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Objetivos

> Explorar la actividad anticancerigena de extractos vegetales definidos
utilizando células en cultivo y un modelo de cancer en ratdn
> Explorar el mecanismo de accion del extracto vegetal
> |ldentificar los compuestos activos del extracto vegetal seleccionado
implicados en la muerte celular, mediante analisis de cromatografia de
gases y espectrometria de masas (GC-MS), LC-MS/MS y TLC

> Evaluar el efecto del extracto vegetal y de los
compuestos activos seleccionados

e identificados en un modelo de cancer en raton



Compuestos naturales y tratamiento del cancer

100%
Natural

 Sustancia producida por un organismo vivo, como plantas, animales o microorganismos.

 La quimica farmacéutica suele restringir esta definicion a los metabolitos secundarios, compuestos naturales que

no son esenciales para la supervivencia o el desarrollo del organismo, pero proporcionan una ventaja evolutiva.

* Muchos metabolitos secundarios son citotéxicos; aun asi, estos compuestos presentan un alto indice de seguridad y pueden

utilizarse como tratamiento contra el cancer.

» Taxol (= Paclitaxel), producido a partir de la corteza del tejo del Pacifico —Taxus brevifolia—,

* se utiliza habitualmente como quimioterapia. 6
* En 2015 se otorgo el Premio Nobel a la Prof. Youyou Tu por su descubrimiento de la artemisinina, un

compuesto natural producido por la planta Artemisia annua, para tratar la malaria y también estudiado contra el cancer (cancer de mama).



Extractos de plantas utilizados en este estudio:
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El extracto vegetal induce la muerte
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Mitocondria — central energética de la célula

Vida
e Sintesis de ATP
e Oxidacion de acidos grasos
e Oxidacion de aminoacidos
* Homeostasis del Ca?
e Estado redox celular
e Control del pH
e Sintesis de colesterol
 Proteinas del grupo hemo/proteinas hierro-azufre

Muerte

e Pérdida del potencial de membrana (AY) y del
metabolismo energético

* Alteraciones en el estado redox celular

* Fuente de radicales libres

* Liberacion de factores apoptoticos
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Mecanismo de accion_de los e>i.tractos_ vegetales: aumento de los niveles de expresion de
VDACI, oligomerizacion de VDACI1 y apoptosis
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Clioblastoma - cdncer cerebral

> El tumor cerebral maligno primario mas frecuente y agresivo en humanos

> No existe cura; el tratamiento actual incluye cirugia, radioterapia y
quimioterapia

> Supervivencia media: 12-18 meses (3,4 %-5 anos)
> No existe una mutacién comun (hasta
un 5 %)

g_ El _Ejumor presenta una marcada heterogeneidad; no existe una terapia
irigida

> La recurrencia y el mal prondstico se deben a las células madre del glioma
(GSCs) residuales,

altamente resistentes a la radiacion

VDAC1 esta sobreexpresado en GBM



Inhibicion del desarrollo tumoral mediante el extracto vegetal A
y eijﬁto €en un mo%lrel}o de g i(ﬂ) astoma en raton g

and phytol in a glioblastoma mouse model

Los volimenes tumorales medios calculados en funcion del tiempo se presentan como medias + SEM.
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Inhibicion de la divjsi?n 37 el crecimiento celular (}aor el extracto vegetal A
y el titol en modelos de xenoinjerto en raton
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El extracto vegetal A y el fitol inducen la muerte celular en un

modelo de xenoinjerto en raton
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El extracto vegetal A y el fitol alteran el microambiente tumoral
€n un modelo de xenoinjerto en raton

The Angiogenic Switch
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El extracto vegetal A y el fitol inhiben el metabolismo

GAPDH GLUT1

Hipotesis de Warburg (1924):

«La causa principal del cancer es Co
el reemplazo de la respiracion del ntr
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El extracto vegetal A y el fitol reducen las c€lulas madre cancerosas en un

modelo de xenoinjerto en raton

Resonancia
magnética cerebral
(Bra i n Rl. 1 ghnhl;s\umu | nnmmn} ff.‘\ld\lul xrcunl glmhl;lxlumn SOX?2 Merge Nestin

Current cancer
treatments
l 1"’\ T
‘ — : ‘ | — ‘
e Y
Initial Tumor Cancer Stem Cells Survive Recurring Tumor

T 1
Tumor heterogéneo Células madre sobreviven Tumor heterogéneo
1

regeneracion




Resumen y conclusiones:

> El extracto vegetal A revierte las propiedades oncogénicas de las células cancerosas y
puede reemplazar

varios farmacos, cada uno de los cuales ataca un tGnico proceso

Reversion de las propiedades oncogénicas mediante:

% Inhibicidn de la produccién de energia celular
% Inhibicion de la proliferacion celular
% Inhibicién de la angiogénesis
% Eliminacion de las células madre cancerosas (stemness), reduciendo asi la
recurrencia
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Identificacion de los compuestos activos en los
€X'|' I"CI CTOS V€g e-l-;n.éli‘sis‘mediante cromatografia

Analisis mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas (GC-MS)
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Analisis mediante cromatografia de gases—espectrometria de masas (GC-MS)

del extracto vegetal (A, B, C)

El andlisis mediante GC-MS identificd aproximadamente 20 compuestos en los extractos A, B y C, respectivamente

Linoleato
de etilo

100 200 300 400
Compuesto, pM

| S— —

Acido hexadecanoico, éster etilico ++ + +++
Fitol ++ + ++

Acido linoleico, éster etilico ++ + +++

Linoleato de etilo = acido ++ +
9,12,15-octadecatrienoico, éster etilico

Acido octadecanoico, éster etilico + - +
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Relative Absorbance

compuestos identificados en el extracto Vegeta J, el extracto vegetal

Cromatogramas obtenidos mediante LC-MS { XI que muestran los
B) y el extracto vegetal C (C)

ABC - 34 A — 14 compuestos
compuestos AB - B-15 C-12

11 AC-14 BC-

18

Extracto vegetal B

Extracto vegetal A

Extracto vegetal C

solvents

A
LE e ZHF 183 200 433 3.1 4H BS4 BE

Time. min
El analisis mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS/MS) del extracto vegetal A produjo 164 compuestos



20x10°

12108
Cantidad relativa i

Relative an

5x10%f

6x10°

4x10°

2x10°

Cantidad relativa —

3x108

2x108

Relative am

1x108

15x10%

10x10%

A3} A4 AT A8 A9 Al0 Al2

Compound

AB1 AB2 AB4 ABS AB6 AB7 ABS AB10 ABl1
Compound

oA

oB

Relative amount

Realtive amount

Sx10% ¢

6x10% |

4x10%}

2x108

Cantidad relativa

H |_| o= 1L T

Compuesto

2.5xv

2x10° |

1x10° |

sx10%[ B

4x10%

3x10%

2x108

1x10%

L

B10 EBEl4 BIS

oB

ocC

e LI oL TR

c O

Compuesto

I A o IR\ SR N T
SR R P S O P
Compound

4x108

3x108

Relative amount
(5~
5]
-
=
=

1x10§

.I_I.H.H.H. S

Relative amount

Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C9 Cll
Compound Compuesto

L T1

AC4

AC5 ACe ACY ACIo
Compound

oA

oc



Electos sobre la supervivencia celular y la induccion de apoptosis de los compuestos seleccionados

identificados en el extracto vegetal A mediante LC-MS/MS
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ACCLOS SOUIC 1a supclvivilitia CClulal

identificados en el extracto vegetal A mediante LC-MS/MS
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Resumen de los efectos sobre la supervivencia celular y la induccion de apoptosis de los
compuestos seleccionados identificados en el extracto A mediante andlisis LC-MS/MS

Compuesto PM, Formula Muerte celular Concentracion para la | Apoptosis Supervivencia | Concentracion parala | Supervivencia
Dalton empirica maxima, % muerte celular celular, % maxima IC50, uM

maxima, uM inhibicién de la
supervivencia, uM

Extracto vegetal A 99 1:1000 dilucién 46,33 1:250 dilucién 1:500
(98 % de muerte) dilucion

Rutina 610,52 C27H30016 - 74 400 350 ~

3H20
Kaempferol 286,24 C15H1006 72 300 100 47,16 300 200 ~
Miricetina 318,24 C15H1008 88 200 100 26,4 200 60?75
Acido cafeico 180,16 C9H804 90 700 500 23,62 1000 750
Acido rosmarinico 360,31 C18H1608 23 600< ~250 75,7 300< 35~
Yangonina 258,27 C15H1404 23 100<< ? 64,9 20 5?10
Acido clorogénico 354,31 C16H1809 12 100<< ? 91 200< ?
Betaina 117,15 C5H11NO2 14 100<< ? 95,1 200< ?
4-hidroxicumarina 162,14 C9H603 26 100<< ? 87,3 200< ?
Cloruro de estaquidrina 179,64 C7H14CINO2 37 50 10 81,3 200< ?
Cloruro de cianidina 322,7 C15H11CIO6 38 20 5 91,8 200< ?
Gliciteina 284,26 C16H1205 31 30 4* 64 200 20
Dismetina 300,26 C16H1206 60 20 5% 51,2 200 ~15

8-hidroxiquinolina 145,16 C9H7NO 30 10 3* 48,6 50 15~



Cromatografia en columna: columna de silica gel

Fluorescence Intensity
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Purificacion parcial de compuestos potencialmente activos

en el extracto vegetal mediante columna de silica gel

Diferentes fracciones de la columna:

Tolueno: acetato de etilo: cloroformo: acido féormico 6:6:4:1



Actividad sobre la muerte celular de las fracciones de la

columna
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Planes futuros

1. Determinar la cantidad relativa de los compuestos activos en la muerte celular entre los 16 compuestos analizados (Tabla 1) presentes en los extractos vegetales
A, By C, utilizando dos métodos: TLC y LC-MS/MS, junto con curvas de calibracién utilizando compuestos comerciales disponibles.

16 tested compounds (Table 1) in plant extracts A, B, and C, using two methods
TLC and LC-MS/MS and calibration curves using available purchased compounds.

2. Purificar posteriormente las moléculas alin no identificadas en las fracciones Il y 11l de la columna

y evaluar su actividad sobre la supervivencia celular y la induccién de apoptosis.

3. Evaluar los efectos de estos compuestos, en las concentraciones determinadas dentro del extracto vegetal, sobre la supervivencia celular, y evaluar diferentes
combinaciones para determinar si existe algun efecto sinérgico.

the plant extract on cell survival tested, and to test their different combinations to
see if there is any synergic effect.

4. Evaluar los compuestos mas activos y la combinacién mas activa sobre el crecimiento del cancer cerebral en un modelo de xenoinjerto subcutaneo en ratén.

cancer growth in a subcutaneous xenograft mouse model.
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