presente en nuestro extracto es capaz de inhibir
la proliferacion celular en cancer colorrectal. Ademas, evaluaciones realizadas por Forte y
colaboradores (47) evalian derivados del acido bencenacético en 6 lineas celulares
tumorales, donde se encontré que ejerce efecto citotdxico. La suma de estos y mas
compuestos presentes en el extracto le confieren el efecto antitumoral observado, debido
a que cada compuesto puede participar con mecanismos de accién diferentes contra las
células tumorales. Cabe mencionar que existen compuestos presentes en el extracto, de los
cuales no existen reportes de actividades relacionadas con el cdncer, como es el caso de los
compuestos mayoritarios acido octadecandico, metil B-D- galactopiranosida, metil B-1-
arabinopiranosida, por lo que se pretende en futuras investigaciones su aislamiento y

estudio individual.

Las evaluaciones realizadas demuestran el potencial citotdxico y anticancerigeno que tiene

el extracto de flores de Tagetes erecta contra el carcinoma pulmonar de Lewis.
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12.- CONCLUSIONES.

Los extractos hidroalcohélicos de flores y hojas de TE tienen efecto citotdxico en células de

carcinoma de pulmén de Lewis. Ademas, muestran ser selectivos a lineas celulares

cancerigenas. El presente estudio indica que el extracto de flores de TE inhibe la progresiéon

tumoral y ademads incrementa su efectividad en combinacidn con etopdsido. Los resultados

contribuyen a la evidencia de que los compuestos bioactivos presentes en el extracto

hidroalcohdlico de TE tienen potencial terapéutico contra el cancer de pulmén.

13.- PERSPECTIVAS.

1.
2.

Evaluar el extracto de TE en distintas lineas celulares tumorales.

Evaluar la combinacion del extracto de TE con otros antitumorales como paclitaxel,
vincristina, topotecan y cisplatino utilizados en el tratamiento de carcinoma
pulmonar a nivel clinico.

Evaluar por citometria de flujo el efecto del extracto de TE en el ciclo celular de la
linea LLC.

Evaluar de forma independiente los compuestos mayoritarios presentes en el
extracto en células de carcinoma de pulmonar de Lewis.

Describir los mecanismos de accidn de los compuestos aislados encontrados en el

extracto de TE.
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15.- ANEXOS.

1.- Caracterizacidn taxondmica de Tagetes erecta.

Aguascalientes, Ags., Noviembre del 2021.

A quien corresponda:
Presente:

Me complace informarle que las muestras recolectadas por la alumna inscrita en la Maestria en
Ciencia y Tecnologia Quimica de la U. A. Z., Alma Sarahi Cuellar Gonzdlez para el proyecto
“Evaluacion del efecto citotdxico y antitumoral del extracto de Tagetes erecta L. en modelos
experimentales de carcinoma pulmonar de Lewis in vitro e in vivo”, fueron procesadas de acuerdo
a los protocolos de prensado y herborizado, con los cuales se pudo establecer de manera
adecuada la identidad taxondmica de dicha especie, Tagetes erecta también conocida como
cempasuchil.

Dichos estudios orientados al quehacer de la ciencia seguramente abonaran a encontrar y a validar
usos tradicionales en dicho taxas. Es por ello que expido la presente constancia en la Universidad
Autonoma de Aguascalientes, sobre la correcta identidad de estas especies.

Hugo Np‘é,Araiza Arvilla.
Responsable de’Jardin Botanico de la UAA
Vocal del Norte de México de la A.M.J.B

60



2.- Participacion en la edicién numero Xlll de las Jornadas de ciencias quimicas en la

modalidad cartel de revisidn bibliografica, con el trabajo “El potencial citotdxico de

Tagetes erecta L.”

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

ZACATECAS
Franciseo (Farcia Salinas”

LA UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS
Y LA COORDINACION DEL AREA DE CIENCIAS DE LA SALUD

OTORGAN LA PRESENTE

CONSTANCIA

ALMA SARAHT CUELLAR GONZALEZ, MARISOL GALVAN VALENCIA, ALBERTO RAFAEL CERVANTLES
A, VILLAGRANA

Por su valiosa participacion en la presentacion del trabajo en modalidad Cartel:

“El potencial citotéxico de Tagetes erecta L. articulo de revisién”

durante las Xlll Jornadas de Ciencias Quimicas
“M. en C. Manuel de Jesus Macias Patifio”,
en el marco del Ao Internacional de las Frutas y las Verduras.
del 19 al 21 de Mayo de 2021, con un valor curricular de 10 horas crédito
Zacatecas, Zac., 21 de Mayo de 2021

Dra. Argelia Lopez Luna Dr. Juan Arméndb Flores de la Torre
Directora de la Unidad Académica de Coordinador del Area de "
Ciencias Quimicas Ciencias de la Salud 2 % a
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3.- Durante el semestre se realizé un articulo de revisién titulado “Propiedades

anticancerigenas encontradas en Tagetes erecta L.”

TiTULO.-

OBJETIVO.-
Realizar una busqueda bibliografica sobre articulos donde se reporten los efectos citotodxicos,

antiproliferativos o antitumorales encontrados en extractos de Tagetes erecta L.

AUTORES.- Cuellar — Gonzalez Alma S., Cervantes — Villagrana Daniel, Galvan — Valencia Marisol,

Cervantes — Villagrana Alberto R.

PALABRAS CLAVE.- Tagetes erecta, cancer, antitumoral, citotoxicidad, etnobotanica,

fitofarmacologia, extracto natural, antiproliferatividad.

ABSTRACT.- Tagetes erecta es una planta originaria de Mesoamérica, que, como diversas especies
del género es cultivada como una planta ornamental y ha sido estudiada por sus propiedades
medicinales en base a sus usos etnobotanicos. Diferentes partes de la planta han sido usadas, de
manera tradicional para tratar diversos problemas de salud. La composicién fitoquimica de varios
extractos hechos a base de raices y partes aéreas han sido reportados y evaluados en distintos tipos
celulares y modelos preclinicos. Se ha encontrado que los extractos exhiben efecto citotoxico en
una gran variedad de lineas celulares tumorales, ademas de presentar propiedades
anticancerigenas en un modelo in vivo. Algunos de estos trabajos se resumen de manera breve

durante esta revision.
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4.- Se obtuvo el primer lugar en la categoria de cartel de revision durante el 9° congreso

nacional de ciencias quimico-biolégicas por el trabajo titulado “Propiedades

anticancerigenas encontradas en Tagetes erecta”
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5.- Se expuso el tema del articulo de revisidon durante la Jornada estatal de ciencia y

tecnologia 2021 de manera virtual.

= Alma Sarahi Cuellar Gonzalez - Propiedades Anticancerigenas encontradas en Tagetes erecta L. o »

>

meet.google.cor €] 1 % Q

CONSEJO ZACATECANO DE

CIENCIA, TECNOLOGIA
Cuellar esta presentando E INNOVACION

ESTADO DE ZACATECAS

En conjunto, los resultados sugieren que extractos de TE tienen
actividad anticancerigena mediante distintos mecanismos de accion

e 1a planta han sido caracterizados y se ha
de un gran numero de constituyentes quimicos
IVersos mecanismos de accion, entre l0s cuales se
ctotdmicos y antitumorales, mediante diversas

a extractos de Togetes erecto en distintos
demuestra ¢l potencial terapéutico de TE como
Diferentes extractos de Togetes erecto muestran efectos
citotoxicos en varias lineas celulares tumorales, ademds de
demostrar actividad en un modelo animal. El tipo de extraccion, la
parte de la planta de donde se va a hacer la extraccion, asi como
13 eleccion del solvente, juegan un papel fundamental en el
desarrolio de las propiedades biologicas de la planta. Los estudios
anteriores demuestran que TE tiene potencial como agente
quimioterapéutico, ademds de ser prometedor para futuras
investigaciones que cetallen sus miltiples mecanismos de accion
interacciones farmacolégicas y continuar su investigacion en
modelos mas avanzados

Alma Cuecllar

@ Informativo Con Ciencia

#Ciencia

Ver mas

| ——
“Propiedades anticancerigenas encontradas en la flor de cempasuichil., c...
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7.- Participacioén en las Jornadas XIV de Ciencias Quimicas con el cartel titulado “Evaluacion
del extracto de Tagetes erecta L. en células de carcinoma pulmonar de Lewis in vitro”

> "’5’ G UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ﬂ(
(@) ZACATECAS ,
ST i 7/%//{/3'{0 (7’/4/'(/(. ;{44711({’ “

LA UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS Y
LA COORDINACION DEL AREA DE CIENCIAS DE LA SALUD

(VN OTORGAN LA PRESENTE
I\
UIMICAS CONSTANCIA
A: Alma Sarahi Cuellar Gonzélez

Por su valiosa ASISTENCIA a las XIV Jornadas de Ciencias Quimicas
“Dra. en C. Rosalina Carrillo Nuiiez”
en el marco del “Afio Internacional del Desarrollo Sostenible”
llevadas a cabo del 25 al 27 de mayo de 2022 de manera hibrida
en las instalaciones y plataforma virtual de la
Unidad Académica de Ciencias Quimicas,
con un valor curricular de 25 horas crédito.

Zacatecas, Zac., 27 de Mayo de 2022

— =
L. Wi ool S Lins @z D Finaw o

B Fhorer do b Torve

rectora Coordinador
Unidad Académica de Ciencias Quimicas SOMOS Area de Ciencias de la Salud
DESARROLLO
cUITIRAL

8.- Estancia de investigacion virtual con el Dr. Daniel Cervantes en la cual se realizo el primero

borrador del articulo de investigacion

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional

Farmacologia
Ciudad de México, 30 de Julio de 2022
Dra. Ismailia Leilani Escalante Garcia
Responsable del programa de Ciencia y Tecnologia Quimica

PRESENTE

Por medio del presente hago constar que la alumna Alma Sarahi Cuellar Gonzalez
de la Maestria en Ciencia y Tecnologia Quimica, ha concluido satisfactoriamente
con la realizacién de la estancia de investigacién, cumpliendo con los objetivos
planteados, segun el cronograma de actividades propuesto.

Sin otro particular, me despido reiterando mis saludos.

ATENTAMENTE.

Dr. Rodolfo Daniel Cervantes-Villagrana
Investigador Asociado, SNI-1

Farmacologia, Cinvestav-IPN
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9.- Realizacién de un articulo de experimentacion cientifica que sera enviado a una revista
indexada

Journal of Medicinal Food

Cytotoxic and antitumor effect of the hydroalcoholic extract of Tagetes erecta in lung
cancer murine model

In vivo and in vitro evaluation|

Alma Sarahi Cuellar Gonzalez, Marisol Galvan Valencia, Rodolfo Daniel Cerventes-
Villagrana, Alberto Cervantes- Villagrana*

Keywords: Cancer, cytotoxicitycytotocicity, Tagetes erecta, lung cancer, plant extract

Abstract

The plant Tagetes erecta, also known as Aztec margaoid, is a Mesoamerican plant of great
cultural value, which has been used in traditional medicine to treat various health problems,
its ethnobotanical uses include the treatment of cancer. In this studv, we evaluated anti-tumor
effects of the hydroalcoholic extract of Tagetes erecta (TE) flowers in vivo and in vitro.
Different concentrations of floral extract in Lewis lung cancer cells (LLC) and in non-tumor
cells (COS-1) as a control for toxicity. During the cytotoxicity assays, we found that it exerts
cytotoxic effects on LLC and this effect increased in a concentration-dependent manner. No
cytotoxic effects were reported on the non-tumor cell line. In murine model, administration
of the TE extract decreased in tumor volume and ex vivo evaluations showed increases in the
number of metastases and decreased the necrotic areas in the excised tumors, parameters
highly related to the tumor development. GS-MS characterization of floral extract reveals the
presence of acetic acid, n-butyric acid, benzeneacetic acid, oleic acid, n-hexadecanoic acid,
linoleic acid and coumaran as major compounds in the extract. This study indicates that the
hydroalcoholic extract of TE flowers inhibits tumor progression and contributes to the
evidence that some natural exftracts are a therapeutic potential against lung cancer.

Introduction more aggressive and having a higher

v mvbaliter F10
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10.- Participacién en em club de “Un acercamiento a las ciencias quimico - biolégicas” por
parte de COZCyT como retribucién social.

CONSEIO ZACATECANO DE
CIENCIA, TECNOLOGIA
E INNOVACION

ESTADO DE ZACATECAS

I;\/: CLUBES DE CIENCIA
ZACATECAS 2022

2002077

Ll l Zacatecas

/\/ Reconocimiento

N\ BT. Alma Sarahi Cuellar Gonzalez

Por su valiosa participacion impartiendo el club de

& Un acercamiento a las
ciencias quimico-biologicas
en las |n§ralac4ones del Centro de Comunicacion

y Divulgacion de la Ciencia del COZCyT,
11 al 1S de julio de 2022,

DOr. Hamurabl Gamboa Rosales
Director General

Dra. Cristina Jared Carrillo Martinez
irectora de Difusion y Divuigacion
Consejo Zacatecano de Ciencia, Tecriologfa @ Innovacion Conssjo Zacatecano de Ciencia, Tecnologla @ Innovacion

15 de julio de 2022

11.- Participacidn como ponente durante el ler foro de divulgacidén de investigaciones biomédicas

y en ciencia y tecnologia quimica 2022 “Master Tesis”

W LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ﬁ'

® £ ZRCRYE
RS ke rancisco (Farcia Salinas”

) ZACA CAS

CIENCIA, TECNOLOGIA
INNOVACION

A TRAVES DE LA UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS Y EL
CONSEJO ZACATECANO DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INNOVACION

OTORGAN LA PRESENTE

CONSTANCIA

A: L.B.T. Alma Sarahi Cuellar Gonzilez
W )o—
Por su valiosa participacion como PONENTE en el
Ter. Foro de Di ion de i i icas y en Ciencia y Tecnologia Quimica 2022
“MASTER TESIS”
llevado a cabo a través de la plataforma virtual de la Unidad Académica de
Ciencias Quimicas los dias 6 y 7 de septiembre de 2022

Zacatecas, Zac.. 7 de septiembre 2022

-

D | e ¢ flharres ﬁ’yv

N\ mm S~

Do, Mariia_Argolin Ligpor L iume SOMOS D fumseradi (Fambion Elosaioe
Directora de la ey g Director General del Consejo Zacatecano de
Unidad Académica de Clenclas Quimicas CULTURAL Ciencla, Tecnologia e Innovaciéon
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