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Efecto citotóxico de lectinas de ruta graveolens en células MCF-7
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RESUMEN

México cuenta con una alta diversidad floristíca, estimándose que de un total de 30 mil especies vegetales, 5 mil de ellas están consideradas dentro de algún uso medicinal. Esta actividad, se encuentra regulada por metabolitos secundarios tales como las lectinas vegetales.

Diversos estudios han reportado efecto antitumoral de Ruta  graveolens, actividad que se atribuye a la presencia de lectinas. Las cuales son proteínas de origen no inmune que presentan la capacidad de enlazarse de forma específica y reversible a carbohidratos, el estudio de estas moléculas se basa  en la detección de transformaciones malignas en células, son citotoxicas y antitumorales. En este estudio se evaluó el efecto citotóxico que presentan las lectinas extraídas de diferentes órganos (hoja, tallo y raíz) de R. graveolens sobre células linfociticas y líneas tumorales de cáncer de mama, observándose la capacidad de reconocimiento en los patrones de glicosilación, ya que al probar el efecto citotóxico en linfocitos humanos y de raton, se encuentran diferencias  para cada especie; siendo que en el caso de linfocitos humanos la fracción de raíz presenta un mayor reconocimiento, mientras para los linfocitos de ratón el mayor efecto es dado por tallo: Diferencias que son atribuidas al grado de glicosilación que se presenta para cada especie.

1. INTRODUCCIÓN
El cáncer se define como un grupo de enfermedades que pueden afectar cualquier parte del cuerpo, caracterizada por la multiplicación rápida de células anormales que pueden invadir partes adyacentes o invadir otros órganos (OMS, 2011).  

El desarrollo de esta enfermedad comienza con la modificación de una sola célula, siendo resultado de la acumulación y selección de alteraciones genéticas y epigenéticas  que abarca varias fases y suele consistir en la progresión de una lesión precancerosa a un tumor (INCE.S.E., 2004); permitiendo la sobrevivencia, replicación, proliferación y evasión de mecanismos reguladores de la apoptosis (Meza et al. 2003). 

Las células transformadas muestran variabilidad en el tamaño y en la forma de sus núcleos, así como en el número y estructura de sus cromosomas, evidenciando las pérdidas, ampliaciones y reordenamientos sufridos, (Massague, 2009) generando algún error heredable en el control de la replicación y reparación del ADN dando como resultado la acumulación de mutaciones en genes que controlan directa o indirectamente procesos celulares (Moreno, 2009 & Meza et al. 2003).

De estos genes mutados surgen dos tipos 1) aquellos genes responsables de inducir o mantener el fenotipo maligno, denominados oncogenes y 2) genes que en su forma normal o no alterada son conocidos como proto-oncogenes; que pueden generar la oncogenicidad a distintos niveles de la célula (Meza et al, 2003).
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A nivel de membrana el cambio en los oncogenes genera modificaciones en los dominios proteicos para la unión de ligandos y dominios catalíticos transmembrana, lo que conlleva a una activación constitutiva del receptor en ausencia del ligando. Mientras que a nivel citoplasmático los oncogenes transductores de señales (protein-cinasas citoplasmáticas y proteínas unidas a Guanosín Trifosfato (GTP)) generan una alteración en la función de los dominios de regulación negativa, dando como resultado la estimulación prolongada de enzimas efectoras (Meza et al, 2003).

Sumado a los oncogenes y los proto-oncogenes se encuentran los genes supresores de tumores (GST), que son genes capaces de suprimir el potencial tumorigénico, actuando como reguladores negativos en presencia de señalizaciones anormales (Tabla 1) (Rambaruth, 2011).

	Tumor
	Cromosoma involucrado 
	GTS

	Cáncer de mama
	13p14, 17p13
	Rb, p53

	Cáncer pulmonar de células pequeñas
	13p14 y 17p13, 3p
	Rb, p53

	Cáncer colorrectal
	5q21, 17p13, 18q21
	APC, MCC, p53, DCC

	Leucemia mieloide
	1,6q, 7, 10, 19
	No conocido

	Carcinoma de células renales
	3p, 3q
	No conocido
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Dentro de las modificaciones estructurales sufridas por las células durante la transformación maligna se encuentran cambios asociados a los estados de glicosilación de las proteínas de superficie, afectando las interacciones celulares con otras células y la matriz extracelular, la expresión desregulada o el cambio en la localización de glicosiltransferasas y proteínas asociadas (Saeland et al 2011 y Fry 2011). Por tanto la glicosilación es un aspecto fundamental en procesos clave como la comunicación, la transducción de señales, el plegamiento y estabilidad de proteínas; además de estar implicada en la potenciación de la diseminación metastásica, en la modificación de la intensidad de las señales ya que es dependiente de la cantidad de un glicano detectado.

El cáncer es una patología en la cual no es suficiente el diagnostico y tratamiento, ya que existe una sobrevivencia de 5, 10 y 15 años, debido a que la enfermedad se encuentra latente, por lo que debe realizarse un seguimiento a la paciente y así evitar y diagnosticar oportunamente reincidencias locales, cáncer contralateral y metástasis ocultas (Tabla 9) (Elias et al, 2008).

Debido a la problemática en que los tratamientos existentes son poco específicos e invasivos se requiere el desarrollo de nuevas terapias más eficaces que ataquen de forma más directa a las células cancerígenas, lo que lleva a la investigación de medicina alternativa basada en principios activos de las plantas. 

3. PARTE EXPERIMENTAL

Pruebas de citotoxicidad en Linfocitos Humanos

En el grafico 11 observamos que el mayor grado de citotoxicidad en linfocitos humanos es a una concentración de 6 μg a 2 hrs, la raíz presenta un mayor porcentaje de citotoxicidad y en menor medida las fracciones de hoja. Se observa que conforme aumenta la concentración la citotoxicidad disminuye a 1 hr, pero a las 2 hrs es inverso.


El efecto citotóxico que presentan las fracciones de hoja en linfocitos humanos es dependiente de la concentración y del tiempo, donde la fracción más citotóxica es hoja dializada con glucosa incrementando su efecto conforme transcurre el tiempo. A una concentración de 2 μg la citotoxicidad es del 27.6%, a 4 μg es del 46.33%  y a 6 μg 48.57%. La LD50 de las lectinas de hoja es aproximadamente de 4-5 μg.

El mayor grado de citotoxicidad de las fracciones de tallo se da a una concentración de 6 μg a las 2 hrs, y en a las concentraciones menores se presenta aproximadamente el mismo rango. En este caso el efecto aumenta con la concentración pero disminuye con el tiempo en las concentraciones de 2 y 4 μg. La fracción que presenta un mejor efecto citotóxico es tallo sin dializar con glucosa. El efecto citotóxico promedio a 2 μg es 26.59%, a 4 μg es 31.67% y para 6 μg 44.83%. 

Su citotoxicidad es media, con una LD50 de 5-6 μg para la fracción dializada.

Los patrones de citotoxicidad de las fracciones de raíz muestran que conforme aumenta la concentración aumenta la citotoxicidad y conforme aumenta el tiempo disminuye, exceptuando para 6 μg a las 2 hrs. Para 2 y 4 μg el promedio de la citotoxicidad es de 30.6% y para 6 μg es del 52.80%.
4. CONCLUSIONES

A concentraciones nanomolares el efecto de las lectinas de ruda es mitogénico, mientras que para un efecto citotóxico es dependiente de la concentración, siendo que las lectinas de tallo presentan un mejor efecto citotóxico en células MCF-7 de cáncer de mama.
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Tabla 1. Localización y tumor asociado a GST. Tomado y modificado de Meza et al. 2003.
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