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Resumen

Introduccion: El cancer de prostata es una de las principales causas
de mortalidad por cancer en hombres. Debido al interés creciente
por terapias complementarias, el medicamento homeopatico Vida-
tox® 30CH, elaborado a partir del veneno del escorpion Rhopalurus
junceus, ha sido objeto de estudio por sus posibles efectos biologicos.
Objetivo: Evaluar la viabilidad celular in vitro de lineas celulares hu-
manas de cancer de prostata expuestas a diferentes concentraciones
de Vidatox® 30CH. Material y métodos: El presente estudio experi-
mental fue realizado en las lineas celulares humanas LNCaP y PC-3,
las cuales fueron expuestas a Vidatox® 30CH en concentraciones de
100%,50%, 25%, 12.5%y 6.25%, ademas de un control (etanol 33%).
La viabilidad celular se evalu6 mediante los ensayos MTT y cristal
violeta a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la exposicion. Los resul-
tados se analizaron mediante ANOVA de una via y prueba post hoc de
Tukey. Resultados y Discusion: Las concentraciones de 100% y 50%
mostraron una disminucidén de la viabilidad celular, particularmente
en la linea PC-3. Las concentraciones de 12.5% y 6.25% presentaron
porcentajes de viabilidad similares o incluso superiores al control.
El andlisis de varianza mostro diferencias significativas entre trata-
mientos (p=0.01). Lareduccion de la viabilidad observada en células
PC-3 a concentraciones elevadas coincide con reportes sobre efectos
citotoxicos de compuestos derivados de venenos de escorpion; sin

embargo, la ausencia de cambios relevantes en células LNCaP indica
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que este efecto no es uniforme entre las lineas
celulares evaluadas. Conclusiones: Bajo las
condiciones experimentales estudiadas, Vida-
tox® 30CH redujo la viabilidad celular de la
linea PC-3 a concentraciones elevadas, mien-
tras que en lalinea LNCaP no produjo cambios
relevantes. Estos hallazgos sugieren un posible
efecto dependiente de la concentracion y del
tipo celular. Se requieren estudios adicionales
para confirmar estos resultados y esclarecer

los mecanismos biolégicos involucrados.

Palabras clave (DeCS/MeSH): Neoplasias
de la prostata, Viabilidad celular, Lineas ce-

lulares tumorales, Homeopatia, Citotoxicidad

Abstract

Introduction: Prostate cancer is one of the
leading causes of cancer-related death in
men. Due to the growing interest in comple-
mentary therapies, the homeopathic medici-
ne Vidatox® 30CH, derived from the venom
of the Rhopalurus junceus scorpion, has been
studied for its potential biological effects. Ob-
jective: To evaluate the in vitro cell viability of
human prostate cancer cell lines exposed to
different concentrations of Vidatox® 30CH.
Materials and methods: An experimental
study was conducted using the human cell li-
nes LNCaP and PC-3. The cells were exposed
to Vidatox® 30CH at concentrations of 100%,
50%, 25%, 12.5%, and 6.25%, in addition to
a control. Cell viability was assessed using
the MTT and crystal violet assays at 24, 48,
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and 72 hours post-exposure. The results were
analyzed using one-way ANOVA and Tukey’s
post-hoc test. Results and Discussion: Con-
centrations of 100% and 50% showed a de-
crease in cell viability, particularly in the PC-3
cell line. Concentrations of 12.5% and 6.25%
showed viability percentages similar to or
higher than the control. Analysis of variance
showed significant differences between treat-
ments (p = 0.01). The reduction in viability
observed in PC-3 cells at high concentrations
is consistent with reports on the cytotoxic
effects of compounds derived from scorpion
venom; however, the absence of relevant
changes in LNCaP cells indicates that this
effect is not uniform among the cell lines eva-
luated. Conclusions: Under the experimental
conditions studied, Vidatox® 30CH reduced
cell viability in the PC-3 cell line at high con-
centrations, while in the LNCaP cell line it did
not produce relevant changes. These findings
suggest a possible concentration- and cell-ty-
pe-dependent effect. Further studies are re-
quired to confirm these results and elucidate

the biological mechanisms involved.

Keywords (DeCs/MeS): Prostatic Neoplas-
ms, Cell Viability, Tumor Cell Lines, Homeo-

pathy, Cytotoxicity

Introduccion
El cancer de prostata es una patologia neo-
plasica cuyo principal tipo histologico es el

adenocarcinoma, el cual representa cerca



del 95% de los canceres originados en esta
glandula (Wasim et al. 2022). Presenta un es-
pectro clinico heterogéneo que abarca desde
neoplasias indolentes de crecimiento lento
hasta tumores muy agresivos y de rapido cre-
cimiento con una alta mortalidad (National

Cancer Institute. Surveillance, 2023).

De acuerdo con cifras internacionales del Ob-
servatorio Global de Cancer (GLOBOCAN), el
cancer de prostata representa un problema
de salud publica alarmante, al ser la segunda
enfermedad neoplasica mas frecuente en el
mundo, llegando a presentar una incidencia
variable de 6.4 a 82.8 casos por cada 100,000
personas, siendo el mas alto en las regiones
del norte de Europa, Australia, el Caribe y
Norte América; incluso siendo el causante de
una mortalidad que ocupé el quinto lugar, se-
cundaria a patologias oncolégicas en el afio
2022 (Bray et al. 2024). En nuestro pais esta
patologia representa el cancer mas mortifero
en personas del sexo masculino, registrando
41,088 defunciones en el 2017 de acuerdo
con cifras del INEGI (Procuraduria Federal
del Consumidor, 2019), de acuerdo con datos
del GLOBOCAN, durante el 2022 se registra-
ron un total de 26,565 nuevos casos de cancer
de prdstata, traduciéndose en un 27.7% del
total de nuevos casos de patologias oncologi-
cas en México (Ferlay J., 2024).

Entre los factores de riesgo mas importan-

tes para el desarrollo de esta patologia se
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encuentra: una edad avanzada (> 65 afos),
alteraciones genéticas como BRCA1, BRCA
2, ATM y CHEK2 , asi como, ascendencia
africana y ascendencia judia asquenazi (Be-
renguer et al., 2023), dieta, el consumo de
carnes rojas > 66.1 gr por cada 1000 k/Cal,
ricas en grasas y/o consumo de embutidos >
24.6 gr/1000 kcal, la obesidad, el sedentaris-
mo, infecciones y exposicion a altas dosis de

radiacidn ionizante (Oczkowsk, 2021).

Debido a su alta incidencia existen multiples
tamizajes para su diagnostico oportuno, des-
tacando la medicidn del antigeno prostatico
especifico (APE), estudio de primera elec-
cion para el tamizaje de cancer de proésta-
ta de acuerdo con la Asociacion Americana
de Urologia (AUA, por sus siglas en inglés)
iniciando a los 45-50 afos dependiendo de
los factores de riesgo de cada paciente (Wei,
2023). A pesar de ello, su diagndstico defini-
tivo siempre sera brindado por medio de una
biopsia prostatica transrectal que confirme
la estirpe histologica y su clasificacion por
medio del puntaje de Gleason (Akin, 2023).

Clinicamente su manifestacion depende del
estadio clinico en el que se encuentra, cur-
sando asintomaticamente en sus estadios
iniciales o confinados al propio 6rgano, para
posteriormente presentar sintomas urinarios
irritativos u obstructivos una vez encontran-
dose localmente avanzada (Yanes Chacon,

2023); mientras que en la patologia avanzada
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0 metastasica puede llegar a provocar sinto-
mas constitucionales, gastrointestinales, rena-

les y neurolégicos (Michalski, 2021).

En la actualidad existen diversos tratamientos
para esta patologia oncologica de acuerdo con
el estadio, entre los que destaca la reseccion
prostatica radical, la radioterapia, la braquite-
rapia intersticial prostatica, la terapia de priva-
cién androgénica, la quimioterapia y la inmu-
noterapia; todos estos con resultados variables
de acuerdo con cada caso (National Institute
for Health and Care Excellence (NICE), 2019).
Enla busqueda de nuevas terapias que ayuden
alidiar con este tipo de patologias oncolégicas,
se han estudiado diversos compuestos natura-
les, tales como el veneno de diferentes anima-
les de los cuales se aislan péptidos especificos
que se asocian a diferentes mecanismos que
llevan a la apoptosis celular; en especial malig-
nas, lo cual puede ser util en el tratamiento del
cancer (Colella., 2021). Entre estos compues-
tos destacan los venenos de multiples aracni-
dos, sobre todo el de los escorpiones, los cuales
se componen de diversas moléculas con carga
positiva y estructuras homologas, asi como de
diversas propiedades fisicoquimicas como una
alta afinidad hacia los canales iénicos celula-
res de K+, Cl+ y Ca2+ (Uzair, 2018). Recien-
temente, dicha afinidad i6nica ha sido objeto
de estudio como posible mecanismo antican-
cerigeno como consecuencia de la inhibiciéon
de la proliferacion celular al provocar despo-

larizacion de la membrana celular generando
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una alteraciéon de la homeostasis celular y la
activacion de mediadores enzimaticos como
las caspasas, metaloproteinasas y factores de
crecimiento (Srairi-Abid., 2019).

Actualmente se estudian multiples toxinas de
escorpiones, tal es el caso del veneno del es-
corpién Mesobuthus tamulus, el cual ha sido
estudiado en la Universidad Nacional Auto-
noma de México (UNAM), observandose que
al modificar la toxina tampina se produce un
bloqueo del movimiento de las células malig-
nas de 60 a 70%, produciéndose una inhibi-
cion de la migracion de las células tumorales
por medio de una hiperpolarizacién al inte-
ractuar con los canales i6nicos SK3, disminu-
yéndose asi su propiedad metastasica (Del
Rio Portilla & Mayorga Flores, 2020).

En los afos recientes, el escorpion Rhopa-
lurus junceus, endémico de la region de Cuba,
ha sido objeto de estudio pues su veneno, un
compuesto soluble en al menos 50 compo-
nentes proteicos (péptidos) y de los cuales
cuatro destacan por ser los mas abundantes
en su composicion, posee un efecto citotoxico
de tipo alfa y beta a través de los canales ioni-
cos de Na al analizarse in vitro con técnicas de
parche sobre células de neuroblastoma, ade-
mas de poseer propiedades enzimaticas de
tipo fosfolipasa y hialuronidasa (Garcia-Go-
mez., 2011).



Con base a este compuesto surgen multiples
medicamentos dirigidos a la poblacién con
enfermedades inflamatorias y sobre todo con
cancer, tales como el LifeEscozul y Vidatox
30CH. Este ultimo tratandose de un compues-
tohomeopatico 30 centesimal que utiliza como
tintura madre el veneno de este alacran azul
y el cual es comercializado con propiedades
analgésicas y antitumorales a pacientes con
patologias oncoldgicas como un tratamiento
coadyuvante (LABIOFAM, 2022).

A pesar de tratarse de un medicamento ho-
meopatico de venta libre, no existen multi-
ples articulos cientificos donde se certifiquen
los efectos del compuesto en cuestion. Entre
los pocos disponibles destaca el estudio de
Casamayor y colaboradores (Casamayor,
2020), donde se administro el medicamento
a un grupo de pacientes con patologias infla-
matorias, entre ellas patologias oncologicas,
y los pacientes refirieron mejoria clinica, sin
embargo, en ningin momento se valor6 el
efecto del compuesto de manera explicita y
se basaron los resultados en estudios previos
donde se valoraban los efectos de los pépti-
dos del veneno del R. junceus, mas no del Vi-
datox. Por otro lado, destacan estudios como
el de Giovannini y colaboradores (2017), en
donde se estudio6 el efecto del Vidatox sobre
lineas celulares de carcinoma hepatocelular
concluyéndose que, en vez de provocarse una
citotoxicidad, se observo que su uso indujo la

proliferacion e invasion de dicho carcinoma
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hepatocelular, ademas, de asociarse a nive-
les mayores de citoquinas proinflamatorias
(Giovannini et al. 2017). Asi como el reporte
de un caso en el 2020 donde un paciente con
carcinoma broncopulmonar inicia tratamien-
to con este farmaco y posterior presenta una
muerte subita (Damadoglu., 2021).

Es por lo anterior que el presente estudio
tiene como objetivo evaluar la viabilidad de
lineas celulares de cancer de prdstata expues-
tas a diferentes concentraciones de Vidatox®
30CH, con la finalidad de determinar si este
compuesto modifica dicha viabilidad bajo

condiciones experimentales in vitro.

Material y métodos

Periodo del estudio

El estudio se llevo a cabo entre septiembre de
2023 ynoviembre de 2024, incluyendo la fase
experimental, el analisis de datos y la elabo-
racion del manuscrito.

Lugar del estudio

Laboratorio de Oncogendémica del Cancer de
Prostata del Instituto Nacional de Medicina
Genomica de México.

Tipo de estudio

Estudio experimental in vitro realizado en li-
neas celulares humanas de cancer de prostata.
Poblacion del estudio

La poblacion de estudio estuvo conformada
por las lineas celulares humanas de cancer
de prostata LNCaP (CRL-1740™) y PC-3 (CRL-
1435™), obtenidas de ATCC y mantenidas
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bajo condiciones controladas de cultivo celular en el Laboratorio de
Oncogenomica del Cancer de Prostata del Instituto Nacional de Me-
dicina Gendmica.
Seleccion de la muestra
Se seleccionaron las lineas celulares LNCaP y PC-3 debido a que re-
presentan modelos ampliamente utilizados de cancer de proéstata
con caracteristicas biologicas diferentes. A partir de los cultivos en
crecimiento se sembraron células viables en placas de 96 pozos a las
densidades descritas en el protocolo experimental. La unidad expe-
rimental correspondi6 a cada pozo tratado con una concentracion
especifica de Vidatox o con el control de vehiculo.

Medicamento evaluado
El producto evaluado fue Vidatox® 30CH (LABIOFAM S.A., La Haba-
na, Cuba), preparado homeopatico elaborado a partir del veneno de
Rhopalurus junceus. Se utilizé el lote 210217, con fecha de caducidad
29/12/24,de acuerdo con la informacién proporcionada por el fabri-
cante. El producto comercial contiene una solucién hidroalcohdlica

con etanol al 33% como vehiculo.

Criterios de inclusion

Células viables con una supervivencia = 90 % después de la descon-
gelacidn y expansion.

Criterios de exclusion

Cultivos con evidencia de contaminacién microbiologica, alteraciones
morfologicas incompatibles con la linea celular o viabilidad inferior
al 90 %.

Criterios de eliminacion

Se eliminaron del andlisis los pozos que presentaron contaminacion,
desprendimiento masivo de células o fallas técnicas durante los en-
sayos de viabilidad.

Tamaiio de la muestra

Se analizaron seis condiciones por linea celular (vehiculo, 6.25 %,
12.5%,25 %, 50 %y 100 % de Vidatox). Cada condicidn experimental

fue evaluada por triplicado en tres experimentos independientes de
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acuerdo con recomendaciones metodologicas para ensayos de cito-
toxicidad in vitro.
Poblacion experimental
La poblacion experimental estuvo constituida por las lineas celulares
humanas de cancer de prostata LNCaP (CRL-1740™) y PC-3 (CRL-
1435™), obtenidas de ATCC (The American Type Culture Collection).
Cultivo celular
Las lineas celulares se mantuvieron en medio RPMI 1640 (Corning®
10-040-CM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco®
16000044). Los cultivos se incubaron a 37 °C en una atmdsfera hu-
midificada con 5 % de CO..

Controles experimentales.
Se incluy6 un grupo control compuesto por células expuestas tnica-
mente a la concentracion equivalente de etanol presente en la formu-
lacion comercial de Vidatox® 30CH (33% de etanol), sin exposicidon
al producto activo. Los valores de viabilidad celular obtenidos en los
grupos tratados fueron normalizados respecto al control, considera-
do como el 100% de viabilidad celular. La viabilidad celular se calcul6
mediante la normalizacion de los valores de absorbancia obtenidos
para cada tratamiento respecto al grupo control, considerado como el
100% de viabilidad celular. El porcentaje de viabilidad se determiné
mediante la expresidon: Viabilidad (%) = (Absorbancia del tratamiento
/ Absorbancia del control de vehiculo) x 100.

Asignacion experimental y réplicas.
Las diferentes concentraciones de Vidatox® fueron asignadas alea-
toriamente a los pozos de las microplacas para minimizar posibles
sesgos asociados a la posicion de cultivo. Cada experimento incluy6
un grupo control de vehiculo y los grupos tratados con concentracio-
nes de 6.25%, 12.5%, 25%, 50% y 100% de Vidatox®.
Descripcion general del estudio
Se realizaron las tres réplicas de los cultivos de las dos lineas celula-
res de cancer prostatico seleccionadas (LNCaP y PC-3) por medio de
un ensayo de viabilidad con MTT y cristal violeta. Se emplearon de

manera complementaria los ensayos MTT y cristal violeta. El ensayo
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MTT permiti6 evaluar la actividad metabdlica mitocondrial asociada
a células viables, mientras que el ensayo con cristal violeta permitio
estimar la biomasa celular adherida. La utilizacién conjunta de ambos
meétodos proporcion6 una evaluacion mas robusta de la respuesta ce-
lular frente a la exposicion a Vidatox® 30CH.

Ensayo de viabilidad MTT

1. Las concentraciones de Vidatox (100%, 50%, 25%, 12.5% y
6.25%) fueron asignadas a los pozos de cultivo de manera
aleatoria para minimizar posibles sesgos derivados de la
posicion dentro de la microplaca.

2. Se preincubaron las células PC-3 a una concentracion de 1 x
106 células/ml en medio de cultivo RPMI 1640 con 10% de
suero fetal bovino a 37 °Cy CO2 al 5%.

3.Se sembraron las células a una concentracion de 5 x
104células/pocillo en 100 pl en microplacas (calidad cultivo
tisular, 96 pocillos, fondo plano).

4. Se incubaron los cultivos celulares durante 24 horas a +37 °C
y CO2 al 5%.

5. Después del periodo de incubacion, se afiadieron 10 pl del
reactivo de marcaje MTT (concentracion final 0,5 mg/ml) a
cada pocillo.

6. Se incub6 la microplaca durante 4 h en una atmosfera
humidificada (37 °C, CO2 al 5%).

7.Se afiadi6 100 pl de la disolucién de solubilizacién a cada
pocillo.

8. Se dejo la placa reposar toda la noche en la incubadora en
una atmosfera humidificada (+37 °C, CO2 al 5 %).

9.Finalmente, se comprobo la solubilizaciéon completa de los
cristales de formazan morados y se midio la absorbancia
de las muestras con un lector de microplacas (ELISA). La
longitud de onda para medir la absorbancia del producto
formazan fue de 550 a 600 nm en funcion de los filtros
disponibles para el lector ELISA utilizado. La longitud de

onda de referencia fue superior a 650 nm.
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Ensayo de viabilidad cristal violeta

1. Se disolvié el polvo del cristal violeta en agua y
posteriormente se agregd el metanol, almacenandose la
disolucion en oscuridad y a temperatura ambiente.

2. Se cultivaron las células de LNCaP o PC-3 en las cajas de 96
pozos, dejandose tres pozos sin contener ni células ni medio,
con un volumen del medio de cultivo de 2100 pL/pozo para
evitar efectos de evaporacion y se incubaran las células
durante 24 h a 37°C para promover la adhesién de las células
alos pozos.

3.Se sembraron de 2-3 x 104 células/pozoy se
utilizaron los pozos vacios como controles de unién
inespecifica del colorante con el pozo.

4. Posterior a las 24 h se retiré el medio de los pozos y
se adicion6 2100 pL/pozo de medio fresco.

5. Se trataron las células y se incubaron en las
condiciones deseadas (37 ¢ Cy CO2 5%).

6. Al finalizar el tratamiento se retiraron y
lavaron gentilmente las células con PBS 1X y se agregé
glutaraldehido al 1% hasta llenar pozo (50-100 pL) para fijar
las células e incubarse 10-20 min.

7.Se lavaron muy gentilmente con agua inclinando
el plato para evitar que el agua golpee directamente
las células en monocapa y se desprendan. Después del
lavado se elimind el agua de los pozos y se invirti6 la placa
colocandose sobre papel absorbente o papel filtro para
remover el liquido remanente.

8. Después del secado se agregaron 50 pL de cristal
violeta al 0.5% a cada pozo y se incubaron por 20 min a
temperatura ambiente o en una placa de agitaciéon con una
frecuencia de 20 oscilaciones por minuto.

9.Se lavé el plato 4 veces en agua corriente del grifo y

después se invirtio el plato en papel filtro.
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10. Se seco al aire la placa sin la tapa por 24 horas a temperatura
ambiente.

11. Posteriormente, se agregaron 200 pL de metanol en cada
pozo y se incubd la placa por 20 min a temperatura ambiente
sobre una placa de agitacion con una frecuencia de 20
oscilaciones por minuto.

12. Después, se midio la densidad 6ptica de cada pozo a 570 nm
(OD570) en un lector de placas.

13. Se restauré el promedio de la OD570 de cada pozo sin células

del OD570 de cada pozo con células tratadas.

El conjunto promedio de 0D570 de las células no estimuladas seran el
100 %. Luego, se determind el porcentaje de células estimuladas con
los valores promedio de OD570 y los valores promedios de las no esti-
muladas. Los valores de absorbancia obtenidos fueron normalizados
respecto al grupo control, considerado como el 100% de viabilidad
celular. Se calcul6 el promedio y el error estandar para al menos tres

experimentos independientes.

Posteriormente, las células a estudiar se cultivaron en placas de culti-
vos de 96 pozos para que de esa manera pudieran ser tratadas con una
curva de 5 concentraciones diferentes del compuesto Vidatox (100%,
50%, 25%, 12.5% y 6.25%), tal como se observa en la figura 1, de
acuerdo con la guia de la Organizacién para la Cooperacién y el Desa-
rrollo Econémico (OECD) para el estudio in vitro de la citotoxicidad
en células prostaticas secundario a compuestos quimicos, ya que de
esta forma se logro cubrir un rango permisivo donde existe desde una
citotoxicidad alta hasta una citotoxicidad casi nula y asi poder valorar
con una mayor exactitud la relaciéon de concentracidon-respuesta (Cas-
tro Murillo M. & Gonzalez Betancur J., 2016), aplicandose una vez que
las células de los cultivos se encontraran a un 70% de su capacidad de
crecimiento total o en confluencia dentro de la placa de cultivo, lo que

tomo aproximadamente 48 horas desde su cultivo a su tratamiento.
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Figura 1. Placas de LNCaP y PC-3 y concentraciones utilizadas del compuesto
Vidatox. Fuente: Elaboracién propia.
Se realizaron las lecturas de viabilidad celular disponible a las 24, 48
y 72 horas posteriores a la administracion del compuesto por medio
del método de espectrofotometria de absorbancias para microplacas
en el lector de placas Epoch para mediciones en el rango UV - visibles

en microplacas con un rango de longitud de onda de 200-999 nm.

Descripcion del instrumento

La viabilidad celular fue evaluada mediante un lector de microplacas
Epoch (BioTek Instruments, Estados Unidos), equipo disefiado para
realizar mediciones espectrofotométricas en microplacas dentro del
rango ultravioleta-visible (200-999 nm). Este instrumento permite
cuantificar la absorbancia generada por los productos de reaccion
de los ensayos de viabilidad celular, proporcionando una estimacion

indirecta del nimero de células viables presentes en cada pozo.

Para el ensayo MTT, la absorbancia del producto formazan fue determi-
nada entre 550 y 600 nm, utilizando unalongitud de onda de referencia
superior a 650 nm. En el ensayo de cristal violeta, la densidad éptica
fue medida a 570 nm. Los valores de absorbancia obtenidos fueron
utilizados para calcular el porcentaje de viabilidad celular en las lineas

LNCaP y PC-3 expuestas a las diferentes concentraciones de Vidatox.
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Analisis estadistico
Una vez realizados los ensayos de viabilidad celular con las lineas ce-
lulares de cancer de prostata y analizarse el porcentaje de viabilidad
celular presente a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la aplicacion de
las diferentes concentraciones del medicamento homeopatico Vida-
tox y su vehiculo (etanol), se procedid a realizar una tabulacion espe-
cifica de los diferentes porcentajes de viabilidad celular observados
en cada una de las réplicas, ademas, se calcul6 la media aritmética de
cada porcentaje administrado con la finalidad de un mejor analisis de
los datos obtenidos, tal como se muestra en la tabla 7.
Andlisis de varianza (ANOVA).
Serealiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via. La variable de-
pendiente fue la media del porcentaje de viabilidad celular y la varia-
ble independiente fue el porcentaje del medicamento (6 niveles). El
nivel de significancia establecido para todas las pruebas estadisticas
fue de p=0.01. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando SPSS.
Prueba Post-hoc.
Se aplicé la prueba post-hoc de Tukey para determinar qué porcenta-

jes del medicamento difirieron significativamente entre si.

Resultados

Viabilidad celular.

Tras realizarse los ensayos de viabilidad celular con las dos lineas
celulares de cancer de prostata, se analizé el porcentaje de viabilidad
celularpresentealas24,48y72horasposterioresalaaplicacion delas
diferentes concentraciones del medicamento homeopatico Vidatox y

su vehiculo (etanol), obteniéndose los siguientes resultados.

En la primera réplica, elaborada con lineas celulares PC-3 por medio
del ensayo MTT, se obtuvieron los porcentajes de viabilidad celular
presentados en la tabla 4 y figura 2, observandose cambios minimos
en la viabilidad celular tras la exposicion al veneno, a excepcidn de las
concentraciones del 50% y 100% donde la viabilidad celular media

fue inferior al 90 %.
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Tabla 4. Réplica 1 PC-3 (MTT) porcentaje de la viabilidad celular tras exposicion a
diferentes porcentajes del compuesto Vidatox. Fuente: Elaboracién propia.

PC-3 Rep. 1| % Viabilidad | % Viabilidad % Viabilidad |Viabilidad
(MTT) 24 H 48 H 72 H media (%)
Vehiculo 115% 100% 65% 93.3%
6.25% 105% 125% 80% 103.3%
12.5% 100% 100% 100% 100%
25% 75% 100% 100% 91.6%
50% 100% 85% 80% 88.3%
100% 75% 110% 80% 88.3%
Fe3 2dhrs Rep-1 PC3 48hrs Rep.1 PC3 72hrs Rep.1
200 150-
B 1754 o 1509
% 150 g 1251 E
£ & 125- & 2 100+ 3
$31 g5 7s-
=3 754 =3 2,
s 50 £° 50 z
S 25 5 25 g
0- 0- -
~{\‘°°\° S v '&‘P br'ﬁ) .\o\’\o > & '\"’b 63('0
@ RN

'Fiéﬁ}én‘i. Réplica 1 realizada por el método MTT sobre el efecto de la viabilidad de la
linea celular PC-3 tratadas con veneno. Fuente: Elaboracion propia.

En la primera réplica, elaborada con lineas celulares LNCaP por medio del
ensayo cristal violeta, se obtuvieron los porcentajes de viabilidad celular
presentadosenlatabla 5y figura 3, observandose una disminucion inferior

al 10% y sin patron especifico por lo que se puede atribuir a diferentes
factores y no solo al farmaco.

Tabla 5. Réplica 1 LNCaP (Cristal violeta) porcentaje de la viabilidad celular tras
exposicion a diferentes porcentajes del compuesto Vidatox. Fuente: Elaboracion propia.

LNCaP Rep.1 (C.V.) | % Viabilidad % Viabilidad % Viabilidad Viabilidad
24 H 48 H 72 H media (%)
Vehiculo 110% 85% 85% 93.3%
6.25% 115% 100% 100% 105%
12.5% 112% 100% 62% 91.3%
25% 75% 100% 100% 91.6%
50% 95% 100% 70% 88.3%
100% 100% 115% 62% 92.3%
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Figura 3. Réplica 1 realizada por el método con Cristal Violeta sobre el efecto de la
viabilidad de la linea celular LNCaP tratadas con veneno. Fuente: Elaboracién propia.

En la segunda réplica, elaborada con lineas celulares PC-3 por medio
del ensayo cristal violeta, se obtuvieron los porcentajes de viabilidad
celular presentados en la tabla 6 y figura 4, donde se observan cam-
bios minimos en los porcentajes de viabilidad celular (+ 5 %) con
una viabilidad celular media de cada una de las concentraciones por
arriba del 90%.

Tabla 6. Réplica 2 PC-3 (Cristal violeta) porcentaje de la viabilidad celular
tras exposicion a diferentes porcentajes del compuesto Vidatox.
Fuente: Elaboracién propia.

PC-3 Rep.2 (C.V)) % Vizai)il_llidad % Vi:gil-llidad % Vi;;)il_llidad r‘rlli:(li)ii:\i?f;g
Vehiculo 85% 100% 95% 93.3%
6.25% 100% 105% 105% 103.3
12.5% 105% 100% 95% 100%
25% 105% 102% 89% 98.6%
50% 90% 95% 90% 91.6%
100% 87% 95% 90% 90.6%
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Figura 4. Réplica 2 realizada por el método con Cristal Violeta sobre el efecto

de la viabilidad de la linea celular PC-3 tratadas con veneno.
Fuente: Elaboracién propia.

Se calculé y graficé la Viabilidad celular media (%) de las lineas celu-

lares de cada una de las réplicas estudiadas a las diferentes concen-

traciones con la finalidad de una evaluacién mas precisa de los efectos

del medicamento homeopatico en la viabilidad celular de las lineas

de cancer de prdéstata, obteniéndose los resultados presentados en la

tabla 7 y la figura 5, donde como tendencia general se observa que la

viabilidad celular disminuye con concentraciones altas del medica-

mento (100% y 50%) y con concentraciones bajas del mismo (12.5%

y 6.25%) esta aumenta; mientras que en los cultivos sometidos tnica-

mente al vehiculo del fArmaco se observa una viabilidad celular media

constante en todos los cultivos (93.3%).

Tabla 7. Viabilidad celular media (%) de las lineas celulares de cancer

de proéstata expuestas a los diferentes porcentajes de Vidatox.
Fuente: Elaboracién propia.

Lineas celulares | Vehiculo 100% 50% 25% 12.5% 6.25%
PC-3 Rep. 1 93.3% 88.3% 88.3% 91.6% 100% 103.3%
(MTT)
LNCaP Rep. 1 93.3% 92.3% 88.3% 91.6% 91.3% 105%
(C.V)
PC-3 Rep. 2 (C.V) 93.3% 90.6% 91.6% 98.6% 100% 103.3%
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Figura 5. Viabilidad celular media (%) de los 3 cultivos de lineas celulares de
cancer de proéstata expuestos a los diferentes porcentajes de Vidatox. Fuente:
Elaboracién propia.

Prueba post-hoc de Tukey

La prueba post-hoc de Tukey (tabla 8) indica que los porcentajes de
100% y 25% del medicamento difieren significativamente en la via-
bilidad celular (p = 0,001).

Tabla 8. Resultado de la prueba post-hoc de Tukey.

Fuente: Elaboracién propia.

Comparacion | Diferencia de medias | Error estandar p

100% vs 50% 15 3 0,01

100% vs 25% 25 4 0,001

50% vs 25% 10 3 0,05
Discusion

De acuerdo con nuestros hallazgos, Vidatox® 30CH, una formulacién
homeopatica elaborada a partir del veneno de Rhopalurus junceus 'y
que utiliza etanol como vehiculo, produjeron efectos distintos sobre
la viabilidad celular de las lineas de cancer de prostata evaluadas. Se
observd una disminucion significativa de la viabilidad celular prin-
cipalmente en la linea PC-3 cuando se emplearon concentraciones
elevadas (100 %y 50 %), mientras que en la linea LNCaP los cambios
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fueron menos evidentes. Estas diferencias
podrian estar relacionadas con las caracte-
risticas biologicas propias de cada modelo
celular, ya que PC-3 corresponde a una linea
independiente de androgenos y asociada con
un fenotipo mas agresivo, mientras que LN-
CaP conserva sensibilidad androgénicay pre-
senta un comportamiento biologico distinto.
Asimismo, a concentraciones menores se ob-
servo unatendenciaal incremento de la viabi-
lidad celular respecto al control de vehiculo,
lo que sugiere una respuesta dependiente de
la concentracion y del tipo celular. Debe con-
siderarse que Vidatox® 30CH corresponde a
una preparacion homeopatica altamente di-
luida. En este tipo de formulaciones, la inter-
pretacion de los efectos bioldgicos observa-
dos sigue siendo objeto de debate cientifico,
ya que las diluciones empleadas exceden con
frecuencia los niveles en los que es posible
demostrar la presencia de cantidades far-
macoldgicamente detectables del compuesto
original. Por ello, cualquier efecto observado
debe interpretarse con prudencia y requiere
ser corroborado mediante estudios adiciona-
les que permitan esclarecer los posibles me-

canismos involucrados.

Aunque el presente estudio evalu6 una for-
mulacion homeopatica altamente diluida, los
resultados observados son parcialmente con-
sistentes con reportes previos que describen
efectos citotoxicos de componentes deriva-
dos de venenos de escorpion sobre células tu-

morales. Crusca y colaboradores reportaron

ARTICULO ORIGINAL

que ciertos péptidos aislados del veneno de
Pandinus imperator indujeron citotoxicidad
mediada por apoptosis en lineas celulares de
cancer de prostata y mama (Crusca, 2018).
De manera similar, Satitmanwiwat y cola-
boradores observaron una disminucién de
la viabilidad celular en lineas de cancer de
mucosa oral humana expuestas al péptido
BmKn-2 derivado de Mesobuthus martensii
(Satitmanwiwat, 2016). Sin embargo, debe
considerarse que dichos estudios evaluaron
péptidos aislados y caracterizados, mientras
que Vidatox® 30CH corresponde a una pre-
paracién homeopatica altamente diluida, por
lo que las comparaciones deben interpretar-

se con cautela.

Por otra parte, nuestros resultados difieren
de los reportados por Giovannini y colabo-
radores, quienes observaron un incremento
significativo de la viabilidad celular y de la
produccion de citocinas proinflamatorias en
lineas celulares de carcinoma hepatocelular
expuestas a Vidatox® (Giovannini, 2017).
Estas discrepancias podrian atribuirse a di-
ferencias inherentes al tipo celular estudiado,
a las caracteristicas bioldgicas de cada neo-
plasia o alas condiciones experimentales em-
pleadas. Asimismo, es importante considerar
que el etanol presente en la formulacién co-
mercial podria contribuir parcialmente a al-
gunos de los efectos observados, particular-
mente a concentraciones elevadas, razon por
la cual se incluy6 un control de vehiculo en el

presente estudio. Adicionalmente, el etanol
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utilizado como vehiculo en la formulacion
comercial de Vidatox® podria influir en la
respuesta celular observada, especialmente
cuando el producto se administra a concen-
traciones elevadas. Aunque en el presente es-
tudio se incluy6 un control para reducir este
posible efecto de confusidn, no puede des-
cartarse completamente que parte de las va-
riaciones observadas en la viabilidad celular
estén relacionadas con la exposicidn al com-
ponente hidroalcohdlico de la formulacion y

no exclusivamente con el producto evaluado.

Nuestros hallazgos también contrastan con
el reporte de caso descrito por Demadoglu y
colaboradores (2021), en el que un paciente
con carcinoma pulmonar decidi6 sustituir el
tratamiento oncolégico convencional por la
administraciéon de Vidatox®, presentando
un deterioro clinico progresivo y falleciendo
pocos dias después. Aunque dicho reporte
no permite establecer una relacién causal
entre el producto y el desenlace clinico ob-
servado, resalta laimportancia de interpretar
con precaucion los hallazgos experimentales
obtenidos en modelos in vitro. En conjunto,
los resultados del presente estudio consti-
tuyen evidencia preliminar sobre los efectos
de Vidatox® 30CH en la viabilidad celular de
lineas de cancer de prostata y no permiten
establecer eficacia terapéutica ni recomenda-
ciones clinicas, por lo que se requieren estu-

dios mecanisticos, preclinicos y de seguridad
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adicionales para esclarecer el alcance biold-

gico de estos hallazgos.

Conclusiones

Bajo las condiciones experimentales evalua-
das, Vidatox® 30CH produjo una disminucion
significativa de la viabilidad celular enlalinea
celular PC-3 de cancer de prostata cuando se
administro en concentraciones elevadas (100
% y 50 %). En contraste, las concentraciones
menores (12.5 % y 6.25 %) no mostraron
cambios significativos en la viabilidad celular
respecto al grupo control tratado con el vehi-
culo. Por otra parte, en la linea celular LNCaP
no se observaron modificaciones significati-
vas de la viabilidad celular en ninguna de las
concentraciones evaluadas, manteniéndose
valores comparables a los observados en el

grupo control.

Los resultados obtenidos sugieren una res-
puesta dependiente tanto de la concentracion
como del tipo celular, observandose una ma-
yor susceptibilidad delalinea PC-3 en compa-
racion con LNCaP. Estas diferencias podrian
estar asociadas a las caracteristicas biologi-
cas propias de cada modelo celular, incluyen-
do factores relacionados con su estado de di-
ferenciacion, perfil molecular y dependencia
androgénica; sin embargo, los mecanismos
responsables de los efectos observados no

fueron evaluados en el presente estudio.
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Limitaciones
¢ El disefio experimental corresponde a un modelo in
vitro, por lo que los resultados no pueden extrapolarse
directamente a condiciones clinicas.
¢ Se necesitan estudios adicionales para confirmar y ampliar
los hallazgos.
¢ No se incluy6 una linea celular prostatica no tumoral para
comparacion.
¢ No se incorpor6 un control positivo de citotoxicidad.
Recomendaciones
¢ Investigar los mecanismos moleculares detras del efecto
citotoxico.
¢ Realizar estudios in vivo para confirmar eficacia y seguridad.
e Optimizar la formulacién y dosificacion del medicamento
homeopatico.
e Con la evidencia disponible, no es posible recomendar su uso
clinico, por lo que se requieren investigaciones adicionales

que demuestren su eficacia y seguridad.

Consideraciones éticas y de bioseguridad

El estudio se realiz6 exclusivamente utilizando lineas celulares huma-
nas comerciales adquiridas a través de ATCC, sin participacion de su-
jetos humanos ni animales de experimentacidon. Debido a la naturale-
za del modelo experimental empleado, no se requirié consentimiento
informado. El proyecto fue revisado internamente por el Laboratorio
de Oncogendmica del Cancer de Prostata del Instituto Nacional de
Medicina Gendmicay se desarroll6 bajo las normas institucionales de
bioseguridad vigentes. La manipulacion de las lineas celulares, reacti-
vos y materiales biolégicos fue realizada por personal capacitado en
técnicas de cultivo celular y bioseguridad, adscrito al Laboratorio de
Oncogenomica del Cancer de Prostata del Instituto Nacional de Me-
dicina Genomica. Todas las actividades se llevaron a cabo siguiendo
los procedimientos normalizados de operacion del laboratorio, asi

como las medidas de proteccién, almacenamiento y eliminacién de
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residuos biolégicos establecidas por la normatividad vigente y las
recomendaciones del proveedor de las lineas celulares (ATCC). Asi-
mismo, los residuos biolégicos fueron manejados de acuerdo con la
NOM-087-ECOL-SSA1-2002 para el manejo de residuos peligrosos

biologico-infecciosos.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener conflictos de interés.

Financiamiento

Recursos propios: Durante el desarrollo del protocolo de investiga-
cion se adquirio el tratamiento homeopatico Vidatox con recursos
propios. El Instituto Nacional de Medicina Genémica proporciond las
instalaciones, el personal y el equipo necesario para llevar a cabo la

investigacion en cuestion.

Disponibilidad de datos
Los datos que respaldan los resultados de este estudio estaran dispo-

nibles previa solicitud razonable al autor de correspondencia.
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