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Influencia del tratamiento de Petiveria
alliacea en la expresion diferencial de
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Resumen

El estudio del perfil de expresion génica en las células eucariotas se constituye como una
herramienta importante en el entendimiento de las huellas moleculares generadas en res-
puesta a un estimulo farmacoldgico. A partir de Petiveria alliacea, una de las plantas
colombianas con actividad antitumoral, se ha obtenido la fraccion FAST 8 7:3, en la cual se
han encontrado diferentes compuestos, como el trisulfuro de dibencilo, uno de los compo-
nentes antitumorales mas potentes reportados para la planta. Esta fraccion también posee
actividad citot6xica sobre la linea de células tumorales K562 e induce cambios en el perfil
de expresion de genes, que podrian estar relacionados de alguna forma con la actividad
antitumoral tradicional reportada para esta planta. Esta actividad puede ser ejercida, en
parte, por la presencia del trisulfuro de dibencilo y por la actividad de los otros componen-
tes de la fraccion. En este contexto, proponemos el uso del ADNc-AFLP como herramien-
tattil en la tamizacion del perfil de genes transcritos en las células tumorales y, también,
como herramienta ttil para el descubrimiento de nuevos farmacos antitumorales.
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antitumorales, productos naturales.
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Title

Differential gene expression in tumor cells induced
by Petiveria alliacea treatment

Abstract

Gene expression profile in eukaryotic cells is a
very useful tool to understand the molecular
footprint responsible for the pharmacological
response to a stimulus. In the present study a
fraction named FAST 8 (7:3), obtained from
Petiveria alliacea, was used as stimulus to track
out the gene expression profile on K562 cell line.
P. alliacea is a plant that grows in Colombia, and
in traditional medicine is used for its anti-tumoral
activity. Of the different compounds present in the
fraction, dibenzyl trisulfide (DTS), is a compound
described by previous reports to have anti-tumoral
properties. The fraction exhibits cytotoxic activity
over tumor cell line K562 inducing changes in gene
expression profile. DTS might be in part
responsible for the fraction activity, but the other
compounds may also contribute to the biological
response. Herein, we propose the use of cDNA-
AFLP as a useful tool for gene expression profile
screening of tumoral cells and in the discovery of
new anti-tumoral drugs.

Key words: AFLP, Petiveria alliacea, gene
differential expression, antitumor drugs, natural
products.

Introduccion

Las plantas han sido utilizadas por
siglos como fuente de medicina popu-
lar para el tratamiento de diferentes
enfermedades, pero s6lo hasta ahora ese
conocimiento tradicional comienza a
ser utilizado y estudiado en la medici-
na moderna, redescubriendo medica-
mentos para el tratamiento del cancer.
Un ejemplo de ello es el taxol, aislado
de la planta Taxus brevifolia y caracte-
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rizado de manera experimental como
farmaco antitumoral, ya que tiene la
capacidad de unirse y desestabilizar los
microtibulos de diferentes lineas celu-
lares tumorales[2]. Debido a esta acti-
vidad, actualmente es usado en el
tratamiento de cdncer de mama y de
ovario[3].

En Colombia, existen diferentes
plantas que también tienen un inmen-
so potencial farmacolégico y que co-
mienzan a ser estudiadas con el fin de
encontrar nuevos productos que pue-
dan utilizarse en la terapia antitumoral;
una de ellas es Petiveria alliacea, co-
nocida cominmente como anamu. Esta
planta es cultivada en diferentes areas
tropicales con propdsitos medicina-
les[4], como diurético, antiespasmo-
dico, analgésico y antiinflamatorio[5,
6]. Hasta el momento, se han venido
realizando diferentes estudios farma-
colégicos con el fin de descifrar sus
propiedades medicinales, las cuales
han confirmado su actividad inmuno-
moduladora[7, 8], antimicética[9],
analgésica, antiinflamatoria[10, 11] y
antitumoral[12].

La actividad antitumoral fue inicial-
mente reportada en las fracciones
etanolicas, las cuales inducen citotoxi-
cidad en diferentes lineas de células
tumorales[13]. Diversos componentes
han sido implicados como responsa-
bles de la actividad antitumoral, como
el trisulfuro de dibencilo, que ejerce
diferentes efectos (antiproliferativos y
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citotoxicos) en células del neuroblas-
toma[12].

Recientemente, nuestro grupo en-
contr6 que una fraccién no polar de
P. alliacea induce apoptosis por la via
mitocondrial y disminucién de la
HSP70, la cual puede ser protectora
contra la muerte celular (articulo en
preparacién). Ademds, el andlisis del
proteoma de las células tumorales tra-
tadas con fracciones obtenidas a par-
tir de la purificacién con acetato de
etilo, ha demostrado un cambio
metabdlico importante que podria ex-
plicar la muerte celular, unido a una
actividad sobre el citoesqueleto que
induce una detencién de las células en
la fase G2 del ciclo celular[13].

En la actualidad, el estudio del per-
fil de la expresion genética en células
eucariotas se constituye como una he-
rramienta importante en el entendimien-
to de las huellas moleculares de una
variedad de enfermedades huma-
nas[14] y, también, se utiliza en la iden-
tificacién de genes expresados por
tejidos y células tratadas con diversos
agentes farmacolégicos[15]. Aunque
los mecanismos por los cuales P.
alliacea ejerce una funcién antitumo-
ral empiezan a ser estudiados, no sabe-
mos si la expresion diferencial de
proteinas[13] corresponde también a
una expresion diferencial de genes o
si, por el contrario, es el reflejo de un
manejo diferencial de las proteinas co-
dificadas naturalmente por la célula.

El estudio de estos mecanismos
permitiria diferenciar los blancos mo-
leculares de la planta entre los facto-
res reguladores del procesamiento
posterior a la traduccién de la degra-
dacién intracelular o los reguladores
de la expresion génica.

En este contexto, proponemos el
uso del ADNc-AFLP basado en el po-
limorfismo para la longitud de frag-
mentos amplificados (amplified
fragment length polymorphism, AFLP)
como método de estudio rdpido para
observar el perfil de transcritos entre
poblaciones de ARNm de células
tumorales. Este método involucra la
transcripcion inversa de ARNm a
ADNCc de doble cadena, seguida por
la digestién con una enzima de res-
triccién de amplio rango de corte
(EcoRI) y un segundo corte con una
enzima dirigida contra secuencias
menos frecuentes (Msel). Después de
la digestién enzimdtica, se realiza la
ligacién de adaptadores especificos
sobre el ADNc y el fraccionamiento
de esta mezcla se utiliza para la am-
plificacién selectiva por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR); estos
fragmentos se separan después en
geles de alta resolucién y se tifien con
nitrato de plata[16, 17].

En el presente estudio encontramos
que una fraccién de P. alliacea, a la
que denominamos FAST 8 7:3, pre-
senta un compuesto muy citotéxico,
previamente identificado en la plan-
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ta[18], que induce muerte en la linea
tumoral K562, ademdas de generar un
cambio en el perfil de expresién de
genes determinado por AFLP. Estos
hallazgos podrian sugerir que el cam-
bio en el proteoma de las células[13]
corresponderia a un cambio en la ex-
presién de genes, lo que podria ser el
origen de su actividad antitumoral.

Materiales y métodos

Obtencion de las fracciones de
Petiveria alliacea

El material vegetal fue recolectado
en Viotd, Cundinamarca, e identifica-
do por el bi6logo Antonio Luis Mejia
como P. alliacea. La planta se com-
paré con la muestra del Herbario Na-
cional Colombiano, con nimero de
registro 333406 del 12 de agosto de
1991.

Las hojas secas y los tallos (300 g)
fueron extraidos por reflujo (60°C) con
1,5 litros de etanol al 96% por 3 ho-
ras. El extracto etandlico fue filtrado
y evaporado hasta la mitad de su vo-
lumen, a presidon reducida de 175
mbares. Se afiadié un volumen igual
de agua destilada y se calentd a 65°C
por 20 minutos con agitacién constante
para permitir la floculacién. El preci-
pitado fue eliminado por filtracién (pa-
pel Wattman) y la fraccioén soluble se
extrajo con acetato de etilo (EtOAc)
exhaustivamente (7 veces), utilizando
un embudo de separacidn.
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Analisis de la fraccion FAST 8 por
HPLC-MS/MS

Para la separacion de la fraccion, se
utiliz6 una bomba HPLC Alliance
2795 (Waters®, UK) con detector
ultravioleta de diodos PDA 996
(Waters®, UK), a las siguientes condi-
ciones: Columna Symmetry (Waters)
C18 - 2,1x150 mm - 5 pm +
precolumna a 40°C; solventes: solven-
te A (H,O + 0,1% HCOOH) y solvente
B (CH,OH + 0,1% HCOOH);
gradiente: 0 a 45 minutos de corrido
solvente A al 60% y solvente B al 40%;
de los 45 a 50 minutos de corrido sol-
vente A al 0% y solvente B al 100%, y
de 52 a 65 minutos de corrido solvente
A al 60% y solvente B al 40%. Para el
andlisis de la relacién masa/carga (m/z)
de los compuestos, se utiliz6 un
espectémetro de masas con tiempo de
vuelo (LCT de Mlcromasss®, UK) y
electrospray. Los andlisis se realizaron
en el Instituto de Productos Naturales
de Gif sur Yvette, Francia.

Mantenimiento y tratamiento de las
células tumorales

Para el estudio se utilizé la linea
celular K562 (eritroleucemia humana),
obtenida de la American Type Cell
Culture (ATCC) Las células se man-
tuvieron en medio RPMI 1640 con
suplemento de suero fetal bovino
(SFB) al 10%, 0,01 M de Hepes, 100
pg de penicilina, 100 UI de estrepto-
micina y 2 mM de glutamina (Eurobio,
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Francia), en atmésfera himeda con
5% de CO,.La viabilidad de las célu-
las se analizé con azul de tripano.

Determinacion del efecto citotoxico
de la fraccion FAST 8 sobre células
K562 (IC50)

Para los anilisis de citotoxicidad, se
cultivaron 5x10° células K562 y se tra-
taron con diferentes concentraciones de
la fraccion FAST 8 (125 a 0,9 pg/ml).
Como control negativo, se utilizé etanol
al 0,2% y como control positivo se
agregaron diferentes concentraciones
de vincristina (0,1 a 0,0008 pg/ml), por
48 horas a 37°C. Después del tratamien-
to, las células se centrifugaron y se
resuspendieron en medio RPMI 1640
con suplemento sin rojo de fenol y se
trataron por 4 horas a 37°C con MTT, a
una concentracion final de 0,25 pg/ml
[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolio] (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA). Des-
pués de la incubacién, los cristales de
formazéin se disolvieron con dimetil-
sulféxido (DMSO) y la absorbancia se
determiné a 540 nm en un Multiskan
MCC/340 (LabSystems). Finalmente, la
concentracion inhibitoria 50 se calculd
usando un andlisis Probit (MINITAB®
Release 14.1. Minitab Inc. 2003
Statistical Software).

Obtencion del ARNm y sintesis del
ADNc

Para los ensayos de AFLP, se trata-
ron 20x10°¢ células K562 con 25 ig/ml

de la fraccién FAST 8. Después del tra-
tamiento, las células se observaron al
microscopio para identificar posibles
cambios morfoldgicos. El ARN total de
las células K562 se obtuvo con trizol,
siguiendo las recomendaciones del
fabricante (GIBCO). Las muestras de
ARN se cuantificaron por espectrofo-
tometria y se observaron en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio. El ARNm se aisl6 a partir del
ARN total, utilizando el kit de aislamien-
to de ARNm PolyATract (Promega).

Para la construcciéon del ADNc, 1 ug
del ARNm se puso en contacto con 50
ng/ml de cebadores aleatorios, 0,5 mM
de dNTP, 0,005 M de DDT y 200 U de
la enzima SuperScript III, en un volumen
final de 20 pl (Invitrogen). La reaccién
se llevo a cabo utilizando las siguientes
temperaturas: 10 minutos a 25°C, segui-
da de 50 minutos a 50°C y una reaccién
terminal de 70°C por 5 minutos. Para la
sintesis de la segunda cadena, se utiliza-
ron 5 U de E. coli ligasa, 20 U de E. coli
polimerasa I (New England Biolabs),
200 uM de dNTPs y 1 U de RNasa H
(Invitrogen), en un volumen final de
28 ul. La reaccion se llevo a cabo por 2
horas a 16°C. La purificacién del ADNc
de doble cadena se llevé a cabo utilizan-
do fenol:cloroformo:isoamilico en una re-
lacién de 25:24:1 (Clontech).

Andlisis de ADNc-AFPL

Para los analisis de AFPL, el ADNc
de doble cadena se incub6 con 0,5 U

Santander S.P., Uruefa C., Castafieda D., Cifuentes C., Aristizdbal F., Cordero C., Fiorentino S., Influencia del ...



de EcoRI y Msel, segin las condicio-
nes del fabricante (Invitrogen). Se in-
cubaron 10 pl de los productos de
digestion con 5 pmol de los adaptadores
para EcoRI y Msel, con el fin de gene-
rar secuencias para la amplificacion del
ADNCc. Para las preamplificaciones, se
utilizaron cebadores con una base de
seleccion en el extremo 3’. La mezcla
utilizada contenia 50 ng de ADNCc, 20
ul de la mezcla de iniciadores de pream-
plificacién, PCR solucién tampdn
AFLP 1X y taq polimerasa a 0,04 U/
ul, en un volumen final de 25 pl. Con
esta mezcla se realiz6 la PCR, con el
siguiente perfil de amplificacién: 94°C
por 30 segundos (s), 56°C por 60 sy
72°C por 60 s, por 20 ciclos. Los pro-
ductos de amplificacién se visualiza-
ron en geles de agarosa al 1% tefiidos
con bromuro de etidio.

Para las amplificaciones selectivas,
se utilizaron cebadores, que poseen
la misma secuencia de los utilizados
en la preamplificacién, mas tres ba-
ses de seleccion en los extremos 3’
(Invitrogen-AFLP analysis system II)
(tabla 3).

Analisis del gel

Para observar los cambios en el
perfil de expresiéon de genes, la mues-
tra obtenida de la PCR selectiva se di-
luy6é con 20 ul de una solucién de
formamida al 98%, EDTA 10 mM,
azul de bromofenol y cianol de xileno,
la cual fue calentada por 5 minutos a
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95°C y colocada en hielo inmediata-
mente. La muestra se corrié en geles
de secuenciacién de poliacrilamida al
6% (acrilamida:bisacrilamida 20:1,
urea 6 M y solucién tamp6n TBE 1X)
y teflidos con nitrato de plata (Invitro-
gen-AFLPs analysis system II).

Resultados

Obtencion y analisis de la
composicion quimica del FAST 8

Durante el proceso de purificacion
del extracto de P. alliacea, se obtu-
vieron tres fracciones denominadas
(1:1), (7:3) y (9:1), a las que se les
determiné su actividad citotéxica so-
bre la linea de células tumorales K562.
Los resultados obtenidos muestran que
la fraccién 7:3, llamada FAST 8, in-
duce mayor cambio morfolégico y
posee mayor actividad citotéxica so-
bre las células tumorales que las otras
fracciones obtenidas para la P. alliacea
(no se presentan los datos). Por lo tan-
to, esta fraccién fue la seleccionada
para continuar con los ensayos biol6-
gicos.

Mediante el analisis de la actividad
citotéxica, se establecié la concentra-
cién a la cual el 50% de las células
tumorales se encontraban vivas y el
otro 50%, muertas (ICs); se calcul6
para la fraccion y se encontré una con-
centracion correspondiente a 81,58 pg/
ml (tabla 1).
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Teniendo en cuenta este resultado,
se establecieron concentraciones por
debajo de la IC50 que nos permitie-
ron observar el efecto de la fraccion.
Para el trisulfuro de dibencilo, uno de
los compuestos reportados y presen-
tes en la fraccion, en el 2007, Williams
referencia los valores de IC50 en di-
ferentes lineas tumorales como: neu-
roblastoma SH-SYS5Y (0,12 pg/ml),
carcinoma mamario MCF7 (0,62 ug/
ml) y (1,8 pg/ml), melanoma IPC (0,81
pg/ml), carcinoma primario de mama
(5,27 pg/ml), leucemia de células
Jurkat (0,09 pg/ml), fibrosarcoma
HT1080 (0,53 pg/ml), cincer de pul-
moén de células grandes H460 (1,4 g/
ml), mama M231 (0,672 pg/ml) y
adenocarcinoma HeLa (0,7 pg/ml).

Al comparar estos valores con los
obtenidos para nuestra fraccién en la
linea K562, encontramos menor acti-
vidad citotoxica en la fraccién y, aun-
que el trisulfuro de dibencilo es uno

cionales que podrian disminuir su toxi-
cidad, pero que también actuarian so-
bre otros blancos en la célula tumoral.

En el andlisis del espectro de masas
obtenido para la fraccion, se observé
la presencia de 14 relaciones masa/
carga (m/z). En ellas se encontraron
tres compuestos con relaciones de
masas 278, 298, y 314, que correspon-
dian a compuestos previamente identi-
ficados y reportados para P. alliacea,
como el trisulfuro de dibencilo[18],
7-demetil leridal y leridal o petiveral,
respectivamente[19, 20] (tabla 2).

Tabla 1
IC50 de la fraccion de P. alliacea FAST 8
7:3 en la linea celular K562. Las células
K562 fueron tratadas con diferentes
concentraciones de FASTS 7:3 y el IC50
del extracto fue calculado usando un
analisis Probit (MINITAB® Release
14.1. Minitab Inc. 2003 Statistical
Software)

IC50 (pg/ml)

de los compuestos mayoritarios en la Vincristina  FAST8 7:3
misma, ésta posee componentes adi- K562 1,07 81,58
Tabla 2

Caracterizacion de la fraccion FAST 8 por HPLC-MS/MS. La fraccion FASTS fue
sometida a un analisis por HPLC-MS/MS para identificar los posibles compuestos
presentes en ésta. Para el analisis de la relacion masa/carga (m/z) de los compuestos,
se utilizo un espectrometro de masas con tiempo de vuelo
(LCT de MIcromasss®, UK) y electrospray

Tiempo de retencién m/z Compuestos identificados
(minutos) por derreplicacion
30,65 314 Leridal/petiveral
33,41 298 Leridal 7 demeti
48,36 278 Trisulfuro de dibencilo

Santander S.P., Uruefa C., Castafieda D., Cifuentes C., Aristizdbal F., Cordero C., Fiorentino S., Influencia del ...



291

Tabla 3
Cebadores seleccionados para la amplificacion selectiva del ADNc de
la linea tumoral K562

M-CAA M-CAC

M-CAG

M-CAT M-CTA M-CTC

E-AAC S S \

J v ¢

Las relaciones masa/carga (m/z) co-
rrespondientes a 238, 281, 294, 308,
316, 330, 344, 514, 530, 676 y 692,
no se pudieron correlacionar con nin-
gliin compuesto reportado previamen-
te para la planta. El trisulfuro de
dibencilo encontrado en el FAST 8 es
uno de los compuestos con mayor ac-
tividad biolégica reportada inmuno-
moduladora como la actividad
citotéxica y la antiproliferativa en li-
neas de células tumorales —por dismi-
nucién de la fosforilacién de cinasas—
y la actividad inmunomoduladora[12,
21, 22]. Para compuestos como el 7-
demetil leridal, leridal y petiveral, no
se ha reportado ninguna actividad bio-
l6gica especifica.

La fraccion FAST 8 induce
cambios en el perfil de expresion
génica de las células K562

El cultivo de células tumorales en
las condiciones empleadas nos permi-
tié conseguir una concentracién sufi-
ciente de ARN total con la calidad
6ptima para obtener hasta 1 ug de
ARNm. Las condiciones utilizadas
para la sintesis de la primera y segun-
da cadenas de ADNc han sido
optimizadas para realizar las respecti-

vas digestiones y ligaciones con los
adaptadores blancos de la preamplifi-
cacion y, por consiguiente, poder rea-
lizar las amplificaciones selectivas
necesarias para implementar la técni-
ca de ADNc-AFLP.

El anélisis de estas amplificaciones
con las diferentes combinaciones de
cebadores nos ha llevado a encontrar
mezclas que permiten obtener un per-
fil de expresion de diferentes genes en
las células K562, que puede ser anali-
zado utilizando la técnica de ADNc-
AFLP (tabla 4).

La visualizacién de estas amplifi-
caciones en los geles de poliacrila-
mida nos permitié encontrar las
combinaciones con las que se puede
obtener un perfil de expresion dife-
rencial de genes (figura 1). Por ejem-
plo, la combinacién del iniciador
E-AAC y el M-CAC fue la 6ptima
para comparar la expresién de los di-
ferentes genes en las células K562.
Como se muestra en la figura 1 (ca-
rril 16), se encontraron 21 genes ex-
presados diferencialmente en las
células tratadas con la fracciéon FAST
8, al comparar las células tratadas con
el control negativo.
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Tabla 4
Combinacion de cebadores que amplifican el ADNc y permiten la observacion de un
perfil de expresion diferencial de genes en las células K562 tratadas con el extracto

FAST 8
M-CAA M-CACM-CAGM-CATM-CTAM-CTC
E-AAC \ \ «l X «l 3 3
Bandas observadas Nuevas 10 21 5 9 14 21
Aumentadas 3 0 5 1 5 2
Disminuidas 4 4 0 0 2 1
No expresadas 7 3 0 7 15 6

X: no recomendado

300 pb

200 pb

123 4 56 78 9 10 1 12 13 14 15 16 7

Figura 1. Andlisis de la expresion diferencial de genes por ADNc-AFLP en las células
tumorales K562 tratadas con el extracto FAST 8 de Petiveria alliacea. Las células
tumorales K562 fueron tratadas por 24 horas con 25 pg/ml del extracto FAST 8 obtenido
de Petiveria alliacea. Las amplificaciones selectivas se realizaron utilizando la siguiente
combinacién de cebadores: M-CAA, K562 tratadas con el solvente (KS) (linea 4) y K562
tratadas con FAST 8 (KFASTS) (linea 5); M-CAC, KS (linea 6) y KFASTS (linea 7); M-
CAG, KS (linea 8) y KFASTS8 (linea 9); M-CAT, KS (linea 11) y KFASTS (linea 12); M-
CTA, KS (linea 13) y KFASTS8 (linea 14); M-CTC (linea 15) y KFASTS8 (linea 16). Control
positivo: ADN tomate digerido con EcoR I con el cebador M-CAA (linea 1), M-CAC
(linea 2); marcador de peso molecular (linea 3, 10 y 17).
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La identificacién de los genes ex-
presados diferencialmente estd siendo
evaluada por nosotros actualmente; sin
embargo, ésta es la primera demostra-
cién de que un extracto de P. alliacea,
utilizada tradicionalmente para el tra-
tamiento de algunas enfermedades
como el cdncer, acttia sobre la célula
tumoral induciendo cambios genéticos
que pueden atribuirse a la presencia
de uno de los compuestos encontra-
dos en esta fraccién, como lo es el
trisulfuro de dibencilo, considerado
principal componente activo lipofilico
de la P. alliacea[18].

Conclusiones

Petiveria alliacea, cominmente
utilizada en la medicina tradicional en
América, el Caribe, Estados Unidos y
Africa, es una de las plantas con ma-
yor potencial farmacolégico en nues-
tro pais y a nivel mundial, ya que ha
sido seleccionada entre 14.000 extrac-
tos de plantas como una de las 34
candidatas con potencial antitumoral
por la Universidad de Illinois[23].

Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran que el extracto
completo de la P. alliacea obtenido en
nuestro laboratorio, presenta actividad
citotéxica en la células K562 y con-
tiene tres compuestos, con masas de
278, 298, y 314, que corresponden a
compuestos previamente identificados
y reportados para P. alliacea, como
trisulfuro de dibencilo[18], 7-demetil
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leridal y el leridal o petiveral, respec-
tivamente[19, 20].

El trisulfuro de dibencilo se consi-
dera el principal compuesto activo
contra el cdncer, presente en la plan-
ta, ya que su mecanismo de accién ha
sido estudiado en diferentes células
tumorales, entre ellas las de neuroblas-
toma, en las que se ha observado dis-
minucién en la defosforilacién de las
MAPcinasas y, también, desestabiliza-
cién de la forma normal en la que se
encuentran los microtibulos del ci-
toesqueleto, sin afectar la dinamica de
la 4ctina, pero inhibiendo la prolifera-
cién de las células[12]. El trisulfuro de
dibencilo también posee actividad
citotoxica sobre lineas tumorales como
las del sarcoma TE671, el carcinoma
mamario MCF-7, el melanoma IPC, el
carcinoma primario de vejiga 5637 y
el cancer de pulmén[22].

En cuanto la expresion de genes,
también se ha encontrado que el tri-
sulfuro de dibencilo puede regular
positivamente la expresion de E-
caderina en células de neuroblastoma
SH-SYS5Y gk.a tratadas previamente
con factor de crecimiento nervioso
(NgF)[25]. La molécula de adhesion
celular E-caderina es un componente
primordial en la interaccién célula-cé-
lula y se encuentra notablemente au-
sente o disfuncional en muchos de los
carcinomas epiteliales o de mama mads
agresivos, indiferenciados y avanza-
dos; la pérdida de esta molécula se ha
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visto relacionada de manera impor-
tante en la transicidon de tumores
epiteliales benignos a estados invasi-
vos[26]. Por lo tanto, como se repor-
ta, el trisulfuro de dibencilo tiene
diferentes blancos citot6xicos en las
células tumorales, no sélo por su ac-
cién directa a nivel de microtibulos,
sino también, a nivel molecular al in-
ducir la expresién de genes importan-
tes relacionados con el estado invasivo
de la célula tumoral.

La demostracion de la existencia de
una expresion diferencial de genes por
las células tumorales tratadas con la
fraccion FAST 8, sugiere la actividad
especifica del extracto de la planta so-
bre la linea celular K562. La identifi-
cacion de los genes que se encuentran
regulados positiva o negativamente, nos
permitird dilucidar los blancos molecu-
lares especificos por los que P. alliacea
induce su actividad antitumoral.

La validacién de la actividad biol6-
gica de la planta sentard las bases cien-
tificas del conocimiento tradicional y,
asimismo, conducird al desarrollo de
nuevos medicamentos derivados de
productos naturales que podran ser uti-
lizados en la terapia antitumoral o como
adyuvantes de la terapia convencional.
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