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Resumen.- Los agentes quimioterapéuticos doxorrubicina y el paclitaxel han sido
cuestionados desde hace algun tiempo, por los efectos negativos observados en algunos
pacientes, cuando seusan enconcentracionesaltas. Sinembargo, estudios han demostrado
que productos de origen natural muestran sinergia con estos farmacos reduciendo la dosis.
En funcién de esa problematica se planted determinar el efecto in vitro del extracto de
Croton micans, en lineas celulares de cdncer humano, y su posible interaccién con ambos
farmacos. Se estudiaron los dos farmacos, y el extracto de C. micans en las lineas celulares
MCF-7 y PC3. Se analizé la naturaleza de las interacciones entre los productos naturales y
los farmacos quimioterapéuticos calculando el correspondiente indice de combinacién (Cl)
y el indice de reduccion (IDR). Se encontré que el extracto, no tiene efecto citotoxico y siun
efecto citostatico sobre las lineas celulares estudiadas. Las combinaciones doxorrubicina
/ C. micans, permitieron reducir la concentracién del fdrmaco de 3.9 veces para inhibir la
viabilidad celular en un 50 % en la linea PC3, mientras que para MCF-7, se obtuvo un IDR
de la dosis de 2.29. En lo que respecta a la combinacién del extracto y paclitaxel solo
mostro efecto sinérgico sobre la viabilidad celular de la linea PC3 con un IDR de 2.9.

Palabras clave: Antraciclinas, Doxorrubicina , Euphorbiaceae, MCF-7, Paclitaxel, PC3,
Quimioterapéuticos, Sinergia

Abstract.- The chemotherapeutic agents doxorubicin and paclitaxel have been questioned
for some time due to the negative effects observed in some patients when used in high
concentrations. However, studies have shown that products of natural origin display
synergy with these drugs, reducing the dose. Based on this problem, it was proposed to
determine the in vitro effect of Croton micans extract on human cancer cell lines and its
possible interaction with both drugs. Doxorubicin, Paclitaxel, and C. micans extract were
studied in the MCF-7 breast cancer and PC3 prostate cancer cell lines. The nature of the
interactions between the natural products and the chemotherapeutic drugs was analyzed
by calculating the corresponding combination index (Cl) and the dose reduction index (DRI).
It was found that the extract has no cytotoxic effect but does have a cytostatic effect on
the studied cell lines. The Doxorubicin/C. micans combinations allowed for a reduction in
the drug concentration by 3.9 times to inhibit cell viability by 50 % in the PC3 line, while for
MCF-7,a DRI of 2.29 was obtained. Regarding the combination of the extract and Paclitaxel,
it only showed a synergistic effect on the cell viability of the PC3 line with a DRI of 2.9.

Keywords: Anthracyclines, Doxorubicin, Euphorbiaceae, MCF-7, Paclitaxel, PC3,
Chemotherapeutics, Synergy

Introduccion

Croton es el género mas grande de la subfamilia Crotonoideae (Euphorbiaceae) con unas
1 300 especies a nivel mundial y unas 80 especies endémicas en Venezuela (Berry et
al. 2005). Muchas partes de las plantas (raices, hojas, corteza, tallos y sabia) de este
género son utilizadas en diversas regiones de América, Africa y Asia por sus diferentes
propiedades terapéuticas (Salatino et al. 2007).

Varias especies venezolanas pertenecientes al género Croton han sido caracterizadas y
se ha estudiado sus propiedades farmacologicas. Extracto acuoso del Croton cuneatus
posee efecto antiinflamatorio (Sudrez et al. 2006), la corteza de Croton malambo se utiliza
para tratar enfermedades tales como: diabetes, diarrea, reumatismo, Ulceras gastricas, asi
como también por sus efectos antiinflamatorios, antimicrobianos, anticonceptivos (Suérez
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etal. 2003; Suérez et al. 2008). Extractos de la especie Croton caracasana mostraron tener
actividad citotoxica en lineas celulares de cancer humano (Suédrez et al. 2009). Por otra
parte, de la especie Croton micans se aislaron compuestos, los cuales mostraron efecto
citotéxico sobre diferentes tipos diferentes de células tumorales humanas (Mateu et al.
2012; Vivas et al. 2013; Martinez et al. 2019) y del Latex de C. gossypiifolius se encontré un
potente efecto antimicrobiano frente a diferentes bacterias patdégenas (Godoy et al. 2020).

Ese efecto en la proliferacion en células tumorales mostrado por el C. micans, resulta
relevante para la comunidad cientifica, ya que, segun la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS), el cancer representa una de las principales causas de muerte en todo el
mundo. Segun datos que posee esta institucion para el afio de 2022 en territorio americano
causo6 aproximadamente 1.4 millones de muertes, siendo el grupo mas numeroso aquel que
incluia desde los jovenes hasta los 69 afos, representando un 45.1 % (OPS 2014). Estos
numeros han motivado a la comunidad cientifica a buscar nuevas moléculas con potencial
quimioterapeutico en productos de origen natural. Los productos medicinales de origen
natural tienen la ventaja de tener efectos secundarios minimos o nulos en comparacion
con las drogas sintéticas (Sudrez and Chavez 2018). Entre las plantas con mayor potencial
fitofarmacoldgico para combatir el cancer destacan, Citrus limettioides, Origanum onites,
Artemisia campestris, Rosmarinus officinalis, Thymelaea hirsute, Croton matourensis y Croton
micans (Sharma etal. 2023). Estal laimportancia de los productos naturales que un estudio
publicado por Alves et al. (2021) menciona que durante el periodo comprendido entre 1981
y 2014, aproximadamente un 52 % de las moléculas aprobadas para su uso en la industria
farmacéutica derivaron de productos naturales o sus derivados. El reporte estima que de
las 131 moléculas con potencial antitumoral aprobadas en ese mismo periodo 85 eran de
origen naturales, lo que representa un 64.88 %.

Elotro problema asociado con el tratamiento de cancer es que algunos farmacos presentan
respuestas negativas en algunos pacientes cuando se usan altas concentraciones.
Estudios han demostrado que las antraciclinas pueden ser téxicas cuando se emplean
en altas concentracién, en el caso de la doxorrubicina (> 500 mg/m?) (Veldsquez et al.
2016; Madonna et al. 2017; Mattioli et al. 2023). En lo que respecta al paclitaxel el uso
de contracciones elevadas (> 0.05 pmol/L) puede estar asociadas con el desarrollo
de neuropatias (Mielke et al. 2005). Estudios como estos han alertado a la comunidad
cientifica, lo que ha limitado su uso en algunos paises.

En vista de que el C. micans posee un alto potencial farmacologico (Sudrez et al. 2012) y
tomando en consideracion que las altas concentraciones de doxorrubicina y la paclitaxel
estdn contraindicada, se propuso en este estudio combinar un extracto del C. micans con
los fdrmacos antes mencionados, frente a lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) y
cadncer de préstata (PC3) para observar si existia algun efecto en la proliferacion celular.

Materiales y Métodos

Material Vegetal.- Las hojas de C. micans en periodo de floracién fueron colectadas en
Ocumare de la Costa, estado Aragua, Venezuela. El género fue confirmado por el Dr.
Stephen Tillett Botanico de la Universidad Central de Venezuela (Caracas-Venezuela).

Extraccion de los compuestos bioactivos.- Se empled la metodologia propuesta por
Compagnone et al. (2010), con modificaciones. EL extracto obtenido (aceite esencial) fue
disuelto en Dimetil sulfoxido (DMSQ) y las concentraciones evaluadas fueron 0.1; 0.3; 1; 3;
10; 30 4y 100 ug/mL.

Farmacos.- La doxorrubicina (D5220) y el paclitaxel (580555) ambos de la casa comercial
Sigma Aldrich, USA.

Lineas celulares.- Linea celular MCF-7 de cancer de mama humano y la linea celular PC3
de cancer de prostata humano.

Cultivo de las lineas celulares.- Se utilizd para la linea MCF-7, se empled la metodologia
propuesta por Gupta et al. (2017), usando el medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's
medium, Sigma Aldrich, USA) 3.7 g/L de NaHCO,, (Merck, Alemania), suplementado con
5 % suero fetal bovino (Gibco, BRL, USA), 2 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich, USA), 5
mM de HEPES (Sigma Aldrich, USA), 100 U/ml de antibiodticos (penicilina/estreptomicina,
Sigma Aldrich, USA) y 2.5 g/L de glucosa (Sigma Aldrich, USA). Para la linea celular de PC3
se empled la metodologia propuesta por Raeisi et al. (2019), usando el medio HAM-F12
(Nutrient Mixture F-12 Ham, Sigma Aldrich, USA), 1.2 g/L de NaHCO, (Merck, Alemania),
suplementado con 10 % SFB, 2 mM de L-glutamina, 5 mM de HEPES (Sigma Aldrich, USA)
y 100 U/ml de 100 U/ml de antibidticos (penicilina/estreptomicina, Sigma Aldrich, USA).
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Ambos cultivos se incubaron a 37°C en una atmosfera humificada de 5 % CO.,,

Ensayo de citoxicidad in vitro.- Ensayo de citotoxicidad con Sulforrodamina B (SRB) usando
la metodologia propuesto por Vajrabhaya et al. (2018). Se ajustd el nimero de células/ml
(10 x 10° células/100 ul por pozo) para cada ensayo y se sembraron en placas de 96 pozos
a un volumen 100 ul de medio especifico por pozo. Para el ensayo se tomaron dos placas
unaplacaT="0"yotraT="48h"EnlaplacaT =0 secolocaron 6 pozos con la suspensién
celular, y en otros 6 pozos medio de cultivo, pero sin células para usar como blanco. Las
placas se incubaron sin tratamiento por 24 h.

Transcurrido el tiempo, se agregaron 25 ul de acido tricloroacético 1 % a cada pozo,
incluyendo los pozos blancos y se incubaron por 1 h a 4 °C para la fijacion. Luego se
descarté el medio, se hicieron 5 lavados con 200 ul de agua bidestilada desionizada, se
secO y se guardo protegida de la luz. Ala placa T =48 h, se le descartdé el sobrenadante de
los pozos en condiciones estériles, y se agregd en un volumen de 100 pl de las diferentes
concentraciones. Se incubo6 por 48 h y se agregaron 25 pl de acido tricloroacético1% y se
incub6 por 1ha 4 °C, de la misma manera que se hizo con la placa T = 0. En ambas placas
se agregaron 50 pl/pozo de SRB al 4 %, se incubo por 20 minutos a temperatura ambiente
(protegiendo de la luz), se descarto el colorante, se hicieron 5 lavados con acido acético
1%, se agregaron 100 pl/pozo de trizma base 10 mM, se dejé por 5 minutos y se leyd la
absorbancia a 515 nm en un lector de placas ELISA.

Ensayo de combinacidn del extracto de C. micans con los farmacos quimioterapéuticos.-
Para las dos lineas celulares (MCF-7 y PC3), se evalud el intervalo de concentraciones
comprendidos entre 0.1y 100 pg/ml del extracto y entre 0.07 y 50 ug/ml de los farmacos
quimioterapéuticas. Para examinar la posibilidad de que el extracto de C. micans pudieran
potenciar los efectos de doxorrubicina y de paclitaxel, sobre la viabilidad de las células
MCF-7 y PC3, se disefaron sus combinaciones de la siguiente manera: [droga)/[extracto] =
0.07/01; 0.21/0.3; 0.62/1;1.85/3; 5.56/10; 16.7/30 y 50/100 (en unidades de pg/ml).

Analisis Estadistico.- Con los datos obtenidos se elabord una curva dosis-respuesta
con un analisis de regresién no lineal utilizando el algoritmo NCI. Tras la generacién de
la curva, se obtienen los siguientes parametros llevando a cabo una interpolacion de
la misma: la concentracion necesaria para inhibir el 50 % del crecimiento celular (Gl,),
inhibicion total de crecimiento (TGI) y la citotoxicidad en la forma de concentracion de
compuesto que causa la muerte de la mitad de la poblacion celular (LCSO) (GraphPadPrism
4.0., San Diego, USA). Se analizd la naturaleza de las interacciones entre el extracto de
C. micans y los farmacos quimioterapéuticos (doxorrubicina y paclitaxel) y se calculo el
correspondiente indice de combinacion (Cl) mediante el programa CalcuSun version 2.0
(Biosoft, Cambridge, UK) a través dela ecuacion de Chou-Taladay, el cual se fundamenta
en una evaluacién matematica cuantitativa de la interaccién farmacolégica entre dos
farmacos, donde valores de Cl < 1indican sinergismo (cuanto menor es el valor, mayor es
el grado de sinergismo) Cl = Tindica aditividad, y Cl > Tindican antagonismo (Chou, 2006).

Los resultados fueron expresados como el promedio mas o menos el error estdndar medio
(S.E.M.) de al menos 3 experimentos independientes (X + S.E.M). Los IC,, fueron obtenidos
mediante analisis de regresién no lineal (GraphPadPrism 4.0., San Diego, USA). Cada
relacion Cl se representa como la media de al menos tres experimentos independientes.
Los valores de Cl fueron analizados mediante la prueba t de Student.

Resultados

Actividad citotoxica y citostaticadel extractode C. micans y de los farmacos doxorrubicina
y paclitaxel sobre la viabilidad de lineas celulares PC3 y MCF-7.- Para conocer si los
componentes del extracto de C. micans eran tdxicos para la célula, se evalud el efecto
citotoxico y citostatico sobre ambas lineas celulares. De manera adicional tambiéen se
evaluaron los farmacos doxorrubicina y paclitaxel. Los resultados se presentan en la
Tabla 1.

El extracto de C. micans mostré tener mayor actividad citostatica observandose su efecto a
concentraciones menores de 29 ug/ml en ambas lineas celulares; y a su vez se evidencio
una inhibicion del 50 % del crecimiento sobre la linea MCF-7 a concentraciones 3 veces
menores que sobre PC3. El extracto mostré no tener actividad citotdxica significativa a
concentraciones menores de 100 uyg/ml. Se observé que en ambas lineas celulares la
doxorrubicina inhibe totalmente el crecimiento a concentraciones menores de 3 pg/ml,
mientras que el paclitaxel a concentraciones menores de 13 pg/ml. Se observd también,
que la linea PC3 es mas sensible al paclitaxel (LC,, = 36.34 ug/ml); mientras que la linea
MCF-7 es a la doxorrubicina (LC,, = 21.72 ug/ml) (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto del extracto de C. micans y de los farmacos Doxorrubicina y Paclitaxel sobre los parametros de crecimiento celular de

la linea celular PC3 y MCF-7

PC3 MCF-7
IG,, TGl LC,, IG,, TGl LC,,
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
C. micans 28.40+312 82.08 >100 9.18+3.20 >100 >100
Doxorrubicina 0.58+0.01 2.49+0.10 >50 0.06+0.01 0.48+0.02 21.72+0.14
Paclitaxel 0.84+0.20 2.77+0.70 36.34%4.05 0.05+0.02 12.24+0.25 >50

Gl., - inhibicion del 50 % de crecimiento, TGI - inhibicién total de crecimiento, LC, - citotoxicidad del 50%. Resultados expresados en
ug/ml.>100: no se observé efecto citotoxico a la mayor concentracion utilizada en el ensayo (100 mg/ml).>50: no se observo efecto
citotdxico a la mayor concentracion utilizada en el ensayo (50 Mg/ml). Las células fueron cultivadas por 48 h y la viabilidad celular fue
estimada mediante el ensayo de SRB. Los resultados corresponden a un experimento representativo de tres, con similares resultados

(n=3). Fuente los autores. 2024.

Efecto de la combinacion del extracto de C. micans con los farmacos doxorrubicina y
paclitaxel sobre las lineas celulares PC3 y la MCF-7.- En la segunda fase del estudio se
evaluaron intervalos de concentraciones comprendidos entre 0.1y 100 pg/ml del extracto
y de las drogas quimioterapéuticas entre 0.07 y 50 pg/ml, sobre ambas lineas celulares.
Los datos fueron analizados y se les determino el valor de IC_, a cada uno. Los resultados se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Efectos inhibitorios de diferentes concentraciones del extracto de C. micans y de las drogas
Doxorrubicina y Paclitaxel sobre la viabilidad de las células PC3 y MCF-7 expresado en la forma de
losIC.,

PC3 MCF-7
IC,, (ng/mL) IC,, (ug/mL)
C. micans 84.3£3.6 87121
Doxorrubicina 2.0+01 116£0.1
Paclitaxel 5.7+£0.2 N.D.

El extracto mostro valores de IC,; muy cercanos entre si para las dos lineas celulares, un
comportamiento parecido fue observado para la doxorrubicina en las dos lineas celulares.
En lo que respecta al paclitaxel el comportamiento no fue el mismo que el observado
para el otro farmaco, mientras que para la linea PC3 se determind un valor de 5.7 ug/mL,
en la MCF-7, para todo el intervalo de concentraciones ensayado se observo una inhibicion
practicamente constante y cercana al 50 %, sugiriendo que se habia alcanzado la meseta en
la curva de inhibicion de la viabilidad vs las concentraciones de la droga.

Para determinar la posibilidad de que el extracto de C. micans, pudiera potenciar los
efectos de doxorrubicina y de paclitaxel, sobre la viabilidad de las células PC3 y MCF-
7. se evaluaron diferentes combinaciones [droga]/[extracto]. La ausencia de efectos
dependientes de las concentraciones de paclitaxel en las células MCF-7 (Figura 1) impidi¢ el
analisis de las combinaciones de ese farmaco con el extracto, debido a las restricciones que
el programa CalcuSyn®. Los resultados obtenidos después del analisis de los resultados
se muestran en la Figura 1.

Como se puede abservar en la Figura 1, ocurrié una variacién de los indices de combinacién
con las fracciones afectadas por cada una de las combinaciones. Las graficas que muestran
los efectos de las combinaciones del extracto con las células PC3 (Figura 1) exhiben
perfiles muy similares y claramente sinérgicos para las menores fracciones afectadas
mientras que la correspondiente a la Figura 1C muestra un perfil diferente. Este hallazgo
indica que en las células MCF-7, se obtiene una mayor probabilidad de alcanzar sinergia
cuando las fracciones afectadas se encuentran alrededor de 0.75 (es decir, cuando la
inhibicion de La viabilidad es del 75 %) cuando se combinan la doxorrubicina con el extracto
en la proporcién de 1/1.6. Estos resultados nos indican que, en todas las combinaciones
ensayadas, los indices de combinacion estan por debajo de la unidad cuando la fraccién
afectada esigual 0.5 (50 % de inhibicion de la viabilidad).
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Figura1.Valoresde los indices de combinacion (Cl) graficados como una funcion de las fracciones afectadas
en las combinaciones binarias indicadas en los titulos de cada grafica. Las curvas con lineas sélidas son
graficas simuladas por computadora y los circulos negros representan valores experimentales de los Cl.
Las lineas punteadas por encima y por debajo de las curvas solidas corresponden a los Cl (multiplicados
por + 1.96 veces las desviaciones estandar) calculados con el programa CalcuSyn® y representan los
limites (superior e inferior) de los Cl que permanecen dentro del intervalo de confianza del 95 %. Los
valores de Cl < 1indican sinergia.

Para poder estimar el grado en el que las dosis de uno o mas agentes en la combinacion
puedenserreducidas paraalcanzarefectosque seancomparablesconaquellosalcanzados
por los agentes solos, se determinaron los indices de reducciéon de las dosis (IRD). En la
Tabla 3 se incluyeron los valores de esos indices, ademas de los correspondientes indices
de combinacién (Cl) determinados en este ensayo.

La Tabla 3, muestra como los co-tratamientos de doxorrubicina y paclitaxel con el
extracto de C. micans indujo un efecto sinérgico afectando la viabilidad de las celulas
PC3 comparados con las drogas administradas individualmente. Todos los Cl,,mostrados
son significativamente inferiores a la unidad. Esa afirmacién se basa en los valores del
coeficiente de correlacion lineal (que indica el ajuste de los datos a la ecuacion de Chou-
Talalay), donde un valor de r > 0.9 se considera como estadisticamente favorable. En Lo
que respecta las células MCF-7, se puede observar que la fraccion afectada corresponde a
casi un 50 % de inhibicion de La viabilidad, los indices de combinacion (Cl, ) y los indices de
reduccion de las dosis (|RD5O) sefalan con claridad que los efectos de las combinaciones
del extracto yla doxorrubicina son sinérgicos. Este efecto sinérgico fue mas representativo
(2.29) que los obtenidos con las mismas combinaciones en las células PC3.

Tabla 3. Combinacion de la Doxorrubicina y Paclitaxel con el extracto de C. micans en las dos lineas
celulares

Tratamiento Cl,, £ SEM r+SEM IDR,,* SEM
PC3

C. micans + Doxorrubicina 0.28 £0.01 098 +0.01 3901
C. micans + Paclitaxel 044 +0.01 097 £0.01 29+01
MCF-7

C. micans + Doxorrubicina 044 £0.06 094 +0.02 229+005

Cl, = indice de combinacion; r= coeficiente de correlacion lineal; IDR. = indice de reduccion. Se muestran
los promedios =+ el error medio estdndar medio de 3 ensayos independiente, calculados con el programa
CalcuSyn®.
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Discusion

Losresultadosencontradosconrespectoalacitotoxicidad(Tabla1), sobrecélulascancerigenas
coinciden con los reportados por Campagnone et al. (2010), quienes evaluaron el aceite
esencial de C. micans y demostraron que los componentes fitoquimicos tenian citotoxicidad
moderada contra LoVo (carcinoma de colon), X-17 (carcinoma de colon), Hela (cancer de
cuello uterino) y las células control. Esa capacidad antiproliferativa fue confirmada por un
estudio hecho por Vivas et al. (2013), quienes evaluaron al acido caracasina (monémero) y el
4cido micansinoico (dimero), pertenecientes al grupo de los seco-ent-kaurenos (aislados de
C. micans) y encontraron inhibicién en el crecimiento de PC3 y de las células normales de
una manera dependiente de la dosis después de la exposicién a ambos productos naturales.
Estos dos seco-ent-kaurenos exhibieron practicamente una actividad citotoxica similar
contra células tumorales humanas, pero no contra células normales. Los hallazgos de este
estudio reafirman el potencial citotéxico de los componentes presentes en las hojas del C.
micans sobre diferentes lineas celulares cancerigenas.

En lo que respecta al ensayo donde se evaluo el efecto de las concentraciones del extracto y
de las drogas doxorrubicina y paclitaxel por separado (ver tabla 2), resalta el comportamiento
de las dos lineas celulares con el extracto, ya gue se encontro gue los IC, tuvieron valores
muy cercanos, Lo que sugiere un mecanismo similar de inhibicion en la proliferacion celular.
La doxorrubicina mostro valores de IC,, muy parecidos entre si. Sin embargo, en la MCF-7 se
encontré unvalor de IC, de 0.16 pug/ml, Lo cual indica que esta droga tiene efectos citotdxicos
mas potentes que en las células PC3 (2.0 pg/ml). Este resultado coincide con el reportado
por Panetal. (2017), quienes, haciendo experimentos de 48h de duracién, reportaron un valor
aproximado de 0.20 pg/ml para el IC,, inhibitorio de la viabilidad para la doxorrubicina en las
células MCF-7. Por otra parte, los resultados obtenidos en las células MCF-7 tratadas con
paclitaxel son muy diferentes a los observados en las PC3, en elintervalo de concentraciones
ensayado con paclitaxel (entre 0.07 y 50 pg/ml) se observé una inhibicion practicamente
constante y cercana al 50 %, sugiriendo que se habia alcanzado la meseta en la curva de
inhibicion de la viabilidad vs. las concentraciones de la droga. Este comportamiento fue
reportado por Haghnavaz et al. (2017), quienes empleando el ensayo del MTT en células
MCF-7 tratadas por 24 horas con concentraciones de paclitaxel comprendidas entre 0.107
y 6.848 ug/ml observaron porcentajes de inhibicion cercanos al 70 %, con poca variabilidad
en el tiempo.

La sinergia observada en este estudio para la linea PC3 coincide con la reportada por Vivas et
al. (2013), quienes estudiaron la combinacion del acido de caracasina y el acido micansinoico,
(derivados de C. micans), con los farmacos doxorrubicina y paclitaxel, frente a linea celular de
cancer de prostata (PC3) y fibroblastos de dermis humana (células control). Ellos observaron
que los dos acidos en combinacion con los farmacos mostraron un efecto sinérgico sobre las
células tumorales, resultando que la combinacion de doxorrubicina con acido de caracasina o
el dcido micansinoico fue mas efectiva que con paclitaxel. En lo que respecta a la linea MCF-7,
no existen reportes en la literatura donde se haya evaluado la combinacion del extracto con
estos farmacos quimioterapéuticos. Sin embargo, se observé un indice de reduccién de la dosis
de 2.29 en el caso de las combinaciones doxorrubicina /C. micans, teniendo mayor sensibilidad
que la observada por la linea celular de PC3. Un estudio similar fue realizado por Wang et al.
(2016), quienes evaluaron si la combinacién de un conjugado de Danshensu (omponente activo
de la Salvia miltiorrhiza) con la doxorrubicina en la MCF-7. Entre lo mas destacado del estudio
resalta que el tratamiento conjunto de DT-010 con el medicamento aumento la apoptosis en
células MCF-7 en relacion con el farmaco solo, se concluyd que la combinacién del conjugado
con la doxorrubicina confiere el efecto sinérgico antitumoral en las células de cancer de mama
MCF-7 a traves de la regulacion negativa de la via glucolitica y la inhibicion de la expresién de
GRP78.

Analizando estos resultados se pudiera presumir que, se pude disminuir las dosis de la
doxorrubicina y el paclitaxel en los tratamientos quimioterapéuticos, cuando se combina con un
producto de origen natural. Hacen falta mas ensayos in vitro, con otras lineas celulares tanto
cancerigenas como no cancerigenas, para confirmar que el extracto es seguro y para evaluar
diferentes mecanismos bioquimicos de accion de los compuestos presentes en el extracto de C.
micans, para conocer cémo actla en metabolismo celular, para de esa forma pensar en realizar
ensaya in vivo.

Conclusiones
En el estudio no se incluyd como control una linea celular no cancerigena, que permitiera
corroborar el comportamiento de la moderada citotoxicidad del extracto evaluado y el posible

efecto de la combinacion de este con los farmacos, por lo que no se puede asegurar que el
comportamiento observado es extrapolable a otro tipo de células. Sin embargo, se pudo
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observar que el extracto de C. micans, posee efecto sobre la proliferacién celular de cdncer
de mama (MCF-7) y prostata (PC3) inhibiendo su crecimiento. En todas las combinaciones
ensayadas, el extracto incrementd los efectos de las drogas quimioterapéuticas sobre la
pérdida de la viabilidad celular, siendo las combinaciones con doxorrubicina las que mostraron
el mayor efecto sinérgico. Hacen falta mas ensayos in vitro con otras lineas celulares, para
poder confirmar sin son reproducibles y de esa forma planificar ensayos en modelos animales.
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