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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades con la magede mortalidad a nivel mundial y
debido a su complejidad, la terapia utilizada cdenquimioterapia, radioterapia en la
mayoria de los casos no son insuficientes pararatanto curar la enfermedad,
ocasionando en muchos casos efectos toxicos eacanpe, sin tomar en cuenta los
efectos secundarios que conllevan estos tratamsieriiste hecho ha motivado la
investigacion y el empleo de productos naturalesea como alternativa terapéutica para

esta enfermedad o como complemento.

Producto de diferentes trabajos de investigacibgelkedeAloe veraha sido propuesto
como alternativa terapéutica en diferentes enfeathesl entre ellas el cancer. En
particular se ha atribuido a los componentes quadn parte del gel déaloe vera
propiedades inmunoldgicas anticancerigenas. Debige la composicion de metabolitos
secundarios de las plantas varia en funcién a d&megeografica y condiciones
medioambientales en las que crece, es importaataa\si el gel déloe veraobtenido
de la comunidad de Cahuayuma del departamento dePda tiene el efecto

inmunomodulador esperado.

OBJETIVO. Evaluar los cambios en los niveles deaditas producidas por células
murinas mononucleares de sangre periférica y tegj@pulmon, inducido a cancer con
benzopireno y tratadas con gelAlee veraobtenido de la comunidad de Cahuayuma, ya

sea solo 0 en combinacion con el farmaco anticayer®v cisplatino.

METODOLOGIA. Se conformaron 4 grupo de ratones aidios a cancer de tejido de
pulmén por Benzopireno, el primer grupo fue el grapntrol, ratones que no recibieron
ningun tipo de tratamiento, el segundo grupo, eddnatados con gel ddoe veral00

uL (88 mg/Kg), el tercer grupo, ratones tratadasasplatino 2 mg/Kg y el cuarto grupo,
ratones con ambos tratamientos con las dosis desesitas. Se aislo el ARN a partir de
células sanguineas y tejido de pulmén para evldaarambios en la expresion génica de
las citocinas, se cuantifico su expresion gendé@waPCR en tiempo real empleando el
método deAACt y evidenciar la expresion y represion de losegate las citocinas IL-4,
IL-10, IFN-y y TNF-u.



RESULTADOS. En células sanguineas se logré evidemgie el tratamiento con gel de
Aloe verafavorece la expresion de los genes de la IL-10fFNNF-. y reprime a la
IL-4, el tratamiento con cisplatino, induce la eeg6n de la IL-10, y reprime a la IL-4,
IFN-y y TNF-a y el tratamiento combinado, estimula la expresiénlL-10 y IFNy y al

mismo tiempo reprime la expresion de IL-4, TXF-

En tejido de pulmdn de ratdn se observé que drtriginto con gel daloe verafavorece
la expresion de IFN-y reprime la expresion de IL-4, TNE-el tratamiento con cisplatino
induce expresion de IL-4, IFM-TNF-a y el tratamiento combinado estimula la expresion

de IFN«y y reprime la expresion de IL-4, TNE-

CONCLUSION. Los cambios en la expresion de genekasleitocinas en células de
sangre periférica y en tejido de pulmdn muestranajdratamiento con gel ddoe vera
favorece la expresion de las citocinas relacionadasla respuesta de tipo Thl y el
tratamiento combinado de gel Ae verdcisplatino si bien favorece la respuesta de tipo
Thl disminuye los niveles de expresion de citocihg& alcanzados cuando ambos

compuestos estudiados se administran de manergeindiente.

PALABRAS CLAVE. Gel deAloe vera,cisplatino,PCR en tiempo real, gen control

enddgeno, transcripcion inversa.



SUMMARY

Cancer is one of the diseases with the highestatitgrrate worldwide and due to its

complexity, the therapy used as chemotherapy, tiadigherapy in most cases are not
insufficient to control or cure the disease, cagsirany cases toxic effects on the patient,
without taking into account the side effects ofsénéreatments. This fact has motivated
the research and use of natural products, eithartlagrapeutic alternative to this disease

oras a complement.

As a result of different research woklpoe veragel has been proposed as a therapeutic
alternative in different diseases including cantreparticular it has been attributed to the
components that are part of thAke veragel, anticancer immune properties. Because the
composition of secondary plant metabolites variggedding on the geographic region
and environmental conditions in which it growsisiimportant to evaluate whether the
Aloe veragel obtained from the Cahuayuma community in taePlaz department has

expected immunomodulatory effect.

OBJECTIVE . Evaluate changes in cytokine levels produced lmpnanuclear maline
cells of peripheral blood and lung tissue, indutedenzopyrene cancer and treated with
Aloe veragel obtained from the Cahuayuma community, eighene or in combination
with the cisplatin anticancer drug.

METHODOLOGY . 4 groups of mice induced to lung tissue cancdéddayzopirene were
formed, the first group was the control group, nitea did not receive any treatment, the
second group, mice treated willoe veragel 100 pL (88 mg/kg), the third group, mice
treated with cisplatin 2 mg/kg and the fourth groopce with both treatments with the
doses described above. RNA was allocated from btmdd and lung tissue to assess
changes in the gene expression of cytokines, ¢fegietic expression was quantified with
real-time PCR using thAACt method and evidence the expression and repress$io
genes of the cytokines IL-4, IL-10, IFNand TNFe.

RESULTS. In blood cells it was possible to show that ezt with Aloe veragel,
promotes the expression of the genes of IL-10, yFNNF-o. and represses IL-4,

treatment with cisplatin, induces the expressiolLdf0, and suppresses IL-4, IFNand



TNF-a and treatment combined, it stimulates the expyessf IL-10 and IFNy and at
the same time suppresses the expression of IL-&;alN

In mouse lung tissue it was observed that treatwéht Gel of Aloe verapromotes the
expression of IFN+ and suppresses the expression of IL-4, Ti\NFreatment with
cisplatin induces expression of IL-4, IRN-TNF-A and the combined treatment

stimulates the expression of IFNand suppresses the expression of IL-4, TINF-

CONCLUSION. Changes in the expression of cytokines genesriiplperal blood cells
and lung tissue show that Treatment wiloe veragel promotes the expression of
cytokines related to Thl response and combinateatrnent ofAloe veragel/cisplatin
although it favors thl-type response decreasescytukine expression levels achieved
when both studied compounds are administered imaisply.

KEYWORDS. Aloe veragel, cisplatin, real-time PCR, endogenous cormjenle, reverse
transcription.



l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) el afid&@0nformé que el cancer ocupa el
segundo lugar en el registro total de muertes tagas, con una cifra de 9.0 millones y
qgue, a su vez, esto representa el 22 % del totasd@uertes a nivel mundial, detras de
las enfermedades cardiovasculares que ocupanmatipliigar con un 44 % de muertes.
(World Health Statistics, 2018).

De la misma manera el cancer ocupa el segundo éugeasos de mortalidad en nuestro
pais, causa alrededor de 14 muertes por dia, giéstha sido permanente en los ultimos
afos (Ministerio de Salud, 2017). El promedio dedperanza de vida en nuestro pais es
de 65 afios, sin embargo, esta patologia reduceifstadebido a factores fisioldgicos,
gue implican un conjunto de alteraciones y des#ujigs que inducirian la proliferacion
celular, la capacidad de evadir el mecanismo naueacontrol del ciclo celular,
originando una acumulaciéon de células cancerigeoascapacidad de invadir tejido y

posterior mal funcionamiento tisular. (Cabrera R012).

Esta enfermedad afecta a ambos sexos, se presemédqaier edad, no distingue entre
condiciones sociales, ni de raza. (Ramirez C., 2QIr2a de las razones que incrementa
la tasa de mortalidad, es la falta de acceso @inianto, en particular a los farmacos
anticancerigenos. Estos productos y/o terapiasisorosto elevado y de alto nivel de
toxicidad para el paciente, sin embargo, puede @xistir una respuesta positiva al
tratamiento indicado. Los pacientes que padecetecasus familias y el entorno social
gue lo rodea, deben realizar diferentes esfuersasiyficios para acceder a la medicaciéon
anti-cancer especifica. Los pacientes al no podegder a estos farmacos, abandonan el
tratamiento durante las sesiones de radioteragiamioterapia, sus sintomas empeoran,

el estado de salud se compromete aun mas, lo qlievaa su muerte.

El afio 1999, la OMS dio a conocer la utilidad dechas plantas y/o hierbas, en lo
referente a Medicina Alternativa y Complementafi@AC), para el tratamiento de
muchas enfermedades, entre ellas el Cancer. Paraal, las investigaciones sobre
plantas de interés medicinal se incrementaron sniliimos afios (Chaparro C. et al,
2011).



Esta informacién dispuesta por la OMS aumento telréis en el estudio de diferentes
plantas con presunta capacidad curativa, entres @laloe vera. Este trabajo de
investigacion forma parte del proyecto denomindt@eterminacion de la actividad
anticancerigena y efecto potencializador éébe verd, que busca demostrar los
beneficios sobre la salud, que brinda esta pl&ricbase a estos antecedentes, diversos
estudios han demostrado que el gelAdee vera puede utilizarse como una terapia
alternativa en el tratamiento de cancer y otragreréddades de caracter inflamatorio.
(Calderdn, M. et al, 2011). No se conoce si eldgehloe vera obtenido a partir de las
plantas que crecen en la localidad de Cahuayuntadivia una altitud de 4016 metros
sobre el nivel del mar, tienen el potencial antieaigeno o inmunomodulador suficiente
para inducir la produccion de citocinas proinflapnias “tipo Thl” como el Factor de
Necrosis Tumoral Alfa (TN, Interferon Gamma (IFN} y disminuir o inhibir la
produccion de citocinas antiinflamatorias “tipo Th&erleucina 4 (IL-4), Interleucina 10
(IL-10), con el conocimiento del tipo de citocin@ise esta planta induce a producir, se
podria inferir si tiene capacidad de incrementegprimir la actividad citotoxica contra

células cancerigenas.

Por todo lo anteriormente mencionado, el presamigajo de investigacion pretende
responder la siguiente pregunta de investigaci&h:ggl deAloe veraobtenido de las
plantas que crecen en la localidad de Cahuayuraacapaz de favorecer la expresion de
citocinas de tipo Thl y la represion o reduccionadexpresion de sintesis de citocinas
tipo Th2, en sangre y tejido obtenidos de tumonedugidos en animales de

experimentacion?



A. JUSTIFICACION

El Registro Nacional del Cancer, informo el afilo2@lie en Bolivia existian alrededor
de 3000 casos de cancer en varones y de 4000 enesyigiendo los tipos de cancer mas
frecuentes los de cancer préstata, estbmago yreotfalr en varones, y en mujeres el
cancer cervicouterino (OMS, 2014). La calidad deayilos costos elevados de los
quimioterapéuticos y las largas sesiones de radjmitea las que se someten los pacientes,
hacen que se reduzca la probabilidad de sobrewedtacenfermedad. De esta manera las
personas que no cuentan con seguridad social asosciecondmicos suficientes,
incumplen el tratamiento o directamente lo abandpi@ cual favorece el desarrollo

progresivo del tumor e incrementa el riesgo de stasés.

Por lo mencionado anteriormente y siguiendo la®mendaciones de la OMS es
necesario realizar investigaciones sobre producisirales que presenten alguna
actividad curativa. El presente trabajo se ha pFefmuevaluar el efecto antitumoral de
productos de origen natural, como es el cas@d\lba vera en particular el gel daloe

vera, contenido en sus hojas.

Si bien en el campo de la MAC diferentes invesimaes han demostrado que el gel de
Aloe veraposee propiedades antioxidantes y antitumoralee etras. Es importante
realizar estudigsen el campo de la inmunologia para evaluar si etéeente el gel de
Aloe vera particularmente el que obtiene de las plantascyeeen en la localidad de
Cahuayuma, que por las condiciones de altitud gimaenbiente en las que crecen (a su
vez le brindaria una mayor composicion de comp@selarganicos, inorganicos y
componentes bioactivos), tendran la capacidad diulaoel sistema inmune hacia una
respuesta protectora contra el desarrollo del tumste tipo de respuestas puede ser
inferido gracias al estudio de citocinas ( LopeZ004). Debiéndose evaluar la capacidad
del gel deAloe verade inducir y/o reducir la produccion de citocinas células
mononucleares de sangre periférica o tejido de @unsolo o en combinaciéon con
guimioterapia convencional, el cual sera un elemdatjuicio que nos permita establecer

una asociacion entre el éxito o fracaso del tragatoianticancerigeno estudiado.



B. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

» Evaluar los cambios en los niveles de citocinaslycmas por células murinas
mononucleares de sangre periférica y en tejidouttedn, inducido a cancer con
benzopireno y tratadas con gel Aéoe veraobtenido de la comunidad de
Cahuayuma, ya sea solo o en combinacion con elaffrmanticancerigeno

cisplatino.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Establecer las condiciones 6ptimas del métodoslenaiento de ARN de sangre
de raton para emplearse en la Reaccién en Cadela Belimerasa para la
cuantificacion de la expresion de genes de citgcibat, IL-10, IFNy y TNF-,

de origen murino.

» Cuantificar los niveles la expresion relativa des laiveles de citocinas
proinflamatorias IFNy, TNF-a y citocinas antinflamatorias IL-4, IL-10, por el
meétodo de cuantificacion de Ct comparativa, en reapgriférica obtenida de
ratones inducidos a cancer por benzopireno y tatadn cisplatino, gel d&loe

verao en combinacién de ambos.

» Cuantificar los niveles la expresion relativa des Igenes de citocinas
proinflamatorias IFN¢, TNF-a y citocinas antinflamatorias IL-4, IL-10, por el
método de cuantificacidon de Ct comparativa, erdaejie pulmén de ratones
inducidos a cancer por benzopireno y tratados @piatino, gel déAloe verao

en combinacion de ambos

» Comparar los niveles de expresion o represion si@émes de las citocinas en
estudio en sangre periférica y en tejido de pulménos grupos de ratones en
estudio.



Il MARCO REFERENCIAL
A. ANTECEDENTES GENERALES
1. EL CANCER UN PROBLEMA PREVALENTE EN LA SALUD
MUNDIAL

El cancer es considerado una de las principalesasale muerte en todo el mundo, segin
la OMS hasta el 2015, abarco 8.8 millones de msieegistradas, los principales paises
afectados son aquellos en los cuales la mayor garsa poblacion es de media y baja
clase social, con recursos econémicos limitadasayasperanza de vida menor a la de los
demds paises de la regién, como es el caso deé8Bg¢dMS, 2014).

Bolivia hasta el afio 2014, mostré una esperanzéddeen promedio de 68 afios, con 65
afios para varones y 70 en mujeres. (OMS, 2014). dénkas enfermedades que ha
reducido considerablemente la esperanza de vidauestro pais es el cancer. Es una
enfermedad multicausal, la OMS menciona que un 80%ebe a causas genéticas y el
otro 80% a causas ambientales o del entorno de Ridgoniéndose como principales

factores de riesgo a cancer en adultos: el consientabaco, consumo de alcohol,

obesidad entre otros. (OMS, 2015).

El cancer causa un impacto econdmico muy fuertdosrpaises de bajo desarrollo
econdémico y social, debido a la pobre implementaaé politicas de prevencion,

vigilancia y medidas para el tratamiento de estareredad. El afio 2015, solo el 35 % de
los paises informd que contaban, con los serviciesesarios para atender esta
enfermedad (OMS, 2015).

En el compendio sobre las Estrategias de la OM&ddledicina Tradicional 2014 —
2023, se sefala el limitado acceso a la medicinaerwional por parte de los habitantes
de paises con bajo desarrollo, sin embargo, la aimeditradicional y herbolaria se
encuentra al alcance de los habitantes de dicHesgpaomo una medida curativa para
distintas enfermedades. (OMS, 2014)

Unlu el afio 2016, publica una revision sistem&tare los diferentes usos ddbe vera,
en medicina cosmética y como producto medicinatadttivo. Ademas, en ella menciona

que posee una actividad anticancerigena, a travémal actividad inmunomoduladora,



producida por los componentes bioactivos que paga@anta, mas especificamente el gel
contenido al interior de las hojas, el acemanantraquinonas y antracenos, serian los

encargados de proporcionar la actividad antipnaltfea. (Unlu, A. et al, 2016)

El afio 2013, Pan et al, evidencian que la Aloirtaritda delAloe veratenia la capacidad
de inhibir la produccién del Factor de CrecimierEadotelial Vascular (VEGF),
inhibiendo de esta manera la angiogénesis, prdaastwgico presente en el desarrollo

de nuevos vasos sanguineos alrededor del tumar, (P&t al, 2013).

Kumar et al, demostraron el potencial inmunomodudatel gel deAloe vera,debido a
que este incrementa la expresion del TiNf-de la IL-1, las cuales son capaces de
aumentar la circulacion de linfocitos en el micttoeno del tumor. (Kumar et al, 2015).
El afio 2016 Arango M. et al, indicaron que la trdi¢ion de linfocitos en el entorno
tumoral es un marcador optimo de la efectividadadguimioterapia empleada (Arango
M. et al, 2016).



1. MARCO TEORICO
A. GENERALIDADES DEL CANCER
1. DEFINICION DEL CANCER

La OMS asume al Cancer como: ~ «Cancer» términérgenque se aplica a un amplio
grupo de enfermedades que pueden afectar a cuapgute del organismo; también se

habla de «tumores malignos» o «neoplasias maligh¢&MS, 2017)

El término cancer proviene del término griegpxivov (karkinos =cangrejo), que hace
referencia a la capacidad de invadir con nuevaasvaiiededor del tumor, como las patas
del cangrejo. (Castillo J., 2012). El cancer cdesien la multiplicacion rapida e
incontrolada de células anormales que se pued@arigor la exposicibn a agentes
cancerigenos ya sean de origen quimico, fisico adddico, o simplemente por
predisposicion genética (ACS, 2016). Esta proldgma puede diseminarse a otros
organos sobrepasando sus limites y transportarsia gangre o la linfa, a través de un
proceso llamado metéastasis, esta constituye laipahrazon de muerte por cancer
(Herrera, 2013).

Una de las caracteristicas importantes de esteneedad, es la capacidad de diseminar el
tejido canceroso sin presentar los sintomas ewdgrdra un tratamiento oportuno, en la
mayoria de los casos suele no presentar sintomashsista la fase cronica de la
enfermedad donde es mas dificultoso emplear uaniiahto efectivo. Castillo J., el afio
2012, hace referencia a que una vez que se engusr@mueva entidad patoldgica en el
organismo, lo mas légico es buscar y detectareaitegcausal, con la finalidad de prevenir

el nuevo contacto del agente causal con un nuesierga. (Castillo J. 2012).

En el desarrollo y crecimiento normal del cuerpaboo, debe existir una relacion de
equilibrio entre la generacién y eliminacién, pieiacion y muerte de todas las células.
(Arias ., 2011) Ademas las mismas células tienenanismos de control, que regulan el
crecimiento y proliferacion de manera controladsto® mecanismos de control se
encargan de eliminar células defectuosas y/o daf{@dmiilera et al, 2013). Sin embargo,
cuando estos mecanismos sufren un trastorno, esidentemente permitiran una
proliferacion descontrolada de las células, capdeesecer independientes de los factores

de crecimiento e incapacidad de diferenciacionlael{Flood J., 2006). Incluso estas
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células adquieren la libertad de anclaje de unerfigje solida, lo que les permite poder
movilizarse, con la posibilidad de invadir otrogides y ocasionando finalmente la

metastasis. (Sanchez C., 2013).

Se identificaron como factores de riesgo, aquejlees comiunmente no estan vinculados
de manera directa con la aparicion del cAncersdatores podrian ser, la exposicion a
agentes biologicos: virus (ej. VPH; Virus del Papih Humano), bacterias (ej.
Helicobacter pylor); la exposicion a sustancias quimicas de uso d&lwode consumo
(ej., tabaco, alcohol); radiaciones (ej. luz UWas X o tan solo la exposicién al sol),
alteraciones en el equilibrio nutricional (ej. llmangesta de grasas saturadas, excesos en
sustancias proteicas de consumo humano, produntiostrializados como la comida
rapida); enfermedades de transmision sexual, esicon genética, contactos con
sustancias nocivas, toxicas, mutagénicas e intdusontaminacién atmosféricas (OMS,
2015) (Sanz B. et al 2014).

El inicio para la formacion de la célula canceraese da por mutaciones repetitivas en
su ADN, varias veces y en varios genes. (MartinGileetta M., et al 2011). La
acumulacion de estos cambios, en la estructuraalalehADN, hacen que la célula pueda
evadir mecanismos de control, eludiendo sefialeptéipras que a su vez les permite
generar sus propias sefiales mitogénicas, adquridad capacidad de dividirse
aceleradamente, generando de esta manera desdandemdas mismas mutaciones,

convirtiéndose en clones de la primera célulaadi@r(Sanchez C. 2013) (Pérez, I. 2010).

Las células cancerigenas tendrian la capacidatbdeqr sefiales de crecimiento propias
y la generacion espontédnea de clones, hace quedcttdas puedan inducir cambios en
las células vecinas alterando completamente ebarigbiente natural celular. (Martin de
Civetta M., et al 2011)

La mayoria de los tumores no son de caracter Heleedaero es importante saber si el
paciente tiene un familiar directo que padecio esfarmedad, este aspecto se convertiria
en un factor de susceptibilidad a padecer caneeseb asi, el paciente debe someterse a
continuas revisiones médicas para la detecciénremapen fases iniciales. (Aguilera et
al, 2013).



2. TIPOS DE CANCER

Segun el Instituto Nacional del Cancer (2015), y gdatipo de células que forman ese

tejido, estos son los principales tipos:

Carcinomas. Este tipo de cancer se origina endadas epiteliales, que se encuentran
recubriendo todas las superficies del organismmoctambién, revistiendo los 6rganos

huecos, glandulas, la piel y mucosas. (INC, 2015)

Sarcomas. Es aquel tipo de cancer que se origiehtejido de conexion y sostén en el

cuerpo, denominado como tejido mesenquimatosocélasas de este tipo de cancer se
pueden ubicar en casi cualquier parte del cuenobyyendo adipocitos, articulaciones,

vasos sanguineos o hasta huesos. (Albin R., 2012)

Linfomas. Tipo de cancer se origina a partir dedékilas de la linea linfoide, mas
especificamente a los linfocitos T, linfocitos Bey alguno de los casos a las células
Natural Killer. Debido a que estas células pertenea sistema inmune, estas tienen la
capacidad de ubicarse en cualquier lugar del tdjrdoide, siendo mas comunes los

linfomas de Linfocitos B. (Murrieta, H. et al., Z0)0

Leucemias. Este tipo de cancer es denominado céleces glébulos blancos, por una
proliferacion clonal de los mismos que inicialmest origina en la medula ésea,
existiendo la probabilidad de dirigirse a sangréa bazo, higado y otros 6rganos. (Ruiz,
L., 2013)

Mieloma. Este tipo de tumores se presenta en lataséplasmaticas, globulos blancos
encargados de producir anticuerpos, se caractpoeda produccion continua y en
grandes proporciones de anticuerpos o componente®aionales, que se pueden

detectar en el suero y/o orina (Aguilera et al,301
a. Céancer de pulmoén

Conjunto de enfermedades caracterizadas por laifggeaion y multiplicacion
descontrolada de las células del tracto respimgtoque se pueden originar
independientemente ya sea del bronquio, de latasgbarenquimatosas o tan solo de la
pleura, se denomina como cancer de pulmon. (EsGadz017).



Debido a que la enfermedad no presenta sintomasciésps, es muy dificil
diagnosticarla en estadios tempranos de desadella misma, de esta manera se hace
mas énfasis en la prevencion y especificamenteléicps destinadas a evitar el consumo
de tabaco, el cual ha sido identificado como ppalcresponsable del desarrollo de esta
enfermedad. (Amorin E., 2013). Sin embargo, adedetabaco existen otras moléculas
carcinogénicas suspendidas en el ambiente, quegandean alteraciones en el genoma de
las células, alterando genes implicados en la w@dn de enzimas encargadas de
degradar carcindbgenos o alterando mecanismos deokgnreparacion en el ADN.
(Iniesta P., 2007).

b. Mecanismo molecular del cancer de pulmén

En el inicio de la enfermedad, se presentan una dereventos a nivel molecular como
ser: la exposicion a los carcin0genos externos csenda nicotina, alquitran pueden
ocasionar variaciones en la secuencia de ADN gar@ymiutaciones que alterarian la
expresion de genes normales, promoviendo a lafgnadion clonal con evasion de los
mecanismos de control. (Nooshinfar E. et al, 20l&)alteracion en genes responsables
de la integridad del ADN como la p53, expresionladaelomerasa no considerada
oncogeénica, sino que permite una mayor probabil@adlivision celular acumulando

mutaciones que favorecen el proceso tumoral. (Figniesta P., 2007).

Uno de los genes alterados en esta enfermedad, g&s alel receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), el cual es impodaah procesos celulares de gran
importancia como el crecimiento, proliferacion yopfosis. (Taus A., et al 2010). Una
mutacion en el gen del EGFR hace que las célulasecasas sean independientes de
sefales de supervivencia que expresan otros ggaes,ando de esta manera receptores
propios en la membrana como: a) receptores deesehmquimicas como la p53 que le
permitirian evadir el mecanismo de apoptosis nhthjareceptores para las sefiales del
factor de crecimiento beta transformante T kgado a la formacion del tumor y c)
alteracion en los genes reparadores del ADN lopguenite que se sigan produciendo

alteraciones una tras otra. (Amorin E., 2013).
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Figura 1. Esquema de la progresion del cancer de pulmohas modificaciones que se

producen en el ADN pueden llevar a la gananciardigg de secuencias, que pueden
ocasionar evasion a los puntos de control del celolar y a la proliferacion del epitelio
pulmonar. LOH: perdida del heterocigoto, VEGF: dacde crecimiento vascular
endotelial (Iniesta P., 2007).

B. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER

Durante el estudio publicado por Roser & Ritchi@l(®), hasta el afio 2016, se estimé que
mas de 8 millones de personas, que padeceriantghglde cancer, pasarian a ser muertes
confirmadas como producto de la complicacion da esfermedad. (Roser et al., 2015).

Esto posiciona al cancer como la segunda causaideara nivel mundial.

Hasta el afio 2016, se estim6 que aproximadamentrillthes de personas padecian
cancer de cualquier tipo. Segun el Our World InaD@018) de estos 40 millones, algo
mas de 8 millones de casos estan reportados cameercde mama, 6,3 millones como
cancer de recto y colon, 5,7 millones como caneeprdstata y con una menor tasa de
incidencia se encuentran el cancer de tragueagbias) pulmon y de estdmago con 2,8

y 2,3 millones respectivamente. (Roser et al., 2015
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1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER EN AMERICA LATINA

Segun Carioli et al, durante un estudio sobre elerd de muertes a causa del cancer, se
reporto que la incidencia de muertes en paisembatiericanos como ser en Argentina se
reportaron aproximadamente 120000 muertes (880@@remes y 44000 en mujeres, en
Chile 63000 muertes (16000 en varones y 47000 garew), Colombia 31000 muertes
en varones y 52000 en mujeres, México 39000 ennearg 79000 en mujeres y en

Venezuela solo se obtuvo reportes de 26000 muemtesujeres. (Carioli et al, 2017).

En el mismo contexto, se evidencié que la mayoidercia de cancer en varones, se
presenta como cancer de pulmoén, seguido por elecahe estbmago y una menor
tendencia por el cancer colorrectal y de prostda.otro lado, la mayor incidencia en
mujeres, esta en pacientes que padecen cancerodeage, cancer de pancreas, cancer

de pulmén y una menor incidencia en cancer de nyaiero. (Carioli et al, 2017).
2. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER EN BOLIVIA

La OMS el afio 2016, revelo los datos de 48 cergspecializados en cancer en Sud
América, donde se pudo observar que los tipos deecanas diagnosticados son cancer
de préstata, pulmén, mama, cuello cérvico uteriestpmago. Este mismo informe hace
conocer que en Bolivia y el pais vecino Peru, exista prevalencia mayor de cancer de
estbmago y de cuello cérvico uterino. (OMS, Inteomal Agency for Research on
Cancer, 2016).

Existen factores de riesgo que predisponen a padecesta enfermedad, entre estas se
encuentran las de riesgo laboral como la exposieiGmetales como el mercurio y
arsénico, que ocasionan cancer de vejiga, higgddnydon. Segun Pavilonis et al, (2016)
1,3 de cada 100 personas padecian de alguno tipdesie cancer antes mencionados,
causados por la exposicion a metales pesados cm@i@ y mercurio proveniente de

las labores mineras en los andes de Bolivia. (BaigiB. et al, 2017).

El afio 2017, Surriabre et al, reportaron que Baltiene la mayor tasa de incidencia en
Latinoamérica, de 100 mujeres 39,5 que padecerecégcvico uterino, con una tasa de
mortalidad de 16,5 de cada 100 mujeres, esto s malgormente a las condiciones de

vida en las que viven muchas familias. (SurriabretRl, 2017).
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El Ministerio de Salud, sefialé que el afio 201 7texisa incidencia en mujeres de 351,53
por cada 100.000 y de 183,80 varones por cadad@@ue padecian la enfermedad. La
distribucion por departamentos fue de la siguiemi@nera: en pacientes del sexo
masculino en La Paz (1881), Santa Cruz (1735) yh@&wamba (1102) son los 3
departamentos con tasas elevadas de nuevos cgssatges diagnosticados con Cancer
seguidos por Potosi (488), Chuquisaca (471), Of08), Tarija (348), Beni (267) y
Pando (78). Por otro lado, del sexo femenino lgmdamentos con mayores tasas son:
Santa Cruz (3975), La Paz (3905), Cochabamba (2pBtosi (1103), seguidos por
Chuquisaca (881), Tarija (787), Oruro (705), B&¥q) y Pando (187). (Ministerio de
Salud, Programa Nacional de Lucha contra el CA264r7).

C. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER

El cancer es ocasionado por un dafio a nivel del AN lleva a una funcion anormal de
las células y de los genes responsables del caitdrta division celular de las mismas.
(Merino C., 1995). Los eventos identificados comsponsables de la transformacion de

una célula normal a una célula cancerosa a nividaular son:

1. ACTIVACION DE ONCOGENES E INACTIVACION DE GENES
SUPRESORES DE TUMOR

Los proto-oncogenes, son genes que se encuentramadera normal en las células,
cumplen funciones necesarias para el desarrollecimrento, proliferacion y
supervivencia celular. Sin embargo, estas sufrelagcmanes en su secuencia, que generan
una proteina con funciones alteradas que estintalaroliferacién de células tumorales,

adquiriendo la capacidad de invadir en el tejideaeo. (Bando C. et al, 2011).

Por otro lado, si existe el estimulo suficienteapgue las células sigan proliferando,
existen también los genes supresores de tumongats de producir moléculas capaces
de detener el ciclo celular, proporcionando el penmecesario para la reparacion del
dafio. (Jiménez A., 2011). Sin embargo, una alt@na@n estos genes supresores
ocasionara un desequilibrio en la produccién deemhs responsables de la detencién
del ciclo celular, a esto se aumenta la evasida dpoptosis, adquiriendo una resistencia
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al sistema inmune, acelerando el metabolismo etiengg proporcionando el medio
suficiente para inducir a la angiogénesis. (Verad014).

2. ACUMULACION DE MUTACIONES SOBRE EL GENOMA

Es probable que una sola mutacidon en el genomaatossuficiente para convertir una
célula normal en una célula cancerosa, al contriarecumulacion de mutaciones no solo
se daria un gen mutado sino implicaria la mutadérvarios genes implicados en el

metabolismo y desarrollo normal de la célula. (domdo E., 2011).

Estas acumulaciones sucesivas y constantes d@lasesarrollo del cancer hacen que la
célula pierda la funcionalidad completa, incremesiteonsumo de energia metabdlica y
comienza a afectar el funcionamiento normal dedpdos vecinos. (Balzano L. & Diez
N., 2010).

Las mutaciones que sufre el ADN, a veces ocasiquarse pierda un pequefio segmento
de la proteina sintetizada que no afectaria sudnatismo como tal. Sin embargo, las
mutaciones con gran pérdida de segmentos de ADMlexidnes en el cromosoma,
provoca inestabilidad en las moléculas sintetizguiasliendo estabilidad molecular y
funcional. (Ferbeyre L. & Salinas J., 2005).

3. PREDISPOSICION HEREDITARIA AL CANCER

Otro evento responsable de la aparicion de estareatiad, es la predisposicién genética
a padecer de la misma. La alta incidencia fam#iriste ya que familiares que padecieron
por esta patologia, hacen que el paciente posealtsn@robabilidad de presentar los
sintomas y signos de la enfermedad. De la misma&raala aparicion de varios tipos de
cancer en una misma generacion familiar, puede releba la presencia del gen

responsable en una generacion anterior. (Bandoaf, 2011).

Existe dos tipos de predisposicion genética a estiermedad como ser: a) la
predisposicion hereditaria, que sigue una secueateifierencia mendeliana y b) por
agregacion, que por el contrario en este caso poege determinar el patrén especifico
de aparicion del tipo de cancer. (Valdespino V. &déspino V., 2015). Ademas, se ha

determinado que polimorfismos de simple nucleét{8dIP), pueden incrementar la
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probabilidad de adquirir la enfermedad por unaigpeEgsicion genética o por el otro lado
ser un factor protector para no padecer la enfeachgdRahman N., 2014).

4. INESTABILIDAD GENETICA

La inestabilidad genética se ha convertido en wmntevindispensable para la formacion
del tumor, pero entre cada tumor la presentacida ohestabilidad es diferente. (Pérez R.
et al, 2017). Las diversas mutaciones que danmigea inestabilidad genémica sirven
como un proceso de progresion y desarrollo del tuanpartir de esto se origina diferentes
procesos biolégicos como, el inicio de una respuegtamatoria, para contener las
elevadas exigencias en cuanto a materia y enesgilugdr a un reprogramacion o

reconfiguracion del metabolismo para mantenenisidin celular acelerada y por ultimo

la evasion del sistema inmune, impidiendo su reciomiento como extrafias. (Hernandez
R., 2016).

El ADN sufre alrededor de 100000 cambios por diee gueden deberse a cambios
espontaneos debido a procesos bioldgicos basiaoste® cometidos durante la

reparacion, replicacion y recombinacion, o cambimtucidos por agentes externos
ambientales ya sean fisicos, quimicos o biol6gi&is. embargo, este numero de
modificaciones serian incombatibles para mantemeida, pero que con los procesos de
reparacion y control normales se eliminan el mgyancentaje de errores producidos.
(L6pez A., 2003).

Existen dos tipos de inestabilidad gendmica unaval krromosémico, como ser las
traslocaciones, deleciones o inversiones, y otrasval del ADN, como son las
mutaciones puntuales, inserciones de microsatélites aparicion de un tipo de
inestabilidad o ambos pueden factores importantea pl desarrollo de cancer de

diferentes tipos. (Alazzouzi H., 2006).
5. CAMBIOS EPIGENETICOS

Por ultimo, entre los eventos responsables quedaea el desarrollo de esta enfermedad,
se encuentran los cambios epigenéticos, se denomgigor cambios o modificaciones
en el reordenamiento de la cromatina de célularales, que, si bien no produce cambios

la secuencia del ADN, puede favorecer la expresidgepresion de genes. (Tume L.,
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2014). Estos cambios epigenéticos estan relacienadn el silenciamiento de genes
supresores de tumor, la activacién de oncogenesotificacion de la estructura de las
histonas y la metilacion del ADN, procesos que pbdémente no sean reversibles
(Lambert M. & Herceg Z., 2008).

Son tres los mecanismos relacionados con el degeguen el epigenéma que inducen
la transformacion de una célula normal a una caseelEstos son: A) la hipermetilacion
de los promotores de los genes supresores de tsumoede de manera aleatoria que
cambie la conformacion de proteinas responsabléscatdrol de supervivencia y
proliferacion. (McCabe M. et al, 2009). B) Sobremgidn de las histonas des-acetiladas,
que puede ser la causa de la metilacion de otrossgesilenciando su actividad y
promueve un incremento en la division celular, psaccompletamente irreversible y C).
Alteracién en el remodelamiento de la cromatintg emdifica la estructura compacta de
la cromatina, permitiendo la metilacion de genek ynodificacién en las histonas.
(Valdespino V. & Valdespino V., 2015).

D. ETIOLOGIA DEL CANCER

El cancer es una enfermedad multifactorial, en msiddasos se ha observado que se
origina a través de factores enddgenos que tiesran base los cambios a nivel genético,
como también los factores exdgenos conocidos caatores ambientales (Ferris et al,

2004). Sin embargo, varios investigadores losfatasi en 3 grandes grupos de factores:
1. FACTORES BIOLOGICOS

Dentro de este grupo de factores, se encuentraeldisposicion a las infecciones
recurrentes con parasitos, bacterias y virus. @égiéz et al., 2011). El mecanismo de
infeccibn se da de manera distinta en microorgarssnios parasitos y bacterias
promueven una inflamacion crénica, estimulandaddiferacion y causando dafio a nivel
de ADN y proteinas de membrana. Los virus, se gac@n de insertar oncogenes no
activos, inhibiendo genes supresores de tumo¥yres$ de la Inmunodeficiencia Humana
tiene la caracteristica de alterar la respuesitigica normal, promoviendo la produccion
de antagonistas naturales. (Dalton L., & Kellani2#Q9).
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2. FACTORES FisICOS

La exposicion a la luz solar, compuesta por losgBeetros de luz (ultravioleta, visible e
infrarroja), de los cuales un alto porcentaje dasegadiaciones, sufren modificaciones
durante su ingreso en la atmosfera. Un minimo poage de estas radiaciones (como la
luz UV) que ingresa de la atmosfera, puede ocasmngaciones en el ADN, produciendo
errores en el mecanismo de apoptosis normal y elstoidn de la proliferacion de clones.
(Cabrera C. & Lopez M. 2006).

3. FACTORES QUIMICOS

Aquellos componentes quimicos cancerigenos, sorellaguque pueden causar
alteraciones en el genoma humano, ocasionandootiugerion de tumores dentro del
organismo, ya sea por inhalacién o contacto. (MertiL. 2001). La exposicion a estos
compuestos en las fuentes laborales deberia s&oleala, por ejemplo, el formaldehido
de uso en universidades y hospitales, como desamfie; en las industrias farmacéuticas,
para su produccion. El afio 2014, Idrobo E., repqué la exposicién al formaldehido
causa entrecruzamiento de proteinas del ADN hunfdebido a la oxidacion de las
cadenas laterales los aminoacidos, que conllewva @xidacion del ADN ocasionando la
ruptura de sus cadenas), evidenciando la presdectamores pequefios en el epitelio
nasal por inhalacién. (Idrobo E., et al, 2014; sied. et al, 2006). Incluso el afio 2009
Zuluaga et al., reveld que la exposicion a compmseatmosféricos que podrian ser
mutagénicos y carcinogénicos, como es el caso slecémtaminantes industriales,
moléculas de las emisiones vehiculares, residuogealsleo y los hidrocarburos
policiclicos (HPA), como es el caso del Benzo(&mir. (Zuluaga et al., 2009).

4. OTROS FACTORES ESTUDIADOS

Se ha observado que no solo los componentes amtesianados son los principales
factores predisponentes para padecer esta enfatmé&taconsumo de alcohol se
posesiona como la droga mas consumida a nivel mu@MS, 2015), esta tendria la
capacidad de disminuir las concentraciones ded@atel organismo, a esto se suma su
capacidad de bloquear la adenosilmetionina, imptataomponente en la sintesis de

ADN, incrementando el riesgo de padecer cancemZ@es R., 2011). Por otra parte, el
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consumo de tabaco, de parte de los fumadores gasaativos, es un factor mas asociado
a padecer cancer debido a que al inhalar el humoigharillo se liberan, mas de 4000
sustancias altamente nocivas, entre ellas la n&atiel alquitran, ademas de la gran
cantidad de monoxido de carbono al cual se explaiserelulas pulmonares, alterando su
material genético incrementando la probabilidada®vertirse en células cancerigenas.
(De vito E., et al 2005).

Sin embargo, no solo el consumo de drogas es pmtisate a padecer cancer, la ingesta
elevada de grasas saturadas y colesterol, incramdat cantidad de lipidos en los
intestinos, activando especies reactivas de oxigdimerando mutagenos en el medio
como el 13-hidroxioctadecadienoico (13-HODE) altéiael metabolismo de las células
alrededor promoviendo proliferacion. También seohaervado que algunos farmacos
estan asociados con la generacion de células cmaseralterando el material genético,
siendo este su principal mecanismo de accion. @afmet al., 2011).

E. TRATAMIENTO PARA EL CANCER
1. TRATAMIENTO CONVENCIONAL

Para iniciar un tratamiento adecuado se debe temauenta el estado funcional, la edad
y el tipo de cancer que padece el paciente. Devemt@ra la cirugia es considerada como
la mas efectiva, pero también la radioterapia es media adecuada. Sin embargo, la
medida menos indicada es la quimioterapia por sutakicidad. (Cajaraville G., et al
2005).

a. Cirugia

El tratamiento mas antiguo he indicado hasta laadidiad ha sido la cirugia, que se aplica
en tumores solidos, evitando asi la metastasisirugia, tiene el papel de reducir la masa
tumoral, alivia los dolores ocasionados por obstdrcocasionada por los tumores y esta
se integraria con otros tratamientos alternatiyi@a una rehabilitacion favorable.
(Cajaraville G., et al 2005).

b. Radioterapia

La radioterapia se entiende como la aplicaciénnaegéa ionizante, mediante rayos X o
gamma al sitio donde se ubica el tumor. Sin embasgfe tipo de energia podria generar
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radicales libres que ocasionan la ruptura del Apridduciéndose la apoptosis celular, ya
sea en células tumorales o células normales, denemtera el éxito o fracaso de este

tratamiento depende mucho de la ubicacion del tufRrtwod J., 2006).
c. Quimioterapia

La quimioterapia ha demostrado tener un efectotigosy favorable en un numero
minimo de tumores, esta terapia utiliza agentestaticos que impiden la proliferacion y
multiplicacion celular, ocasionando aductos en BINAimpidiendo su mecanismo de
sintesis natural. En la actualidad la mayoria declamponentes aislados tienen origen
vegetal (Ej. Los taxanos que son asilados de leezarde laTaxus brevifolia,en la
actualidad los mas empleados son el Paclitaxelogefaael, estos no permiten la union de
los microtibulos en la mitosis, que conducen eelanttion de la division celular), para
lo cual resalta la importancia de continuar conrlgsstigaciones sobre plantas con efecto

antitumoral y antiproliferativo. (Llopart N., 2007)
d. Inmunoterapia

La inmunoterapia se basa en la estimulacion dé&rse inmunoldgico haciendo mas
eficiente el reconocimiento y la destruccion dedtesna inmune sobre las células
cancerosas y controlar los mecanismos de evasianupa respuesta antitumoral positiva.
(Arredondo E., 2011).

Este tipo de terapia se divide en dos
I. Inmunoterapia No Especifica

Derivadas o sintetizadas por patégenos. Se tmta ddministracion de agentes
derivados de bacterias para generar una respuestané especifica de caracter
inflamatorio frente a las células tumorales. Conemnglo tenemos al Bacilo Calmette-
Guérin que estimula la liberacion de citocinas mftamatorias IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
TNF —a, IFN-y y Factor Estimulante de Colonias de Granulocitasibtitos (GM-CSF),

ademas de incrementar el reclutamiento de macréfageutrofilos. (Compte M., 2011)
il. Inmunoterapia Especifica

Esta se subdivide en pasiva y activa
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Pasiva. Consiste en la administracion de antiaserponoclonales contra los
antigenos de superficie de las células tumorales oélulas implicadas en el proceso

angiogénico.

Activa. Esta terapia se basa en estimular almeteamune del enfermo, esto
implica la vacunacién con lisados de células tutesra con las células como tal, vacunas
de células dendriticas, ADN recombinante, moléciylagueiias como péptidos y
proteinas. Estas vacunas hacen que el sistema énraconozca a las células tumorales

eliminandolas. (Segura M. et al, 2015).
e. Ultimos avances en el tratamiento contra el cancer

Entre los ultimos alcances terapéuticos tenemas @nhibidores de la dindmica de los
microtubulos, su mecanismo de accién se ejerceslmiclo celular, estas moléculas se
unen a lg3-tubulina, inhibiendo su polimerizacion, es asi gnpide la alineacion de las
cromatidas para su posterior separaciéon, bloqueeiciolo provocando la apoptosis de
las células tumorales. (Zamora P., 2018)

Los inhibidores de las proteinas cinasas, se etrameantre otras alternativas para el
cancer, estas bloquean vias de sefializaciéon sobmedeptores de presentes en células
cancerosas como el Factor de Crecimiento Endot&isd¢ular (VEGF) o el Receptor Beta
del Factor de Crecimiento Derivados de PlaquetB$Q@RB), presentes tanto en células
cancerosas y en células endoteliales de los vasmgieos inhibiendo asi también el

proceso angiogénico. (Armengol C. et al, 2017; Fzoet al, 2018)

La ruta PD/PD-L1, es un bloqueo en la activaciotoddigandos PD y PD ligando 1, esta
conexion es propia de las células cancerosas padir €l reconocimiento por las células
T, una vez blogueado este ligando las células Hguedestruir a las células anormales.
(Bustos C., 2018)

El antigeno receptor quimeérico de células T o CARSIuna terapia basada en ingenieria
genética orientada a modificar genéticamente dinéscitos T y generar clones, que
tengan la capacidad de reconocer receptores qamsérransgénicos en células

comprometidas a un proceso cancerigeno. (Herndhdetzal, 2018)
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Dentro de la viroterapia oncolitica ya aprobad@mseuentra el Virus Oncolitico Herpes
Simple Tipo 1 (HVS-1), es un virus modificado gérenente que se inyecta
directamente al tumor infectando y posteriormeetdrdyendo a la célula cancerigena, la
liberacion del Factor Estimulante de Colonias decidagos-Granulocitos, recluta a
células presentadoras de antigeno APC al sititudedr para efectuar el reconocimiento
de las células cancerosas por células T, en elysitélulas que hayan migrado fuera del
entorno tumoral. (Johnson D. et al, 2015; Morale2(A.8).

Dentro de las perspectivas futuras se tiene aeriBestde Repeticiones Palindromicas
Cortas Agrupadas Regularmente Espaciadas (CRISfoRi)pdos a la endonucleasa Cas,
es una debido a la capacidad propia de este sistenmsertar o eliminar secuencias del
ADN. Se ha descubierto que podria inducir una egpan del ADN o inducir a la
eliminacién de secuencias participes en la pradén celular, en tipos de cancer como
el colorrectal, pancreas, higado y cancer de pulif@adlejas M. et al, 2018)

2. TRATAMIENTO ALTERNATIVO

La medicina tradicional o alternativa fue consideraomo una opcion para el tratamiento
de diversas enfermedades desde 1976, afio en éhcD®IS promueve la aplicacion de
productos de origen natural caracteristicos de patsa(Quintero C., 2015) Los productos
naturales han demostrado tener efectos benéfibos Bosalud humana, en especial sobre
de enfermedades de caracteristicas agresivas, esmlocaso del cancer. (Gonzalez A.,
2011). Ademas, la medicina tradicional propia ddaca@gion permite a través de varios
estudios e investigaciones, comprobar que evidesrtentausen una menor toxicidad e
incremente la probabilidad de contrarrestar la reméelad y desarrollo de la misma.
(Ramirez C., 2012)

F. ANTECEDENTES DEL USO DEL Aloe vera COMO MEDICINA
ALTERNATIVA CONTRA EL CANCER
1. GENERALIDADES

Aloe vera(Aloe barbadiensis Millgr es una planta que pertenece a la familia de las
Liliaceas, crece en ambientes tropicales y/o spliates y hasta la fecha ha demostrado

tener alrededor de 75 componentes activos quelposte tengan propiedades curativas
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y/o alimenticias. (Hussain A., et al 2015). Entte propiedades benéficas para la salud
como un cicatrizante efectivo, efecto hipoglicerganantifiingico, antibacteriano,
antiviral, un efecto antinflamatorio, antitumoral @arte de Ila propiedad
inmunomoduladora, y un efecto gastroprotector. (lBoNl. et al, 2016).

Imagen 1. Fotografia de la planta A@e veraperteneciente a la famillaliaceae,ahora
AsphodelaceadVila R., et al 2001).

2. ESTRUCTURA DE LA PLANTA

La planta esta formada por multiples hojas en fadsaacimo con un tallo corto a nivel
del suelo. Las hojas estan compuestas por dos ce@nies importantes como, una corteza
delgada que representa alrededor del 25 % de éapyeel otro 75 % esta representado
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por el gel, que se encuentra al interior de la raisEsta uUltima tiene caracteristicas

gelatinosas transparente que supondria que leldarpmopiedades curativas a la planta.
(Moreno J., 2014).

Imagen 2.Fotografia microscopica de la plantaAlee veraA) Corte transversal de la
hoja deAloe veradonde M, representa el mesofilo compuesto de nadgsrorganicos y
fluidos foliares R, es la corteza compuesta deasadélulas con alto contenido de
cloroplastos y C, es la cuticula que reviste adja len su totalidad. B) y C) Imagenes
microscoépicas del corte transversal de la hojélde vera,donde se puede apreciar la
cuticula que se forma y E muestra la epidermis &olarpor células flexibles y resistentes.
(Navarro D., 2013)
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Imagen 3. Vista microscopica del corte transversal de laldglAloe vera donde se
puede apreciar las paredes celulares que compomesséfilo de la hoja. (Navarro D.,
2013).

3. COMPOSICION QUIMICA DEL GEL DE Aloe vera

La planta estd compuesta por una diversidad de @oempes quimicos mismos que se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Compuestos quimicos que forman parte constituydetegel deAloe vera.
(Caubin R., et al 2012; Bayati J. & Moradi N., 2D14

LIGNINA
SAPONINAS
ANTRAQUINONAS Aloina, Isobarbaloina, Antraceno, Acido cinamico,

Emodina, Emodina de aloe, Estero de &acido cinamico,

barbaloina, Antranol, Acido aloético, aceites ai8re
Resistanoles, Acido crisofanico
MINERALES Calcio, Magnesio, Sodio, Cobre, Hierro, Manganeso,

Potasio, Cinc, Cromo, Cloro, Vitaminas (Betacaroten
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Vitamina B1, Vitamina B2, Acido félico, Vitamina C,
Vitamina B3, Vitamina E, Vitamina B6, Colina)

MONO Y | Celulosa, Glucosa, Manosa, Galactosa, Arabinosa,
POLISACARIDOS Aldonentosa, L-Ranosa, Acemanano, Acido Uronico,

Xilosa, Acido GLucoronico.

AMINOACIDOS Lisina, Treonina, Valina, Metionina, Leucina, Isatéa,

ESENCIALES Fenilalanina, Triptofano.

AMINOACIDOS Histidina, Arginina, Hidroxiprolina, Acido aspartic

SECUNDARIOS Serina, Acido Glutamico, Prolina, Glicerina, Alaajn
Cistina, Tirosina.

ENZIMAS Oxidasa, Amilasa, Catalasa, Lipasa, Alinasa

TANINOS

ESTEROIDES

ESTEROLES Colesterol, Sitosterol, Campesterol, Lupeol

También se ha determinado que la plantaitted verase desarrolla entre los 1500 a 2600
metros sobre el nivel del mar, adaptandose a ateisi¢anto himedos como secos, con
temperaturas que oscilan entre los 15 a los 4% esta manera, se observo que el
contenido de gel dentro de las hojas incrementabyaaamayor altura, aumentando la
concentracibn de componentes bioactivos de utilicedlicinal. (Stevens N., 1997)
(Sanchez P., 2012).

El gel deAloe verages unliquido transparente, mucilaginoso, pegajoso, guensuentra

al interior de los paréngquimas de las hojas, est@paesto por un 98 a 99 % de agua, el
restante 1,98 % aproximadamente estd compuestel gmlisacarido acemanano y el

restante 0,02 % por aminoacidos, glicoproteinagingas, vitaminas, minerales, acidos

organicos y compuestos fendlicos. (Moreno J. 2014).

El acemanano, es un polisacarido altamente acetifiezdtipo Beta-(1-4)-manano O-
acetilado, con un peso molecular de 1000 kDa.squaesume que tiene las propiedades

inmunoestimuladoras, que se han atribuido a eatdaal(Yates K. 2012).
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e Acetyl group
Imagen 4 Estructura molecular del acemanano. (Yates KL2P0

Paz M. et al, observo que el acemanano, ademas adeermp propiedades
inmunomoduladoras, contiene propiedades protectorasel gastrico, proporcionando
el ambiente adecuado para el desarrollo y colorinacdde Lactobacillus y

Bifidubacteriumgue cumplen funciones benéficas en el sistematdigesicrementa la

capacidad de degradacién de alimentos de gran tar(Rdiz M. et al, 2017).

Por otro lado, el acemanano tiene aplicacion exo$anética, este tiene la capacidad de
estimular fibroblastos, favorece la produccion dé&geno, reduciendo el periodo de
cicatrizacion de las heridas, ademas estimuladdymcién de células epidérmicas y la

regeneracion de tejido conectivo. (Rahman S. 204¥).
4. PROPIEDADES ANTICANCERIGENAS DEL GEL

La elevada concentracion de polisacaridos del gehlde vera le permite difundir
facilmente a través del tejido epitelial, en espeda lignina y algunas enzimas
proteoliticas facilitan la insercién de otros comgates de utilidad terapéutica como es
el acemanano. (Garces M., 2004). El acemananocesglonente que tiene propiedades
inmunoestimulantes en el gel Aéoe vera,a través de posibles interacciones entre las
moléculas de superficie de células inmunitariasgifitando su respuesta segun el tipo
de célula. (Vilay Guinea, 2001)

Entre los efectos importantes del AcemanancAdiet verase destaca, la activacion del
sistema del complemento a nivel del C3, estimufaeid la formacion de macrofagos y

leucocitos, induciendo la sintesis de Oxido nitriaotivacion la fagocitosis por los
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macrofagos, aumento en la liberacién de citoquiramulacion de las interacciones
entre los macréfagos, linfocitos T y linfocitos fAyorece la formacion de linfocitos T
citotoxicos, estimula células NK e induce la madifna de células dendriticas. (Vila &
Guinea, 2001).

También se ha observado que el acemanano tienapkcidad de estimular a los
macrofagos para la sintesis de Interleucina 1 @&tap), Interleucina 6, Factor de
Necrosis Tumoral Alfa (TNFe) e incrementar la respuesta inmune via de reaptte

manosa en los mismos macrofagos. (Kwon J. et al,)20

El Acemanano tiene la capacidad de reducir el mriecito de los tumores y en todo caso
de causar regresion en los mismos. La complejigald s polisacaridos que contiene el
gel deAloe vera,hace que las células en proliferacion presentdestumores, ya no
sigan un curso acelerado de proliferacion. A doajas de 670 L se ha logrado conseguir
la disminuir el desarrollo del tumor, como ayuddoa quimioterapéuticos de uso
convencional u otros productos naturales (Lope42Calderon M. et al, 2011). También
se evidencio que este componente del gel increnteaztividad fagocitica, incrementa
la produccion de IL-1 e IL 6, ademas de incremédat&manscripcion de genes implicados

en la sintesis de citocinas. (Llaurado G. et al120

Otros componentes como la aloemodina, demostréequieucemias multirresistentes al

tratamiento de farmacos, podria actuar deteniehdoeeimiento celular, otros trabajos

han demostrado que componentes de concentraciardbaste gel tienen la capacidad
de prevenir la carcinogénesis o inducir las enzirmgicadas en el metabolismo de los
carcindgenos. (Radha et al, 2014).

Otras moléculas también halladas en el géllde vera como las cromonas y la aloesina
tienen la capacidad de inhibir a las enzimas resguas de la acumulacion de melanina
en la piel, responsable de la aparicion de manchateristicas de la exposicion a la
radiacion UV (Vila & Guinea, 2001).

G. SISTEMA INMUNE Y CANCER

El sistema inmune se en carga de controlar y regutiesarrollo o formacion de tumores.

Sin embargo, se ha descubierto que el sistema mroumple una doble funcion, la
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primera suprimiendo el crecimiento del tumor y dgunda promoviendo su desarrollo.
(Arango M. & Rodriguez C., 2016).

Por otro lado, al acumularse las células cancereséss como mecanismo de sobrevida
induce la formacion de un microambiente favoratdeapel desarrollo del tumor, que
proporciona de componentes necesarios y vitalesgbarecimiento del mismo como ser,
nutrientes, oxigeno, factores de crecimiento y abalies quimicos, indispensables para
la multiplicacion acelerada, incrementado la pdisiad de invadir mas tejido y
metastatizar a otros organos lejanos del sitio altida. Ademas de la inflamacion
persistente hace que sea un sitio con un mayociespaintercambio de los componentes
ya mencionados. (Ogino S. et al, 2011).

1. VIGILANCIA INMUNOLOGICA

El proceso de la inmunovigilancia o vigilancia inmlogica frente a cancer es un proceso
netamente ejercido por los linfocitos T. El priradipconcepto que propone la
inmunovigilancia es el reconocimiento de célulasdrales y su eliminacion evitando el
proceso de formacion del tumor. (Naranjo T. et@3) Para lo cual se proponen tres

procesos naturales.
a. Eliminacion

El proceso de vigilancia inmunologica ocurre dueaggta primera fase, el tumor situado
como tal comienza a producir componentes o molécplapias, entre ellas estan
moléculas angiogénicas, esto debido al aumentbtamarfio del tejido. Este estimulo de
crecimiento recluta células el sistema inmune mnabmo células NK, linfocitos T,

macrofagos y células dendriticas, las cuales deeraaratural controlan y eliminan a las

células que son reconocidas como extrafias. (Lope206).

La mayoria de las células tumorales son eliminpda$as células NK y los macrofagos,
mediante los mecanismos de FAS - FAS ligando o mewres dependientes de perforinas
y las granzimas. Las células presentadoras de eaotigpresentan via antigenos
leucocitarios humanos, los antigenos asociadasiartproducto de la destruccién de las
células tumorales activando de esta manera laestpinmune adaptativa. (Acebes A.,
2015)
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b. Equilibrio

Si la eliminacién de las células tumorales no espieta en la fase previa, se ingresa a la
siguiente que es la denominada fase de equilikmoesta etapa, la repuesta inmune
adaptativa se encarga de mantener a las célulasala®m en un periodo de latencia por
mucho tiempo, sin causar alteraciones o dafio, dondg pueden resistir al control de la

respuesta inmune adaptativa y otras no. (Barrid2®D9).

Ademas, se ejerce una presion selectiva por Idsciios y el IFNy suficiente para
contener a las células tumorales, pero no elirasatel todo. Sin embargo, esta misma
presion sobre células que son inestables genétitancemienzan a generar cambios
celulares como ser menos inmunogénicos, siendoersds reconocible a las células del
sistema inmune, inducen el paso a un estado denimsupresion provocando un proceso
de inflamacion cronica, que puede llevar a un debarento de progresion del tumor.
(Scrimini S. et al, 2015).

c. Escape

Durante esta etapa el sistema inmune no es cagamntiner el desarrollo progresivo del
tumor (Aragon R. et al, 2013). Esto sucede dedaisnte manera: A) El estimulo de la
inmunosupresiéon incrementa la produccién de célnlasinosupresoras en este caso de
linfocitos T reguladores, que se caracterizan psgretar citocinas con actividad
inmunosupresora como el T@F(factor transformante de crecimiento de fibroldast
beta) que promueve la metastasis (Vargas M. 20&B). B) La presenciay la persistencia
de antigenos extrafios, la formacion y la sobresiqmmale neoantigenos en la superficie
de las células tumorales, hace que los linfociesteres se agoten o ingresen en un estado
“exhausto” donde no son totalmente efectivos enfgnsiones normales. Ademas de
diferentes fendmenos como el incremento de sedal@gligro, aumento de la densidad
de la expresion de los neoantigenos, transformats@elulas presentadoras de antigenos
profesionales a tolerogenicas (es decir regulativegaente la respuesta efectora de las
células) o disfuncionales (que ya fueron expuestaisos antigenos) y el incremento de
las células derivadas mieloides supresoras (célalasinosupresoras que inhiben la
actividad antitumoral natural). (Villegas C. & Ragd D., 2015).
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Figura 2. Conceptualizacion grafica de la inmunovigilan€lacobo, P., et al, 2017)
2. RESPUESTA INMUNE FRENTE A CANCER

Durante el proceso carcinogénico, se destacanntdistitipos celulares como ser;
macrofagos, neutrofilos, mastocitos y linfocitosttade tipo T como B que se encargan
de producir distintos tipos de citocinas y quimio@s como mensajeros del sistema
inmune. (De la Fuente M. et al, 2017). De esta maalos cambios en los niveles de estos
mensajeros moleculares, se consideran como un degirpara observar la deteccion de
tumores o la evolucién del mismo. Se ha observadolas citocinas involucradas en
procesos de proliferacion celular, activan mecaassde supervivencia y, por lo tanto, la
subsecuente migracion de las mismas células, pprdse presume que estan implicadas

en la progresion y evolucion del tumor. (Landsk@ret al, 2014).
3. CITOCINAS

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecujae, tienen funciones como
mediadores de la comunicacién entre células, stupem por células del sistema inmune
células mesenquimales estromales, fibroblastogunak células endoteliales. (Zamarron
B. & Chen W., 2011).
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a. Caracteristicas funcionales de las citocinas

El término “citocina”, fue propuesto por Cohenigd 977, que conforme paso el tiempo,
se fue descubriendo que estas tenian la capac&lattdar sobre todos los procesos
bioldgicos, donde cada una cumplia una funciénreliie, ya sea promoviendo el

crecimiento, proliferacion o diferenciacion celul@e la Cruz J., 2014). Ademas de ello

tienen otras caracteristicas funcionales:

Pleiotropismo.Se entiende a la capacidad de ejercer diferentagosf bioldgicos en
distintos tipos celulares. Por ejemplo, en laslagltlatural Killer su capacidad citolitica
se ve incrementada por la induccion de la IL-2pgambién esta citocina promueve la
proliferacion de los linfocitos T, ademas es caplez estimular la biosintesis de
inmunoglobulinas en las células B. (Lin J. et @39

Redundanciaes el efecto comun ocasionado por varias citogaas el desarrollo de la
misma funcién en el mismo tipo celular. Por ejemflle2, IL-4, IL-7, IL-9 y la IL-15,
tienen un mismo efecto como factores de crecimignttesarrollo de las células T.
(Callejas D., 2011).

Las citocinas forman una red de interacciones cejapl una puede provocar la
produccion de una o mas citocinas o una citocira@unhibir la produccién de otras.
Esta interaccion es responsable de mantener dilbegude las citocinas en lo que la

respuesta inmune se refiere. (Carrasco L., 2011).
b. Citocinas involucradas en el cancer

Entre las citocinas involucradas en el desarroltegresion del tumor tenemos algunas

como:
I IL-4

El gen que sintetiza esta citocina se encuented emmosoma 11 en el exdn numero 4.
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Figura 3. Estructura molecular de la Interleucina 4. (NCBlational Center for

Biotechnology Information Search database)

Citocina secretada por linfocitos tipo Th2, commi&n mastocitos, basofilos y células
mesenquimales estromales. Ejerce funcion biolégicearias células a decir: promocion
de la diferenciacion celular ThO a Th2, incremdateespuesta de tipo humoral a través
de la estimulacion para la diferenciacion de liitte B. (Jiménez A., 2011). En la
respuesta frente al tumor, estimula a linfocitog Biacrofagos a inhibir el crecimiento
tumoral. (Mufioz V., 2011). Sin embargo, estudios li@mostrado que la IL-4 es
responsable de polarizar la diferenciacion de Magas Asociados a Tumor (TAM)
“M1” a macrofagos “M2” o induce la actividad catesque promueve la progresion de
metastasis y favorece la angiogénesis e invasitlasdeélulas cancerigenas a tejidos
vecinos (metastasis). (Setrerrahmane S. & Xu H.7pDambién, se observé que la IL-4,
conjuntamente con la IL-10, el TGk-el CD25 y CCR4 (Receptor de Quimioquina tipo
4), incrementan la metastasis en cancer de maeautan linfocitos T reguladores en el

nicho de desarrollo de las células cancerosagef@imane S. & Xu H., 2017)
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ii. Relacién de la IL-4 con el tumor

La IL-4 tiene actividad protumoral cuando los negetle esta citocina, conjuntamente con
niveles de IL-13 (Interleucina 13) se encuentramentados, producen la activacion de
Macrofagos Asociados A Tumor (TAM's) y de Célulaelides Supresores Derivadas
(MSDC), incrementa la produccién de moléculas aptiptoticas Bax, Bcl 2 y cit C.
(Suzuki A. et al, 2015). Sin embargo, Mager L. letiradica que la IL-4, es capaz de
estimular eosinofilos dependientes de esta citogjna tendrian actividad anti-tumoral,
concluye que la IL-4 tiene distintas funciones daeado al ambiente tumoral en el que se
encuentre, es decir, puede presentar actividagwantral como pro-tumoral. (Mager L
et al, 2015).

iii. IL-10

El gen que sintetiza a la interleucina 10 se ertcaem el cromosoma 5 en el exén 5.

Figura 4. Estructura Molecular de la Interleucina 10 (NCBlational Center for

Biotechnology Information Search database)
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Producida por varias células inmunitarias comocggujas T y B, monocitos, macrofagos,
mastocitos, células dendriticas y queratinocitbsngskron G. et al, 2014). Es una
citocina con una actividad inmunosupresora potesrige sus funciones se destaca la
inhibicion de la produccién de otras citocinas cpmolFN-y, TNF-, IL-2 y IL-12,
inhibicion de la produccion de especies reactivaOdigeno (ROS), y moléculas de
adhesion en la superficie de monocitos. (Mufio2¥1,1). Otra de la fuente de produccién
son las células tumorales, donde también se evaédacinfiltracion de macréfagos

asociados a tumor a efecto de esta citocina. (kaod<s. et al, 2014).
Iv. Relacion de la IL-10 con el tumor

La IL-10, también reduce o inhibe la producciéradégenos de superficie del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC) tanto enudés Presentadoras de Antigenos
Profesionales (APC) de clase Il como de clasecBdunlas tumorales. También contribuye
de manera conjunta con la relacion monocito/magmfan la liberacién de factores que
contribuyen a la angiogénesis y posteriormentenaegli@stasis, factores como el factor de

crecimiento vascular endotelial y la matriz metabd@inasas. (Mannino M. et al, 2015).

Debido a que esta citocina inhibe en las célulasarégenas la capacidad de presentacion
de antigenos a linfocitos T, se la considera con@aitocina pro-tumoral. Sin embargo,
emplea mecanismos como la activacion de células iN&Grofagos e incrementa la
produccion de 6xido nitrico. El incremento de logeles de IL-10 disminuye la actividad
citotoxica de los linfocitos T. (Siachoque H. et 2005). La IL-10 puede inhibir los
estimulos para la formaciébn de nuevos vasos sasgsliimlrededor del tumor o
angiogénesis y mejora la produccion especies veaatie nitrdgeno como el éxido nitrico

para promover la regresion del tumor. (Mocellire€Cal, 2005).

34



V. IFN-y

El gen encargado de sintetizar al IlFNe encuentra en el cromosoma 10 en el exén
namero 5. (NCBI)

Figura 5. Estructura molecular del Interferon Gamma (NCRhtional Center for

Biotechnology Information Search database)

Producida por linfocitos T CD4+, CD8+ como tambpar células NK. Se aumenta su
produccion en condiciones patolégicas, entre gaemos tomar en cuenta al cancer,
esta se encarga de inducir la sobreexpresién deir@s proinflamatorias como la
interleucina 12 y 15, el factor de necrosis tuma@démas induce la activacion de factores
de transcripcién proinflamatorios como MB-(Factor de Transcripcion Nuclear kappa
B). (Mata D. et al & Hernandez R., 2008).

Conocida también como Interferon tipo Il, es impoté en la activacion de la respuesta
inmune innata como adaptativa, es conocida poctsuidad antitumoral como un factor
importante de la activacion de macréfagos y laesipn de moléculas MHC de clase II.
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Por otro lado, esta misma citocina induciria enleélB la produccion de 1gG2 e IgG3 lo
cual facilitaria la activacion de la respuesta inehumoral. (Kosmidis C. et al, 2018).

Vi. Relacion de la IFNy con el tumor

Esta citocina se caracteriza por su capacidadchagingénica, de manera que, incrementa
la expresion de genes que producen antigenos qtieigam en la via de presentacion
antigénica, promueve a una mayor ingestion de ogsepor macrofagos y estimula la
produccion de quimioatrayentes para monocitos, @fagos y linfocitos T al sitio
requerido. (Alper M. et al 2016). La IL-12 es uit@cina esencial para la produccion del
IFN-y, de esta manera, si los niveles de la IL-12 sei@rican bajos ocasionaria la
diminucion en la produccién del IFNpor las células productoras de la misma. (Lippitz
B. 2013).

Por lado se ha observado que la inactivacion oriandcion de la produccion del receptor
del IFN+, produciria un mayor riesgo a padecer algun tgpoahcer. (Kosmidis C. et al,
2018).
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Vil. TNF-a

El gen que se encarga de sintetizar al Factor deokis Tumoral Alfa se localiza en el

cromosoma 17 en el exoén 4.

Figura 6. Estructura molecular del Factor de Necrosis Tuimala (NCBI, National

Center for Biotechnology Information Search databas

Esta citocina es producida por macrofagos, linésci y células NK, (Van-Horssen R. et
al, 2006). Es una citocina proinflamatoria. Sin anglo, para que esta citocina demuestre
su actividad antitumoral debe encontrarse en albasentraciones, asi ocasionaria un
efecto citotoxico sobre las células tumorales, @emediante la union del TNFo—con

Su receptor, induciria la activacion de la apoptgsr el mecanismo de las caspasas,
asociado con las proteinas de dominio de muerteuX. et al, 2017). También se ha
observado que tendria la capacidad de ocluir lovagos sanguineos formados alrededor
del tumor evitando asi la llegada de oxigeno yienties para que el tumor se disemine.
(Waters J. et al, 2013).
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Viii. Relacién de la TNF-e. con el tumor

Esta citocina tiene la capacidad de incrementpeteneabilidad endotelial cerca al sitio
de desarrollo del tumor e incrementa la producciérmoléculas relacionadas con el
control de divisiéon celular como la p53. (Wajant2809). Se ha identificado que, cuando
el TNF —a se une a su receptor, inicia una cascada de sentabecelulares, que contiene
los denominados dominios de muerte (DD), que ddermmo a la apoptosis dependiente

de caspasas, ocasionando el fraccionamiento debfa kdel ADN. (Cansino J., 2012).

Por otro lado, su respuesta inmunolégica dependgdecelular donde vaya a actuar, se
ha encontrado estudios que menciona que esta ldec&pacidad de incrementar sus
receptores de la misma citocina en la propia céhaieementado asi su efecto citotéxico.
De manera que mientras mas receptores de membdiatene mayor sera la afinidad de
esta citocina por esta célula, que da inicio a lene celular programada. (Avila Z.,

2012).
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V. MARCO CONCEPTUAL
A. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La Reaccidon en cadena de la polimerasa, es ungdéarvitro, que permite amplificar
un fragmento en especifico de una secuencia del ,AdgNmanera que, a traves de
multiples ciclos a temperaturas diferentes y tiesngiberentes, utilizando una enzima
polimerasa estable a temperaturas elevadas cofag|lpolimerasagque produce copias
del mismo fragmento en millones de copias, readiggubr el mismo operador. (Parras D.,
2014).

Esta técnica ofrece rapidez, alta sensibilidad &ngeficiencia en los productos

amplificados obtenidos durante PCR. Permite aldgjéIMolecular, una mayor capacidad
de manipulacién del ADN de diferentes organismosliferentes ensayos, bajo diferentes
condiciones y con una gran capacidad de reprodigeitj incluso tan solo con volimenes
pequefios de muestra a partir del material biolog@mo el que se trabaja, se obtienen

resultados confiables. (Cubillos et al, 2008)

Las etapas de un PCR convencional son desnatwiahizalonde la doble hebra de ADN
se desenrolla para abrir paso a las enzimas pessentel medio, comienza la segunda
etapa la alineacion, donde las sondas de ADN dimecidel gen a amplificar se
hibridizan, para seguir con la tercera etapa, daggcion, donde actla la enzifhaq,
incorporando las bases nitrogenadas de acuerdsegl@&ncia sense (sentido), formando

la hebra anti-sense (antisentido) complementgfiasnay de Dios L. et al, 2013)
1. PCR EN TIEMPO REAL

El PCR en tiempo real se aplica en diferentes @easvestigacion, permite la resolucion

de problemas, ya sea en el area de la salud udtas. Una de sus aplicaciones mas
relevantes es evaluar la expresion de genes deimastcaracteristicas de enfermedades
prevalentes de una determinada area geografidmral@on de productos, a través de la

insercion de genes amplificados para el mejoramigenético, etc. (Stordeur et al., 2002)

Esta técnica utiliza dos tipos de material genétiese: el ADN y ADNc (ADN
complementario, producto de la retrotranscripcicd@d ARN mensajero). EI ARN

mensajero es una secuencia genética, que se exprasdge ciertos tiempos en la célula,
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durante determinadas etapas en cada organism@arSéd una molécula muy inestable,
sin embargo, genera informacién util en el campdad@vestigacion y diagnéstico.
(Burgos C. 2009).

2. SISTEMAS DE DETECCION DE PCR EN TIEMPO REAL

Para que la deteccién y amplificacion de la sedaethe interés o en estudio, la técnica
utiliza un sistema de deteccion fluorescente, giake ha cantidad de ADN sintetizado por
cada ciclo ya que la emision quimica de fluoreseees inversamente proporcional a la
cantidad de ADN formado. (Garrido A., 2013).

El principio quimico de la reaccion se basa emrfiforos o agentes intercalantes, no
especificos que se unen en determinadas region®BNily en sondas de hibridacion

especificas de la region de interés. (Rodriguez Rlo&flriguez W, 2006)

Agentes intercalantes, Este tipo de sefial utilimréforos que se unen a la doble cadena
de ADN. Entre los mas empleados tenemos al SYBRrGgee se une al surco menor de
la doble cadena que se forma. (Ponchel F. et @B)2Wna de las ventajas de utilizar este
método es su bajo costo que tiene, pero una degramsles desventajas es su baja
especificidad, para lo cual se deben trabajar codas altamente especificas y evitar la
formacion de dimeros, que pueden elevar la flueresa. (Costa J., 2004).

Sondas de hibridacion especificas. Para este @pgistema de deteccion se utiliza una
sonda aparte de los cebadores. Entre los sistedmempleados esta las sondas Tagman,
esta emplea, una sonda especifica complementéaiaecuencia de interés que tiene en
sus extremos un reportero y aceptor, los cebagoliees sondas Tagman. La reaccion se
genera de la siguiente manera: al permanecer utad®cuencia y la sonda no generan
fluorescencia, sin embargo, cuando la DNA polimeraa amplificando la hebra
complementaria comienza cortando la sonda liberahdeportero, la emision generada
por el mismo aumenta mientras se generan mas coei&s secuencia en estudio y se
detecte por el equipo. (Arya M. et al, 2005) (TardayDios L. et al, 2013).
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B TagMan Chemistry
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Figura 7. Comparacion entre la reaccion quimica entre SYB&eG1 y TagMan (A) Se
observa como el SYBR Green se encuentra libre leigiéa al principio de la reaccion,
una vez que se van formando copias del segmernieatés, este comienza a intercalarse
en el surco menor, es excitado a una longitud da de 480 nm y la longitud de onda de
emision es de 520 nm lo cual es perceptible pdetdctor. (B) La polimerasa rompe la

unién de la sonda con el reportero y este Ultimiesfiuorescencia detectable.
h = con fluorescencia
x = sin fluorescencia
Tomado de Parida M. et al, 2008
3. CUANTIFICACION DE GENES POR PCR EN TIEMPO REAL

Mientras los ciclos pasan, la sefal fluorescentervaumento hasta llegar a un punto que
supera el limite umbral, a esta sefal se la conoo® ciclo umbral o del ingléSicle
thershold.Por otro lado, para corroborar que el producto ditgdio es especifico de la
secuencia de interés se somete a un incrementnygeetatura gradual para separar la

doble cadena formada, determinando asi la temparat fusion (Tm, Temperatura
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melting), que es una propiedad Unica de la longjtutbmposicion de la secuencia.
(Valasek M. & Repa J., 2005).

El Ct en inversamente proporcional a la cantidacgmelicon en la muestra, es decir,
mientras mayor sea el Ct, menor sera la conceatratg amplicon en la muestra y si es

menor el Ct, la concentracién del amplicon seraanéychmittgen & Livak, 2008).

La expresion genética es un proceso biolégico al cumple el Dogma Central de
Biologia Molecular, que dice que el ADN de un oligaro se replica formando dos hebras
iguales, que estas por transcripcion se conviezterel ARN mensajero que lleva la
informacion genética necesaria para su traduccnotaina. (Parras D., 2014). Es decir,
gue la expresion genética se puede medir, la @htié proteinas producidas se puede
medir por métodos como Westhern Blot, ELISA y eIM\DARN mensajero se pueden

cuantificar por PCR en tiempo real. (Rivas F., 2010

Comunmente para la cuantificacion de genes inmerstagsexpresion genética se utilizan

los siguientes:
a. Cuantificacion absoluta

Este tipo de cuantificacion utiliza una curva dibecacion con estandares calificados y
precisos que relacionan la sefal obtenida de ldifesapion por PCR en tiempo real con
la sefial obtenida de los estandares. Por otro ésdio,representa adquirir los estandares
gue, en su mayoria, son costosos, no tienen adtabia largo plazo y el proceso de
almacenamiento resulta ser muy complejo, por Id ooapuede llevarse de manera

constante en los laboratorios u otros experimetbsueza C., 2009).
b. Cuantificacion relativa

Este tipo de cuantificacion mide o calcula los caxslen la expresion de los genes en
estudio en comparacion con un experimento refergei® ademas este utiliza un gen
conservado como control interno, o denominadohgersekeepingjue no altera o varia
sus niveles durante cualquier tratamiento, dondexguresion genética es estable y
constante. (Rivas F., 2010).
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i. GenesHOUSEKEEPING

Los genes Housekeeping, son genes que poseentabéidasd en el organismo (niveles
inalterables) en estudio ya sea en tejidos y cglgknas o afectadas por algun tratamiento.
(Parras D., 2014). Son denominados controles deesiim de genes que incrementan la
sensibilidad del ensayo de PCR en tiempo realgeogs mas empleados son: el gen de
la p-actina (proteina del citoesqueleto celular, foghanclaje transmembranal enlazado
con la fibronectina en la matriz extracelular) y @APDH, Gliceraldehido 3-
fosfatodeshidrogenasa (enzima involucrada en ehloésmo de la glucolisis). (Wong
M. & Medrano J., 2005).

ii. Método AACt

Este método emplea valores de Ct de hasta 38 evasiib a los valores cercanos a 40
como baja expresion o casi nula, ademas no redaiat#izacion de curvas de calibracion
o de estandares, ya que emplea un control enddgendousekeepingy una muestra
calibrador considerada como no afectada o sinniatéo (Parras B. 2014; Wong M. &
Medrano J., 2005).

Para realizar los calculos matematicos y obtersecémnbios en la expresién relativa de
los genes en estudio se emplea el método compardiWACt o el métodoAACt,
propuesto por Livak & Schmittgen. (Livak K. & Schitgen T., 2008).

Donde
At =0ty — (tr

ACt; Es la diferencia entre en Ct del gen de interéd ¢t del gen endbégeno o de

referencia.
Ctx; Ct del gen de interés
Ctr; Ct del gen de enddgeno o referencia

La formula anterior aplica para conseguir los cammlpor cada gen y aplicarlos en la

siguiente formula:
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—&ACE = —{Altxg — AlTroh}

-AACt; Es la diferencia entre @lCtxq del gen en estudio y alCtxcb del gen control o
calibrador.

ACtxq; Diferencia en el gen en estudio

ACtrchb; Diferencia en el gen control o calibrador.

Finalmente, para obtener los niveles del cambitaesxpresion del gen en estudio se

aplica:

Utilizando los datos obtenidos anteriormente.

Por otro lado, para determinar si el gen en lugagxpresarse se reprime o reduce, solo
se aplica la siguiente formula sobre la antertechmittgen T. & Livak K. 2008) (Parras
D., 2014).

4. TEMPERATURAS DE DISOCIACION (CURVAS DE
DISOCIACION)

Se denomina temperatura de disociacion a la temypamonde ya se ha formado la mitad
de los productos del proceso de amplificacion pmstea la PCR, consiste en un

incremento gradual de la temperatura donde lasabdticatenarias de ADN liberan el

fluoroforo contenido en su estructura, descendidadlnorescencia de manera drastica.
(Gonzales D., 2014).

También denominadas temperaturas melting (Tm)cefrénformacion importante sobre
el proceso de PCR, la especificidad de los cebademgleados y la amplificacion de
productos no especificos (dimeros de primers, caones puntuales producto de la

secuencia de interés). (Navarro M., 2009).
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Los Tm son propios de las secuencias de los cebsdie su longitud y la composicion
de los mismos es decir de la proporcion Guanina¢ffia y estos no deben diferir mas de
2° C entre ellos. (Castro G., 2010).

5. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL PCR EN TIEMPO REAL

Entre las ventajas del PCR en tiempo real, tenguessu alta sensibilidad, que permite
obtener un gran nimero de amplificaciones con pogastra. Entre otros tenemos la
rapidez de la técnica, el tiempo estimado paransay® de esta técnica son desde 40
minutos hasta 2 horas, esta ultima incluye la detecion de los Ct y el analisis de las
curvas de temperatura de fusion Tm. (Rivas F., R@dEmas, entre las ventajas tenemos
la baja probabilidad de contaminacion siendo uesia cerrado, donde al mismo tiempo
de producirse la amplificacion se produce la dédecyg posterior cuantificacion en el
mismo. (Astorga J., 2012).

Una ventaja importante sobre el PCR convenciosafjue este al ser de punto final la
fase de deteccion serian en la fase de plateacesetiee! punto final donde se agotan los
reactivos del medio. En PCR en tiempo real, lacdede se realiza en la fase logaritmica
cuando la cantidad de amplificacion pasa el limtdral, es decir, la cantidad de copias
amplificadas esta en incremento y no asi cuandeebxstivos se hayan agotado. (Castro
G., 2010).

Sin embargo, esta técnica tiene algunas desvemi@jas la susceptibilidad a inhibicion
por componentes presentes en la muestra, es aeciéculas como la urea o la
hemoglobina que no permitirian realizar el ens®ava evitar este tipo de inconvenientes
se debe hacer una cuantificacion y evidenciar gaiédices de pureza sean los correctos.
(Castro G., 2010)

Otra de las desventajas es la alta probabilidadrdees por el operador, debido a que son
volumenes demasiado pequefios que pueden o ndderagttidad adecuada de reactivos

necesarios para que se lleve a cabo el ensayas@kaM. & Repa J., 2005).
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B. MODELOS ANIMALES

Es el uso de animales de experimentacion durammegso de investigacion en el cual
puede reproducirse o simular alguna enfermedadaepo relacionado con la misma, con
el fin de estudiar los cambios biol6gicos que suga su metabolismo como la conducta
misma. (Belmar M., 2014).

El modelo mas estudiado es el ratbtu§ musculus siendo este el segundo organismo
con su secuencia genética completa, ampliamenteadt para estudios de cambios
genéticos vy fisiolégicos, cambios que son similaeslos humanos y que permitiran

observar una posible replica en los mismos. (Belesi. & Guéten J., 2003).
1. MODELOS DE INDUCCION DE TUMOR

Los mas empleados en la investigacion son pordaicoion o experimentales que son el
resultado de la administracion de sustancias gasne biolégicas, b) modificacion
genética o transgénicos, conocido como la inserd#rsecuencias ya conocidas y c)

negativos que son la administracion de dietas noadids. (Fernandez W. et al, 2016)
a. Induccion De Tumor Por Benzopireno

El Benzo(a)pireno (Bap) se encuentra dentro dgdgde los Hidrocarburos Arométicos
Policiclicos, quimicamente ejerce efectos dafinoesek organismo, por activacion

metabdlica. (Xue W. & Warshawsky D., 2005). En 1%&ldeterminé el efecto pro-

cancerigeno del Bap donde se evidencio que la epogle trabajadores expuestos al
mismo presento un elevado indice de tumores goulosones. (Franco Y. & Ramirez C.,

2013).

Este compuesto ocasiona mutaciones en la p53, ughstorsion en esta molécula
responsable del mecanismo de control de la apgpttaioreciendo la aparicion de
cancer. (Garcia N. 2015). Como también ocasiordiskainucion de la metilacion del
ADN, obstruyendo la incorporacion de la maquinatéa metilacion al control de la

expresion de los genes. (Rico G. et al, 2014).
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V. DISENO METODOLOGICO
A. POBLACION EN ESTUDIO AMBITO Y PERIODO DE
INVESTIGACION.
1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para el presente estudio se utilizaron 4 grupds dgones Swiss Albinos, a quienes se
les habia inducido cancer de pulmén con Benzo@)pirlos 4 grupos de ratones
estudiados recibieron los tratamientos que se maresn la Tabla 3. La induccién de
cancer y el tratamiento correspondiente fue reddizzomo parte de otro estudio por el
grupo de investigadores de la Unidad de Ensaydsdaas o Bioterio de la Facultad de

Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas a cargo deJizm Antonio Avila.

Tabla 2. Aplicacidn de tratamientos, dosis farmacoldgicaas de administracion

GRUPO NUMERO DOSIS DEL ViA DE ADMINISTRACION
DE TRATAMIENTO
RATONES
S Ningln tratamiento ~ ----------------
Inducido con

benzo(a)pireno

Il 5 100 pL de gel deAloe Via orogastrica por 21 dias
vera
I 5 2 mg/Kg de cisplatino  Via intraperitoneal Unica dosis a los

21 dias después de inducido con BP
\Y 5 2 mg/Kg de cisplatino  Via intraperitoneal Unica dosis a los
21 dias después de inducido con BP

100 pL de gel deAloe Via orogastrica durante 21 dias.

vera
El experimento concluyo al dia 75 de nacimienta, @i el cual los animales fueron
sacrificados por métodos quimicos establecidos lpotJnidad de Investigaciones

Biologicas — Bioterio, FCFB.
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2. INDUCCION DE TUMOR

A los 20 ratones suizos albinos con edad menas a4&ahoras, se les administro por via
subcutanea en la region escapular por unica ve2@qn de benzopireno (0.5 mg/ratén)
utilizando como vehiculo una suspension de gelamesa al 1 % para la induccién de
tumores.

El benzopireno es un componente que ocasiona ranggcen la p53, causando distorsion
en esta molécula responsable del mecanismo deotdetta apoptosis, favoreciendo la

aparicion de cancer. (Garcia N. 2015).
3. FARMACO QUIMIOTERAPEUTICO DE ELECCION

Se empleé como farmaco quimioterapéutico de uswermional el cisplatino. Este
farmaco actua a nivel del ADN, ocasionando distorss 0 aductos, causando la muerte
celular sobre células cancerigenas. (Moreno E.)20a8to el grupo 11l como el IV fueron
tratados con una soluciéon de 2mg/kg de peso admds en dosis Unica por via

intraperitoneal.

B. TIPO DE INVESTIGACION.
Experimental, transversal y descriptivo

C. MATERIALES, METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
1. MATERIAL BIOLOGICO

Una vez terminado el periodo de ensayo de induabétumor y tratamiento anti tumor
a los 75 dias, los animales de experimentaciorofusacrificados por método quimico

con atmosfera de éter.

Todas las muestras biolégicas empleadas en elpessstudio fueron proporcionadas por
la Unidad de Ensayos Bioldgicos - Bioterio de lalad de Ciencias Farmacéuticas y

Bioquimicas

Las muestras de sangre periférica fueron tomada$ante puncion venosa cardiaca a
punto final mediante la cual se colectaron 500 gksahgre en un tubo con anticoagulante
EDTA-K3.
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Se removieron los pulmones de cada individuo demxgntacién asépticamente, de os
cuales se proporciond un lébulo pulmonar con uro ks 500 a 700 g. en solucion

fisioldgica identificados segun el tratamiento espondiente.
2. HOMOGENEIZACION DE TEJIDO DE PULMON

Para la utilizacion de las células del tejido derun, se realizé una homogeneizacion
mediante triturado manual en mortero de porcelBreviamente lavado, esterilizado y

secado para cada muestra de tejido de cada ragstuatio.

3. EXTRACCION DE MATERIAL GENETICO ARN TOTAL A
PARTIR DE SANGRE PERIFERICA DE RATON

La extraccion de ARN total se realizo con el remctomercial TRIzol® LS Reagent
(Life Technologies Corporation), utilizado para reser la estructura intacta del ARN.
Por normas de bioseguridad se trabajé en un apeiakpara extraccion de material
genético que cuenta con ventilacion y con mateg#dril de trabajo.

La extraccion de ARN total se realizé de la sigtéananera: se coloco 500 ml de sangre
periférica colectada en anticoagulante EDTA-k3 ermicrotubo conico Eppendorf, el
cual se centrifugo por 5 minutos a 3000 rpm, sed®s el sobrenadante y el pellet de
células se resuspendié con 500 pL de solucion dis (Cloruro de amonio 8.99 g.,
bicarbonato de potasio 1 g EDTA-Na2 18.6 g, cspd.de agua destilada) y se centrifugo
por 5 minutos a 10000 rpm, posteriormente se désekhobrenadante. Al precipitado
obtenido se adiciono 500 uL de TRIzol, se mezcgichabtener una solucién homogénea,

dejando reposar por 5 minutos y centrifugar a 12p@0por 5 minutos.

En una nueva serie de tubos conicos nuevos, saddasdo el sobrenadante obtenido del
tubo anterior y se adicion6 200 pL de cloroformo,fobteniendo de esta manera una
solucion homogénea blanquecina, luego se centrifuogGlO minutos a 12000 rpm. El
sobrenadante se transfirié un tubo nuevo Eppertdoiéndo cuidado de no mezclar o
contaminar con el precipitado, posteriormente bfeamadante se le adicioné 500 pL de
alcohol isopropilico frio se dejo reposar a -20tb@a la noche.

Al dia siguiente se centrifugo el tubo a 12000 rpar 10 minutos, se deseché el
sobrenadante, obteniéndose asi un pequefio prdoipitacolor blanquecino en el fondo
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del tubo correspondiente al material genético abte(ARN total). Al pellet obtenido se
adicion6 500 pL de etanol al 70%, se resuspendiéngrifugé a 12000 rpm por 10
minutos, el proceso de lavado se repitié dos vedes Concluidos los lavados se desecho6
el sobrenadante y se dejo secar a temperatura rlper 30 minutos dentro de una

cabina.

Para iniciar con los ensayos de Reaccion en CattelzaPolimerasa (PCR) cada muestra
se resuspendio con 100 pL de agua libre de nucle®daPC-Treated Water,
Ambion®,USA. (En caso de utilizar la muestra despdé un periodo de tiempo se
recomienda guardar el pellet a -20° hasta su uso).

4. EXTRACCION DE MATERIAL GENETICO ARN TOTAL A
PARTIR DE TEJIDO DE PULMON DE RATON

Una vez obtenido el homogenizado de tejido de pals® adiciono los 500 uL de
solucién de lisis, trasladando la mayor cantidadha@ogenizado al tubo Eppendorf a
partir de este punto seguir con el protocolo anterente mencionado.

Concluido el proceso de extraccion, las muestra&RId total obtenida de cada animal
de experimentacion se conservi en seco a -20 tbyse resuspendid en agua libre de
nucleasas al momento de sintetizar la cadena ADhplnentario.

5. CUANTIFICACION DE MATERIAL GENETICO ARN TOTAL

La cuantificacion se realizO por espectrofotometti®y utilizando el equipo
(BioPhotometer Eppendorf) en cubetas de plastisetfd® Eppendorf). Se determind la
concentraciéon en diluciones en las siguientes poiues de ARN total y Agua libre de
nucleasas, 1:10 respectivamente, para cada myes¢érabtuvieron las lecturas a 260 y
280 nm como las mas relevantes y la relacion 260p28a determinar el indice de pureza

de las muestras, siendo los recomendados los $nelitee 1,8 a 2,0.

El indice 260/230, permitird obtener el grado dataminacion de las muestras con
compuestos que absorben luz a 230 como fenol yokmhatos, mismos que son

utilizados durante el proceso de extraccion (Aléjost al, 2014).
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6. SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO

En una primera etapa se preparé una solucion querda por cada tubo: 2 uL de RT
buffer 10X, 0,8 pL de dNTP 25X, 2 uL de RT Randoimrs 10X, 1 puL de MultiScribe
Reverse (High Capacity cDNA Reverse Transcriptiat) Kpplied Biosystems, USA) y

agua libre de nucleasas 4,2 uL.

En la segunda etapa, utilizando microtubo de PCRO@euL se afiadié 10 pL del ARN
total que contenia 1 a 5 ug de ARN total y 10 pladmlucién preparada anteriormente.
Se programo el termociclador (Eppendorf Mastereytl&A) de la siguiente manera, 10
minutos a 25 °C, 120 minutos a 37 °C, 5 minutoS &8y se mantendra a 4 °C hasta su

uso para PCR en tiempo real.

7. DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA POR
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO
REAL O CUANTITATIVA

La eleccion de cebadores se realizd por revisidtiogirafica y para corroborar la
identidad de la secuencia se utilizo el programalieea NCBI (National Center
Biotechnology Information), evidenciando que lasusacias corresponden al genoma de

Raton Mus musculus
Invitrogen se encargo del disefio de cebadores.

Tabla| 3. Secuencia de cebadores seleccionados

Gen Secuencia del primer Longitud Acceso Referencia
IL-4 Fw: 5-ACAGGAGAAGGGACGCCA T- 72bp M25892 Overbergh L.
3 et al, 2003
Rv: 5-GAAGCCCTACAGACGAGC
TCA-3
IL-10 Fw: 5- 194bp NM_010 Larocque R.
GTGAAGACTTTCTTTCAAACAAAG- 548 et al, 2003
3
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Rv: 5-
CTGCTCCACTGCCTTGCTCTTATT-3

IFN-y Fw: 5- 79bp NM_008 Keitou Y. et
TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA- 337.3 al, 2016
3
Rv: 5-
TGGCTCTGCAGGATTTTCATG-3

TNFo | Fw: 5- 130bp M13049 WangG. etal,
ATAGCTCCCAGAAAAGCAAGC-3 2008
Rv: 5-

CACCCCGAAGTTCAGTAGACA-3

Beta Fw: 5- GCTCCTCCTGAGCGCAAG -3 75bp NM_007 Qian G. et al,
actina | Rv: 5- CATCTGCTGGAAGGTGGACA 393.3 2015

-3

Se utilizo tiras de 8 tubos para PCR (Applied Bstsegns, Micro Amp), por cada tubo se
coloc6 10 pL de Power SYBR Green Master Mix PCB 1, de los cebadores Forward,
Reverse a una concentracién de 100 uM y 4,4 plgde Bbre de nucleasas. Dentro de
los mismos tubos se adicion6 4 uL de ADN copiaeoigindo un volumen final de 20 uL.

Para la PCR en tiempo real se utiliz6 el equipo ReR Time (Applied Biosystems Step
One 7500, USA) y las condiciones térmicas fuerahg énicial 10 minutos a 95 °C (etapa
de activacidén enzimatica), posteriormente 40 cial@ °C por 15 segundos y 60 °C por
1 minuto (desnaturalizacion, alineamiento y elor@g¢ por ultimo una tercera etapa para
el andlisis de curvas melting (curvas de tempematier disociacion) que se realiza una

sola vez: 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 mig@d °C por 15 segundos.
8. PLANILLA DE CALCULOS DE AACT

Los valores obtenidos de la expresion de los genesstudio obtenidos de equipo se
obtienen en Ct (Cicle thershold), este valor eatlalsegun el tipo de tratamiento que se
esté aplicando, como control enddgeno se emplgéreconservado de la Beta actina.
Para lo cual, los valores de Ct hallados, fuertroducidos en a una planilla en Excel

(que puede ser una plantilla preelaborada o um@da por el mismo operador que fue
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el caso) en la cual se hizo el calculo dAICT propuesto por Livak et al, &A CT
permitié establecer los niveles de expresion yagpn del gen de interés bajo el modelo

gue se muestra en el anexo N° 2

D. ANALISIS DE DATOS

Todos los datos fueron analizados por el prograstadéstico Minitab. Se utilizo en
analisis de varianza ANOVA, para ver si existiafergincias significativas entre los
tratamientos empleados. Un p < 0,05 fue considecadm diferencia estadisticamente

significativa.
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VI. RESULTADOS
A. OPTIMIZACION DEL VOLUMEN DE MUESTRA REQUERIDO
PARA LA EXTRACCION DE ARN TOTAL A PARTIR DE SANGRE
PERIFERICA DE RATON.

La extraccién del ARN total se realizé6 empleandeceattivo TRIzol segun el protocolo
establecido por Casablanca E. 2018. En la talda dpserva que a partir de un volumen
de muestra de 500 pL de sangre periférica anti¢adgiwcon EDTA-K, se obtiene un
indice de pureza del ARN 1.840 (6ptimo).

Por otra parte, se observa que el indice obtensd@.d83 a la razén de absorbancias
260/230 confirma que la muestra de ARN obtenidabesen el rango de contaminacién

aceptable para la realizacion de pruebas de PCRRré3pecto a los otros dos volumenes
de extraccion evaluados se observé que las muesti@san contaminadas con restos de

fenol o carbohidratos utilizados durante el proasextraccion.

Tabla 4. Comparaciéon de concentraciones en pg/mL de ARl tibtenidos por el

método del TRIzol a partir de diferentes volumemhesnuestras de sangre.

- g = ™ © @ < o o £ E
wn S e AN (qV} (qV} (40] o o o c [
v O I ) 17 17 %) = N = o
c 2 Ie! e 9 Ke! T o T 8
Q g Ij— < < < < \E ‘5 \E g N
E o = % I I % %X 3 < 3
2 g 260/280  260/230
200 35* 0112 0,088 0,068 0023 1,294 0,786
ML

300 16,6* 0413 0,315 0,252 0,043 1,250 0,763

ML

500 | 26,5* 0484 0,863 0469 0,276 1,840 1,783
ML

* factor de dilucion 1/10
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Tabla 5. Resultados de la cuantificacion de ARN total piate de sangre periférica de

raton
PARAMETROS RESULTADOS
VOLUMEN DE SANGRE PERIFERICA 500 pL
CONCENTRACION DE ARN > 200 pg/mL
PUREZA 1.8 (1.8 — 2.0) Optimo
CONTAMINACION 1.7 (1.7 - 2.1) Aceptable
METODO EMPLEADO Reactivo TRIzol (Modificado)

El volumen indicado en la tabla 2 permite obtem& concentracién adecuada y 6ptima
para realizar trabajos de amplificacion con la merobabilidad de contaminacion y

evitando el proceso de amplificacién posterior.

Para el proceso de extraccion a partir de tejidoutimon no se realiz6 la optimizacion de
la cantidad de muestra empleada, debido a quéltesols pulmonares de los individuos
en investigacion no mostraban un tamaro similaeezitos, razén por la cual se realiz

la extraccion de ARN directamente de un solo |6lpuilononar.
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B. TEMPERATURAS DE DISOCIACION (Temperatura Melting)
CORRESPONDIENTE A CADA PRODUCTO AMPLIFICADO

Durante la validacion del método de PCR en tiengpt acondicionado para un protocolo
de 40 ciclos de amplificacién, se evaluaron lasaside las temperaturas de disociaciéon
de cada cebador amplificado, todos los ensayoseriuealizados por triplicado.

En el experimento con muestra de sangre perifégaatdn, se pudo evidenciar que, para
los diferentes genes en estudio, se alcanzaronetampas de disociacion éptimas,

mismas que se pueden apreciar en la grafica N° 1
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Genes de las Citocinas

ISintratamiento  DAloevera ECisplatino B Cisplatino/Aloe vera

Grafica 1. Promedio de las temperaturas de disociacion da cadador evaluado en

funcidn al tipo de tratamiento empleado en muesteasangre periférica.

Los promedios obtenidos de las temperaturas deid@én para cada gen en estudio a
partir de muestras de sangre periférica, permitemiar que no existen diferencias
interensayo estadisticamente significatiyas (.05) a nivel de cada uno de los productos

genéticos de las citocinas estudiadas.
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Por otra parte, en las muestras de tejido de calecpulmén de ratén (grafica N° 2), se
muestra que las Temperaturas Melting obtenidasnthita amplificacion de los genes

gue sintetizan las citocinas en estudio no difielemanera significativa.

En tejido de pulmén no se logré determinar la tawmpea de disociacion del gen que
sintetiza a la IL-10, lo cual se debe a la auseteia expresion del gen en las diferentes

condiciones de experimentacion evaluadas.
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Genes de las Citocinas

Sin tratamiento Aloevera ElCisplatino @ Cisplatino/Aloe vera

Grafica 2. Promedio de las temperaturas de disociaciéon da cabador evaluado en
funcion al tipo de tratamiento empleado en muesteagjido de pulmodn.

57



C. CUANTIFICACION RELATIVA DE LA EXPRESION DE LOS GENE S
DE LA IL-4, IL-10, IFN- v Y TNF-a EN SANGRE PERIFERICA.

La cuantificacion de la expresion o represion geaéle los genes que codifican las
citocinas en estudio se realizé en funcion a legles de expresion del gen empleado

como control endégeno (housekeeping).

Una vez conocidos los valores normalizadof\d€T calculado, se demuestra que, en
muestras obtenidas de sangre periférica de losadesnde experimentacion, los niveles
de expresion del gen de la IL-4 se encuentranmegos 1.1 veces con el tratamiento con
gel Aloe veray que en ratones tratados solamente con cisplatnoiveles de expresion

de esta citocina se reprimen 9.3 veces; cuandoadmnes fueron tratados con la
combinacion de cisplatindloe verase consiguio reprimir la expresion del gen de ka IL

4 cerca de 6.2 veces respecto al control endogeno.

En el caso del gen de la IL-10 se observé quesestpresa 4.6 veces con el tratamiento
con gel deAloe vera la expresion se incrementa con el cisplatinovBcs y disminuye

a 1.9 veces cuando se usa ambos tratamientos dgarcambinada.

Por otra parte, los resultados nos permitieronrobseue el gel déloe vera,favorece
la expresion del gen del IFN1.9 veces, siendo que el cisplatino reprime suesign 1.4
veces y cuando se combina con el tratamiento ¢éatiso/ Aloe verase consigue un

nivel de expresion del gen 1.4 veces.

En el caso del TNl se resalta que cuando se combina el cisplatel@gl deAloe vera
sus niveles de expresion se reprimen 19.1 vecemais al control enddgeno. Sin
embargo, el mismo gen se expresa 1.2 veces cuartdata Unicamente con gel Aoe

vera,contrariamente, el tratamiento con cisplatino repriL,8 veces.
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obtenidos de sangre periférica de ratdn, en funaitmtamientos con Gel ddoe vera,

cisplatino y cisplatindloe veragen ratones con cancer de pulmon. (valor p > 0.05)
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D. CUANTIFICACION RELATIVA DE LA EXPRESION DE LOS GENE S
DE LA IL-4, IL-10, IFN- v Y TNF-a EN TEJIDO DE PULMON

Se observo que el tratamiento con gefAttee vera indujo represion de 2.6 veces del gen
de la IL-4, sin embargo, existe una expresion 88 vYeces del gen del IFNyy una
represion de 1.88 veces del gen del TNFrespecto al control enddgeno. Ver grafica 4.

El tratamiento con cisplatino favorece la expreshon veces mas del gen de la IL-4,
similar hallazgo se observé para el gen del {Fibnde esté se expresa 3104.18 veces
respecto al control enddgeno, ademas se obsery@&hcsplatino por si solo induce la

expresion de altos niveles de TNF10465.3 veces).

En el caso de la combinacion de ambos tipos dentiahto, se evidencié que el gen que
sintetiza al IFNy, solo se expres6 1.3 veces respecto al contr@lgem. Sin embargo,
el mismo tratamiento indujo la represion de 14 degalel gen de la IL-4 y 16.9 veces del

gen que sintetiza al TNIe-
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Grafica 4. Niveles de expresion y represion de los genesasleitocinas en estudio,
obtenidos de tejido de pulmén de ratén, en funeidratamientos con Gel ddoe vera,
cisplatino y cisplatin@loe veragen ratones con cancer de pulmon. (valor p > 0.05)
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E. COMPARACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENE S
DE LAS CITOCINAS EN ESTUDIO

Ademas de efectuar el analisis de la expresionethesgyde cada una de las matrices
bioldgicas (sangre periférica y tejido de pulmompieadas en el estudio, se efectud el
andlisis comparativo segun niveles de la expresideduccion de la expresion de los

genes de interés.
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Grafica 5. Cambios en los niveles de expresion segun el dgaonaterial biologico
empleado y el tratamiento ejecutado en los animddesxperimentacion. (niveles de
expresion del gen en color verde y niveles de rddnde la expresiéon del gen en rojo)
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En la grafica 5 se puede apreciar que los nivedesxgresion del gen del TNFse ven
reducido con el tratamiento combinado, sin embdayexpresion de este gen se eleva

solo en tejido y no asi en células de sangre pieafé

Por otro lado, los niveles de expresion del genlieldly se encuentran aumentados en
ambas matrices bioldgicas, solo siendo reprimidan @ tratamiento con el

quimioterapéutico elegido en sangre periférica.

La IL-10 solo se logré cuantificar en sangre peid en la misma matriz biolégica se
puede observar que el gen se expresa productcadeniaistracion de cada tratamiento y

la combinacion de ambos.

Finalmente, tanto en tejido de pulmdn como en aélde sangre periférica, los niveles
del gen de la IL-4 se encuentran reducidos o regas) que por otro lado solo muestra

expresion en tejido con el tratamiento con cisptati
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VIl. DISCUSION

La produccion y posterior liberacion de determirsanteléculas por parte de una célula
se puede demostrar mediante la transcripcion yepostexpresion de los niveles ARN

mensajero del gen que codifica dicha molécula.riesles de expresion del gen varian
segun el estado fisioldgico de la célula en sloyaebu vez refleja los niveles de expresion

génica del material genético del propio organisimo.yVinueza C., 2009).

A. EFECTO DEL VOLUMEN DE MUESTRA EN LA CONCENTRACION
DE MATERIAL GENETICO AISLADO

La retro transcripcion o transcripcién inversa &s procesoin vitro, que permite
trasformar moléculas de ARN en ADN complementaBio.embargo, la eficacia de este
proceso se puede ver afectada por la contaminaelbmaterial genético empleado, ya
sea por componentes celulares propios de la mugstrteinas, carbohidratos, ADN
gendmico) o sustancias quimicas empleadas enadgwale aislamiento de ARN (fenol,
alcohol). (Torrez I., 2014). Es asi que, la con@mdn del ARN esta definida por la
absorcion del espectro de luz a 260 nm y la calitald misma se determina por el grado
de contaminacion con proteinas utilizando el indixenido por la razon de la
absorbancia a 260/280. (Ahmad S. et al, 2015)

O"Neill M. et al, el afio 2011, sugieren que lo®owes recomendados de indice de pureza
para realizar pruebas moleculares cuando estaeasmgado por espectrofotometria UV
a dos densidades 260, 280 y la razon de 260/28@, 29 a 2.2 para ARN, teniendo como
limite inferior 1.8. (O"Neill M. et al, 2011). Et presente estudio el valor obtenido de la
proporcion 260/280 a partir de un volumen de 50@laksangre periférica de ratén fue de
1.8, este valor se encuentra dentro de los rangiositdos, lo que indica que existe una
mayor tendencia a obtener material genético mewnosaminado que si se emplea

volumenes menores de muestra de sangre perifé&ricaah.

Con respecto a la contaminacion con otros compesgmopios del procedimiento de
extraccion de ARN total, Peimbert M. el afio 20HB8iada que el rango de valor del indice
de 260/230, va desde 1.7 hasta 2.0, mismo quesdgfia muestra tiene una alta presencia

de componentes contaminantes que fueron empleadgisaeslamiento como ser: fenol,
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sales inorganicas empleadas como la guanidina (eestp base del TRIzol). (Peimbert
M. et al, 2016). Por lo mencionado anteriormenste estudio demostré que con el
protocolo de aislamiento empleado se obtiene uicdrak 1.78 mismo que se encuentra
dentro de los rangos permitidos, se observé que@omenes menores de muestra existe
contaminacion evidente, probablemente product@amleso de aislamiento, por lo cual
el volumen empleado de 500 ul de muestra es ebademara realizar técnicas de PCR

en tiempo real.

Las variaciones en los indices de pureza puedese \&fectadas por la relacion entre el
reactivo base de proceso de aislamiento como ekdIRi el volumen de muestra
requerido, se propuso emplear un volumen menor destra para poder realizar
diferentes pruebas o repeticiones en caso de eroapes. Sin embargo, al disminuir el
volumen, se observé un mayor grado de contaminagiérafectaria directamente sobre

la calidad del material genético y por ende el irarehto de la PCR.

La pureza y calidad del ARN aislado se reflejanleeneproduccion de los productos

génicos amplificados. Sin embargo, cada método eelee determinadas modificaciones
(ser optimizado) en sus protocolos debido a: laimbioldégica empleada (siendo que, si
se utiliza sangre total o leucocitos aislados dipm de tejido en especifico, el método
debe ser el adecuado y reproducible) segun etigmujeto de experimentacion (ratones,
ratas, conejos), tomando en cuenta que tambiéneskegxtraer material genético a partir
de microorganismos (pardsitos, hongos, bacteraapdambién de plantas. Esto debido
a las diferentes composiciones bioquimicas y biod®yde cada organismo vivo. (Rocha
P. 2002).

65



B. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON GEL DE  Aloe vera,
CISPLATINO Y LA COMBINACION DE AMBOS SOBRE LOS
CAMBIOS EN LOS NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENES DE
LA IL-4, IL-10, IFN- vy Y TNF-a.

El tratamiento de una condicién patolégica con pobos de origen vegetal se emplea
comunmente como una alternativa terapéutica y debild falta de estudios cientificos
gue demuestren su eficacia terapéutica, solo dedrelmmados en cuenta como medicina
alternativa y complementaria al tratamiento en qaatalogia, lo cual a su vez implica
gue, se debe seguir con el tratamiento convencjeatrito por el médico. Se utilizé un
modelo de cancer inducido en ratones Swiss Albieimgleando el gel d&éloe veracon

un volumen de administracion de extracto puro de |1D a una concentracion de 88
mg/Kg con objeto de evaluar si demuestra actividadino-moduladora en comparacion
al efecto inducido por el tratamiento con cisplatjue de manera convencional se emplea

como medicamento antineoplasico de amplia utileladncologia.

Se define como actividad inmunomoduladora, a lacidad de un agente biolégico y/o
farmacoldgico o de otra naturaleza, de aumentaagnificar la respuesta inmune innata
0 adaptativa provocando una accion ya sea estiteutarsupresora sobre el sistema
inmune. (Santander S., 2012).

El rol principal de las células T helper, es fagerela produccion de sefiales para la
activacion de linfocitos T citotdéxicos, como resgiae inmediata frente a células
tumorales. Al mismo tiempo, se promueve la produrtcde citocinas de tipo Thl y del
desarrollo de células dendriticas productoras ddéculas co-estimuladoras que
favorezcan una eficiente activacion de las céltila3. Por otra parte, una respuesta de
tipo Th2 implicaria una respuesta de tipo humamite al tumor. (Shurin M. et al, 1999;
Dosne C., 1998).

Por lo mencionado anteriormente, se estudio laidatli inmunomoduladora del gel de
Aloe veray su efecto sobre las células productoras de n#scya sea de tipo Thl (IFN-
Y, TNF-0) y tipo Th2 (IL-4, IL-10.)
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El gen de la IL-4, demostrd niveles de represidrota nivel tisular como a nivel de
células sanguineas cuando a los animales de exgrgaoidn se administro el tratamiento
con gel déAloe verao con la combinacion de cisplatiddde veraEsto no se observo en
animales tratados con cisplatino, donde sus nivedes tejido se expresan
aproximadamente unas 5 veces mas, de manera omeesibservd que en sangre
periférica los niveles se reprimen 9 veces en coacp@n con el gen control empleado en
este estudio. Shi Q. et al, 2018, en un estudidasimbservaron que los niveles del ARN
mensajero de la IL-4 en ratones tratados con &tiga (un anticancerigeno ampliamente
utilizado) se encontraban disminuidos lo cual icgiia actividad antitumoral. Por otro
lado, Lee D. et al, 2018, mencionan que la admatgin del gel procesado édoe vera
disminuye los niveles de expresion del gen de44 én ratones tratados con este producto
y su disminucion es dependiente de la dosis adirades. (Shi Q. et al, 2018). Si bien el
mecanismo por el cual el gel Ae verainduce a una disminucién de los niveles de esta
citocina aun no esta dilucidado, se presume quefesito de la disminucion en su
produccion se relaciona con la reduccion de largaleion a macrofagos de tipo M2
caracterizados por tener actividad pro-tumoraltgrés presente la probabilidad de que se
bloquee la formacién de vasos sanguineos alreddgldumor, por lo tanto, inhibe el
proceso de angiogénesis.

La IL-10 es una citocina con funciones no bienrddés en el cancer, si bien la IL-10
podria estimular el crecimiento y desarrollo dehdu o por otro lado puede también
inhibir el proceso de angiogénesis y la metastdisumor en cualquier sitio. (Mannino
M. et al, 2018). Durante el desarrollo de la presémvestigacion, se encontré que los
niveles del gen que sintetiza a la IL-10 se exfir@sa&ntre 4 y 5 veces con el tratamiento
de gel deAloe veray cisplatino respectivamente. Pero en el tratamieombinado, se
observé gue la expresion de esta citocina era mongmmr con respecto a los anteriores
tratamientos, si bien se promueve la expresidgeielsolo es de aproximadamente 1 vez
respecto al control endégeno. Meng H. et al, 28&mostré que los niveles de expresion
del gen de esta citocina en modelo murino compatcadootros farmacos nefrotdéxicos
entre estos el cisplatino, incrementaba la expnedid gen de la IL-10 en 3,5 veces
respecto al control endégeno (Meng H. et al, 20&ER)contraste con los resultados de

Meng H., Lee D. et al. (2018), observaron que gslas del gen de la IL-10 en ratones
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tratados con gel daloe verase ven disminuidos en comparacion con ratonegatiart
(Lee D. et al, 2018). Debido a que los macrofagdas células Th Reguladoras son
productoras de esta citocina, la estimulacion irtupor elAloe verano reprimiria la
expresion del gen de esta citocina, este tratampdria disminuir la transcripcion de la
misma inhibiendo de esta manera el proceso angmm@noducido por la disminucién
de la sintesis del VEGF (Factor de Crecimiento &idd Vascular)

Stoecklin G. et al, el afilo 2007 afirmaron que etdserazones para no tener niveles
detectables del gen de la IL-10 en muestras ddotege deberia a que la misma es una
secuencia rica en bases nitrogenadas Adenina/Oraegiones que al ser reconocidas por
la proteina tristetraprolina, proteina encargada jgentificar y degradar estas secuencias
(Stoecklin G. et al, 2007).

Tanto IFNy como TNFe, juegan un rol importante en el desarrollo denfleamacion
desde la cooperacion en la produccion de otras culae proinflamatorias hasta la
produccion de moléculas de superficie. El presestedio demostrd que los niveles del
gen que sintetiza al IFi-bajo el tratamiento con gel ddoe veray el tratamiento
combinado con cisplatino, el gen se expresa comannil vez mas. Park H. et al, el afio
2009, demostraron que la administracion de cisma# mg/Kg) en combinacion con
HemoHIM (una mezcla de hierbas de origen asiatieagn la capacidad de estimular la
expresion de IFN-y de la IL-2, en ratones con melanomas. (ParktHal,e2009).
Bhalsinge R. el afio 2018, demostré que la admaugtn en ratas de 200 a 400 mg/Kg
de extracto de gel d&loe vera,promueve una mayor respuesta fagocitica y prodaccio
de Oxido Nitrico, producto de la estimulaciéon epiaduccion de IFN; TNF-o y IL-6.
(Bhalsinge R. et al, 2018). Por otro lado, el @ipb administrado a una dosis de 4
mg/Kg, estimula la expresién de TNE-eomo también de otras citocinas proinflamatorias
como la IL-1B y la IL-6, sin embargo, la adminisitan conjunta de cisplatino y sibelium
(Flunarizina, un vasodilatador cerebral), causdideninucion en la expresion del gen del
TNF-a (So H. et al, 2007). Faubel S. el afio 2007, olesenvcélulas renales que si bien
los niveles de IL-10 se encuentran incrementado®lemedio, promoveria que el
cisplatino incremente la expresion del gen del TNFmoléculas de adhesion de tipo 1,

ocasionando un probable fallo renal por acumulaciénmoléculas proinflamatorias.
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(Faubel S. et al, 2007). Se considera que el acamozstel gel déloe veraes el principal
agente responsable de la estimulacion de los neapéfpara la produccion de TNFRy
IFN-y por una interaccion con los receptores de manb@@no M el afio 2014 menciona
que los macrofagos incrementan la sintesis y pwdocde otras citocinas pro-
inflamatorias ademas de IFN-(IL-1, IL-6 y TNF-u), debido a una probable unién del
acemanano con los receptores de manosa propios detréfagos y células dendriticas,

lo cual le daria el efecto inmunomodulador esper@doreno M., 2014)

El gel deAloe vera,no solo tiene la capacidad de activar la respuastane celular,
también la respuesta de tipo humoral. Vahedi G.af@ 2011, reportdé que la
administracion del gel daloe veraderiva en la formacion de anticuerpos especificos
como inespecificos (por activacion policlonal eédcitos B productores de anticuerpos),
en particular de inmunoglobulinas G y M. (VahedieBal, 2011). Si bien los niveles de
IFN-y se encontrarian elevados en el microentorno turastarespuesta estaria asociada
a la produccion de anticuerpos de tipo IgG, queiania una respuesta de tipo humoral

favorable al tratamiento administrado.

Im S. el afio 2014, no solo evidencid que el geliathtnado a una concentracion de 400
mg/kg, estimularia a la produccién de citocinas@dtemFN+y, IL -2, IL—-4 e IL -6, en
las placas o glandulas de Peyer en el tracto inéssino que el mismo gel también
cumpliria un efecto inmunomodulador sobre los @eitos elevando su nimero en
circulacion posterior a la administracion del det 8. et al, 2014). Ali A. et al, el afio
2014, menciona que entre los posibles responsdblescremento del nUmero globulos
rojos en circulacion, esta la riboflavina, tiamynacido félico mismos que estan presentes
en cantidades minimas enfdbe veraos cuales contribuyen al proceso de produccién y
maduracion de los eritrocitos. (Ali A. et al, 201E) incremento en circulacion tanto de
leucocitos y eritrocitos promoverian una mejor vespa inmunoldgica y hematologica
como efecto inmuno-modulador de la administraciéingel deAloe veradebido a que la

planta como tal tiene diferentes moléculas impogen su composicion.
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C. BALANCE SOBRE LA RESPUESTA INMUNE DE TIPO Th1l Y Th2
MEDIADO POR LA RESPUESTA INDUCICA POR EL CISPLATINO
Y EL GEL DE Aloe vera

Lim H. et al, el afio 2019, informaron que una mezid compuestos quimioterapéuticos
como ser doxorrubicina, cisplatino y lipiodol adistrados de via intraarterial, inducirian
cambios en el balance Th1/Th2 especialmente haxier@hcion al balance entre IFN-
v/IL-10 el cual se veria incrementado (Lim H. et 2018). En el presente estudio el
balance IFNy/IL-10 en células sanguineas (dato no mostradesmtados), si bien se
encontraria disminuido debido a que existe una maygresion del gen de la IL-10 que
del gen del IFNy, a nivel tisular el IFN¢ presenta niveles elevados en su expresion lo que
presumiblemente incrementaria este balance hatasa@kcimiento de una respuesta de
tipo Thl(anti-tumoral). Esta respuesta como tamhldémencionaria Lim H. et al, seria
un valor predictivo para una respuesta de favorabl&a sobrevivencia de pacientes que

padecen cancer.

Vahedi G. et al, el afio 2003, mencionaron que taiidtracion delAloe verase puede
relacionar con el incremento en la estimulaciénini®citos T CD4 y T CD8 como
respuesta de tipo Thl y el incremento de IgG e égMel suero como respuesta de tipo
Th2 (Vahedi G. et al, 2003). Dentro de los reswtadallados, se podria mencionar que
la repuesta citotoxica de tipo Thl seria mayorlguespuesta humoral de tipo Th2 cuyo
agente implicado en este balance seria el cisplatimivel tisular dentro del microentorno
tumoral. Por otro lado, ambas respuestas se vieeiagficiadas a nivel sanguineo con la
administracion del gel da&loe verasi bien no es mayor que el efecto producido por el
quimioterapéutico los resultados podrian presemtaralternativa terapéutica interesante

con su efecto inmunomodulador evidente.

Dennis, K. et al, el afio 2013, menciona que si baerlL-10 tiene una funcion

inmunosupresora (reguladora) de la respuesta TR ¥n el sistema inmune, con lo cual
podria promover al desarrollo del tumor, también@®ce que la IL-10 en combinacién
con la IL-2 promueve el incremento del nUmero aéotiitos T CD8 aumentando su

actividad citolitica en el entorno tumoral. (Denmds et al, 2013).
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En base a todos los argumentos antes mencionadognlitorizacion de los cambios en
los niveles de las citocinas estudiadas son umarh@&nta Util para determinar el efecto
inmunomodulador del gel daloe verasin dejar de lado la importancia que tiene la
administracion del quimioterapéutico empleado c@aincisplatino, siendo ambos utiles

para el tratamiento del cancer.
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VIII.  CONCLUSIONES

Durante la optimizacion del protocolo de extracail@nARN por el método del
TRIzol modificado se establecid que con un volunden500 uL de sangre
periférica de raton anticoagulada con EDTA-K3, sede obtener un producto
con pureza y concentracion aceptable para realizaprueba molecular de PCR
en tiempo real.

En relacién a la cuantificacion de la expresiéatieh de los genes de las citocinas
en sangre periférica de ratdn, se establecié geégmpo de ratones tratados con
gel deAloe vera existe una predisposicion a expresar los gendasdetocinas
IL-10, IFN-y, TNF-a y reprimir la expresion de IL-4] tratamiento con cisplatino
tiende a reprimir la expresion de los genes dé-i& IFN-y y TNF-a y expresar

el gen de la IL-10; el tratamiento combinado ddl de Aloe veragisplatino
reprime la expresion de los genes de la IL-4, Ti\favoreciendo la expresion de
los gen de las citocinas IL-10 y IFN-

Al cuantificar el efecto de los tratamientos estdds en tejido de pulmén de ratén
se establecio que, con el tratamiento con géllde verase reprime la expresion
de los genes de las citocinas IL-4, TiR-se favorece la expresion del gen del
IFN-y en 7.3 vece®l tratamiento con cisplatino favorecekpresion de los genes
de la IL-4, e induce que los genes del HFNTNF-o expresen mas de 3000 veces
sus niveles; el tratamiento combinado gelAdee veragisplatino reprimio la
expresion de los genes de la IL-4, Thl-favorecio la expresion de 1.4 veces del
gen del IFNy.

Cuando se comparan los niveles de expresion osiéprée las citocinas en sangre
o tejido y en funcion al tipo de tratamiento empease establece claramente que
en tejido pulmonar el tratamiento con cisplatinoeégjue favorece la mayor
expresion de los genes de las citocinas BTNFHFN+ ambas asociadas con una
respuesta de tipo Thl, en cambio el tratamientogebaleAloe verainicamente
indujo la expresiéon de IFM-en una proporcion 5 veces menor al cisplatino y
finalmente el tratamiento combinado favorece nweale expresion bajos con
respecto a los dos tratamientos administrados deemraandependiente. Con

respecto a los niveles en sangre periférica ertr@nto con gel déloe vera
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favorecio la expresion de las citocinas TWAFN-y e IL-10 lo cual indica una
predisposicion hacia una repuesta de tipo Thlwnttal y se observd que los
tres tipos de tratamientos reprimen el gen queficadia IL-4 que promueve
respuesta inmune de tipo Th2.

Como conclusion general se afirma que el gelAttee veraobtenido de la
comunidad Cahuayuma del departamento de La Parzdarsiangre como en tejido
de ratones con cancer inducido de pulmoén, tienfdeaecer la expresion de los
genes de las citocinas TNf-A{FN-y e IL-10, reprimiendo la expresion del gen que
codifica la citocina IL-4. Ademas, cuando se adstmai como tratamiento unico
los niveles de expresion y represion del ARN memeagle las citocinas antes
mencionadas son mayores que cuando se administ@rehinacién con el
cisplatino.
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RECOMENDACIONES

Si bien se ha demostrado que el tratamiento Unic@el deAloe veramuestra
un efecto que favorece una respuesta de tipo Tiithraonral y que cuando se
administra de manera combinada con el cisplatinbiesi se mantiene la
expresion de citocinas de tipo Thl los niveles xjweasion de estas son mas
bajos. Por lo tanto, es recomendable administraraghmiento combinado
debido a que el cisplatino tiene accion antitumgraf mecanismos de
alteracion en la estructura normal del ADN prinbigente (que también
podria tener este efecto sobre células normalesom@ando toxicidad renal y
hematoldgica), ha demostrado que en tejido dond#esarrolla el tumor el
cisplatino favorece la expresion de IFN- TNF- en mas de 3000 y 10000
veces respectivamente, con lo cual, se demuestea egte tratamiento
convencional estimula al sistema inmune para mamarespuesta anti tumor
de tipo Thl.

No esta dilucidado cudl de los componentes actiebgel deAloe vera que

le otorgan el efecto inmuno-modulador sobre elesist inmunologico, se
recomienda hacer estudios sobre cada uno de lopormntes del gel que
ayuden a determinar el efecto particular de cadaderellos sobre la respuesta
antitumoral.

Por otro lado, se estudio los cambios en los névédecitocinas de tipo Thly
Th2, sin embargo, deberia hacerse un seguimieritis @ambios en las
diferentes etapas de desarrollo del tumor y meadaxipresion de moléculas
pro-apoptoticas y antiapoptoticas y determinarstzcecion entre citocinas y
moléculas relacionadas con el proceso normal dptagis.

Se debe seguir trabajando sobre otros modelosidwde tumor de diferentes
tejidos y evidenciar si el efecto producido porgel deAloe verasobre el
cancer de pulmon, es similar en otros tipos de tumeer la factibilidad de
utilizar este producto natural dentro de la teréipaule apoyo establecida para

el cancer.
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ANEXOS

Anexo 1. Aval ético

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES

COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE LA UMSA
CEl - UMSA

Resolucion Honorable Conissjo Univarsitario No. 125/10

CERTIFICADOC DE AVAL ETICO

Cadigo de Registro: CEI-UMSAC616

A guien corresponda,
Ef Comite de Etica de la investigacion de la Universidad Mayor de San Andrés {CET-UMSA], en el marco de la
Vi Convocatoria para Proyectos financiados con recursos del IDH 2015-2016 (Res. HCU No. 393/2014), ha
recibido para su evaluacion y aval ético el Proyecto:
Titulo del Proyector Determinacién de fa actividad anticancerigena y cfecto potencializador en
combinacion con farmacos citotoxicos del Aloe vera de altura de la Comunidad de Cahuayuma del
departamento de La Paz, Bolivia’
Coordinador responsable: Juan Antonio Avila lllanes
Co-coordinador respansabie: Luis Fernando Sosa To rdoya
institucién proponente: Unidad UIB-B - Instituto SELADIS, Facultad de Ciencias Farmaceuticas y Rioquimicas

E} proyecto fue evaluado bajo la normativa internacional en ética de Iz investigacion {Pautas CIOMSAOMS;
Helsinki/AMM, Ezekiel Emanuel), en la que se incluyen los principios y criterios éticos que se deben tomar en
cuenta para investigaciones que involucran seres vivos, segun aplique:

Valides social (Ia pertinencia, atingencia y relevancia def proyecto)

Valides cientifica (que el proyecto cumple con todo el rigor de la metodologia cientifica)

Seleceidn equitativa del sujeto (tamafio de la musstra, criferios de inclusion / exciusion, par ficipacion de grupos

vulnerables, efc.)

Relacion favorable del riesgo/beneficio (que ol tiesgo sea minimo y &l heneficia mayor para los sujetos del estudio)

Una ver evaluado el Proyecto, asi como las correcciones/complementaciones realizadas por el equipo
investigador, el CEI-UMSA certifica que el proyecto ‘Determinacién de la actividad anticancerigena v efecto
potencializador en combinacion con farmacos citotdxicos del Aloe vera de altura de la Comunidad de
Cahuayuma del departamento de La Paz, Bolivia’ cumple con los requisitos éticos arriba mencionados, por lo
que le otorga el presente CERTIFICADO DE AVAL ETICO.

La emision de este AVAL es vélida solo para este proyecto vy ohliga al equino de investizadores, al fiel
cumplimiento y compromiso de desarroilo de actividades, en el marco de to propuesto, cotregidoe vy
recomendado; lo contrario, pe faldar lugar a la revocacion de este AVAL,
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Anexo 2. Tabla Excel modelo para la manipulacién de losgjaibtenidos por el equipo.

EXPRESION DEL GEN DEL GEN X EN MUESTRA DE RATON SIN TRATAMIENTO Y CON TRATAMIENTO CON ALOE VERA

MUESTRA CT CT ACT (PROM CT GEN INTERES - = AACT (PROMACT DEL VALOR NORMALIZADO CORECCION
PROM CT CONTROL) TRATAMIENTO - PROM CT = RELATIVO AL S/T 2"-AACT
CITOCINA = CONTROL S/ITRATAMIENTO)
ENDOGENO
SIN TRATAMIENTO | Ct1 Ct1l
Ct2 Ct2
Ct3 Ct3
ACT 1 ACT1-ACT1
TRATAMIENTO Ct1l Ctl
Ct2 Ct2
Ct3 Ct3
ACT 2 ACT2-ACT1 2"-AACT -1/2"-AACT

En el anexo 1 observamos los primeros 3 Ct quesponden a tratamiento calibrador en nuestro casorf ratones que no fueron tratados con ning@ndép
tratamiento, del mismo se obtuvo 3 Ct de su comindibgeno, en seguida, se observa 3 Ct que congspd tratamiento ensayo (en esta oportunidachtsedn
de manera independiente ya sea los ratones tratadagel de aloe vera, cisplatino o la combinadiémmbos), del mismo se obtuvo 3 Ct de su conmtaddgeno.

Se hace una resta Ct del gen de interés menosdsl €bntrol enddgeno correspondiente, ya searat@ntiento calibrador y por otro lado del tratartoeen
estudio. Del promedio de estas diferencias, sealfdidiferencia dACT-2 del tratamiento en estudio coméT-1 que corresponde al promedio de la diferencia
del tratamiento calibrador. Este valor se conoceadACT, ese mismo valor se eleva a la potencia negdé\g, con el cual obtenemos los niveles de exgresi
del gen respecto al control enddgeno bajo la inflieedel tratamiento. Por otro lado, para integirealores menores a 1 se realiza una segundecapeea valor

de AACT, la unidad negativa se divide sobre el valoAd€T, lo cual nos muestra nimeros mayores a uno,qaerae interpreta como represiéon del gen respecto
al control enddgeno influenciado por el tratamiericestudio.



