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RESUMEN

El muérdago es una planta parasita que absorbe del hospedero agua y sales a través de
haustorios hasta causarle la muerte. No hay un control quimico para evitar la propagacién de
la plaga de muérdago, por lo que solo se podan las ramas o arboles infestados. Sin
embargo, se ha demostrado en trabajos previos que la especie Cladocolea (C.) loniceroides,
endémica de México, contiene compuestos antioxidantes que pueden presentar efectos
benéficos contra el cancer de mama, posiblemente a través de mecanismos que regulan el
estrés oxidativo. El objetivo de este trabajo fue analizar la composicion quimica del fruto de
C. loniceroides en diferentes estados de madurez, asi como evaluar el efecto que presenta el
extracto acuoso de fruto sobre la muerte de cultivos celulares de cancer de mama. Para
lograr esto, se separ6 el fruto en sus tres estados de madurez en verde, rojo y senescente y
se realizaron extractos acuosos para cuantificar los principales compuestos. Con una marcha
fitoquimica se detectdé la presencia de polifenoles, flavonoides, leucoantocianidinas,
hidroxilos fendlicos, alcaloides, aminoacidos y taninos en los tres estados de madurez.
Posteriormente, se determiné la concentracion de polifenoles totales, misma que es mayor
conforme madura el fruto, alcanzando una concentracion maxima en el fruto rojo, lo que se
refleja también en la mayor concentraciéon de flavonoides observada en el mismo. En el fruto
verde se encontr6 una mayor concentracion de taninos que desciende conforme éste
madura siendo fruto verde>rojo>senescente. La concentracion de alcaloides fue
significativamente mayor en el senescente. Se realiz6 la hidrélisis de taninos de los extractos
acuosos en sus tres estados de madurez donde el fruto verde presentd la concentracion
mayor. Posteriormente se compararon tres métodos distintos de extraccion de proteina,
donde la fraccidn proteinica que se aisl6 en mayor concentracion fueron las albuminas. El
fruto senescente presenté la mayor concentracion de proteina total, sin embargo, esta
concentracion es baja comparada con otras fuentes vegetales similares. Se realiz
electroforesis de la extraccion de proteina total y de las albuminas obtenidas por ambos
métodos. En los tres estados de madurez y bajo cualquier condicién de extraccion se
presentaron grupos de proteinas (bandas) con perfiles electroforéticos semejantes, lo que
sugiere que por cualquier método de extraccion se obtuvieron las mismas proteinas. Mas
adelante, se evaluo la actividad proteolitica de los extractos con la finalidad de conocer si la
baja concentracion de proteina se debe a una reaccidn de protedlisis durante el

almacenamiento del fruto, sin embargo se encontr6 que esta reaccion no pudo haber
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ocurrido bajo las condiciones de refrigeracion mantenidas previas al estudio de los frutos.
Por ultimo, se aplicaron tratamientos sobre cultivos de 2 lineas celulares de cancer de mama
(MCF7 y MDA-MB-231) y una linea no cancerosa (MCF10A) a diferentes concentraciones de
extracto acuoso de fruto rojo para determinar el efecto que éste presenta sobre la muerte
celular, utilizando la concentracion letal al 50% (CLsp). La linea mas resistente fue MCF10A
(no cancerosa), ya que mostr6 una mayor ClLs, (59.64 pg EAG/mL) mientras que la linea
MCF7 fue la més sensible (CLso = 26.4 ug EAG/mL). Se demostré que el extracto acuoso del
fruto de C. loniceroides, que contiene polifenoles, flavonoides, taninos y alcaloides, es capaz
de disminuir la viabilidad in vitro de las lineas celulares de cancer de mama estudiadas, con
menor efecto sobre la linea celular no cancerosa, por lo que se recomiendan estudios
posteriores para identificar mecanismos de accion y de purificacién del extracto que permitan
la obtencion de una solucién estandarizada que pueda usarse en el tratamiento del cancer

de mama humano.



ABSTRACT

Mistletoe is a tree parasitic plant which take salts and water through haustoriums and,
eventually, the host tree dies. There is no chemical control to stop the mistletoe plague, just
the infested trees or branches are pruned, but this is also an environmental problem. The
Mexican endemic mistletoe hamed Cladocolea (C.) loniceroides has, previously, showed to
contain antioxidant compounds with benefit effects against breast cancer. Although, there is
any experimental assessment to explain this effect, it might be as consequence of a
regulated mechanism of oxidative stress. The aim of this work was to observe the chemical
composition of C. loniceroides fruits at three different mature stages and to evaluate the
death effect of aqueous fruit extract against breast cancer cell cultures. The first step was to
separate the three fruit mature stages (green, red and senescent) and to make aqueous
extracts of them, in order, to quantify the main compounds. A phytochemical screening was
performed and the occurrence of polyphenols, flavonoids, leucoantociannidins, phenolic
hydroxyls, alkaloids, aminoacids and tannins were observed in the three mature fruit stages.
Subsequently, total polyphenol concentration was determined. The higher concentration of
polyphenols was found in red fruit, the same behavior was found with flavonoids. Green fruit
had the higher condensed tannins concentration, which diminished according to the
physiological maturity of fruit: green>red>senescent. Alkaloids concentration was significantly
higher in senescent fruit. Hydrolysable tannins hydrolysis was carried out to quantify them, at
three maturity stages; green fruit afforded the highest concentration. Three methods of
proteins extraction were compared. The main protein fraction obtained was albumins.
Senescent fruit presented the higher total protein concentration, however this concentration
was lower than any other similar vegetables. SDS-PAGE was performed for total protein and
albumins obtained by both methods. Three maturity stages and the three extraction methods
presented similar electrophoretic profiles. Proteolytic activity was evaluated in order to assess
any proteolysis during storage, it was demonstrated that this reaction could have not
happened at 5°C. Finally, aqueous red fruit extract was applied on two breast cancer cell
lines (MCF7 and MDA-MB-231) and one non-cancerous cell line (MCF10A) at different
concentrations to determine medium lethal concentration (CLsg). MCF10A was the most
resistant cell line (59.64 ug GAE/mL) and MCF7 was the most sensitive (CLsy = 26.4 ug
GAE/mL). C. loniceroides fruit agueous extract contained polyphenols, flavonoids, tannins

and alkaloids and was capable to induce in vitro cancer cell death with minor effect against



non-cancerous cell line. We recommended later studies to identify action mechanism and to
purify the extract to obtain a standardized solution which could be used as human breast

cancer treatment.
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Introduccion

1. Introduccién

1.1. Muérdago

El muérdago es una planta parasita que ocasiona graves dafos a los arboles y arbustos
hospederos, impidiendo su desarrollo hasta causarles la muerte (De la Paz Pérez y Ceja,
2005).

Las plantas parasitas poseen raices especializadas denominadas haustorios, los cuales
penetran los tejidos del hospedante y extraen agua y sales minerales (Alvarado-Rosales y
col., 2009). El haustorio va creciendo a través de los tejidos primarios y secundarios del
hospedero, separando la corteza externa, el cortex y el floema, hasta llegar al xilema (De la
Paz Pérez y col., 2006) del que absorben aproximadamente el 90% de los recursos que
requieren. Ademas de absorber agua y sales minerales del xilema y algunos compuestos
organicos del floema, los haustorios liberan hacia el arbol reguladores de crecimiento que
mantienen abiertas las vias de intercambio de recursos y minimizan las reacciones
defensivas del arbol. Si la invasion resultara muy agresiva, la rama podria compartimentar el
tejido y la infeccion fracasaria. Por asi decirlo, el muérdago debe mantener
permanentemente “engafada” a la rama, haciéndole creer que es parte suya, para si obtener
de ella lo que necesita (Marchal-Valencia, 2009). Presentan hojas con las que producen sus
propios carbohidratos a través de la fotosintesis (hemiparasitas o semiparasitas); a pesar de
ello, su grado de dependencia del hospedero es necesario al extraer agua y sales minerales
(Lamont, 1983).

En México, los arboles hospederos del muérdago usualmente son coniferas y otros arboles.
Esto afecta en forma directa la produccion maderera y fruticola del pais por la merma que
estas plantas parasitas causan en la calidad de la madera o en la pérdida de los individuos.
No se conoce con certeza el papel de los muérdagos en el ecosistema, sin embargo, sirve
como alimento de varias especies de aves que comen sus frutos. Estas mismas aves son las
que transportan los frutos del muérdago de un arbol a otro, ademas remueven el pericarpio
del fruto via regurgitacion o defecacion y permiten que germine el embrion. Estos frutos
segregan sustancias mucilaginosas que permiten su adherencia a los arboles y asi proliferan

infectando a un nuevo hospedero (Lépez de Buen, 2005).
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En México, los muérdagos generan pérdidas por mas de 2 millones de metros cubicos de
madera, sin considerar la muerte del arbolado y la predisposicion a otros agentes patégenos,

como insectos y hongos (Vazquez y Cibrian, 1996).

La especie de muérdago Viscum (V.) album, se ha utilizado desde la Edad Media en la
medicina tradicional para el tratamiento de diversos padecimientos; sin embargo, desde 1920
hay evidencia de estudios bioquimicos sobre su composicién y actividad biolégica, por lo que
se ha utilizado por la medicina alternativa e incluso al6pata en paises como Alemania y
Suiza, encontrandose en el mercado extractos estandarizados de lectinas de V. album
indicados como coadyuvantes en el tratamiento de cancer que en el mercado se encuentran
como productos conocidos como Iscador, Helixor, Plenosal y Abnoba (Bar-Sela, 2011).

1.2. Cladocolea loniceroides (van Tieghem) Kuijt (Loranthaceae)

Cladocolea loniceroides es una especie de muérdago perteneciente a la familia
Loranthaceae. Esta familia es predominantemente tropical pero actualmente se les
encuentra también en climas templados y frios en el norte y el sur de América. Se localiza
principalmente en América, Asia, Africa, Australia, Nueva Zelanda y Nueva Guinea (Cid-
Villamil, 2006). La especie Cladocolea loniceroides afecta a muchas especies arboéreas,
ademas de ser uno de los principales agentes de deterioro de la salud de numerosos
arbustos. Cladocolea loniceroides se identificé por primera vez en el Valle de México sobre
truenos (Ligustrum spp.) traidos del estado de Morelos (Chazaro y col., 2005) desde
entonces, en la zona chinampera de Xochimilco ha ocasionado cuantiosos dafios al ahuejote
(Salix blonplandiana) donde éste arbol desempefia un papel fundamental por los beneficios
ecoldgicos y estéticos que proporciona, entre ellos: proteccion de cultivos y retencién de

suelos en las chinampas (Alvarado-Rosales y col., 2009).

Los estudios existentes sobre el género Cladocolea en México se han enfocado,
principalmente a su taxonomia, a las condiciones ambientales que favorecen su presencia, la
histologia de la germinaciéon, embriogénesis y desarrollo del fruto. Son pocos los
relacionados con el proceso de infeccién y de las alteraciones anatémicas que ocasiona a
sus hospederos (Alvarado-Rosales y col., 2009) y es aun menor la informacién acerca de su

composicion quimica y actividad biolégica.
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El fruto de C. loniceroides es una pseudobaya que mide de 5 a 7 mm de longitud de forma
ovoide, subgloboso que al madurar cambia de color rojo purpura a rojo obscuro. Presenta
una semilla desnuda, pues no desarrolla una testa, y contiene uno o dos embriones. Los
frutos estan rodeados por tres capas: exocarpo, mesocarpo Yy endocarpo. El exocarpo
presenta un tejido viscoso y pegajoso, llamado viscina, el mesocarpo tiene viscina y a veces
un material celulésico indigestible que se encuentra en una matriz de pectina que es
altamente higroscoépica. El endocarpo es delgado y se aloja encima del endospermo que
presenta clorofila. La pulpa es pegajosa. En los frutos maduros el endospermo no esti
delimitado por los tegumentos ya que no se desarrollan, de tal modo que el endospermo
forma la mayor parte de la semilla, que es muy notable y rica en materiales nutritivos y
taninos (Cid-Villamil, 2006).

El exocarpo contiene taninos que son abundantes en la etapa juvenil y se reducen en la
medida que madura el fruto, ademéas de un carbohidrato de tipo mucilago, aceites y ceras;
este tejido presenta células taniniferas que desarrollan un proceso de integracion de
materiales fibrilares con taninos. EI mesocarpo contiene una capa de viscina y una
parénquima con taninos y con estratos celulares con abundantes cloroplastos. El endocarpo
comprende un tejido de proteccién que consiste en unas células que limitan a otro tejido de

reserva, contiene también mucilago y abundantes taninos.

El embrién es verde porque contiene clorofila y presenta de dos a cuatro cotiledones. Por
altimo la viscina es el tejido que permite la germinacion del embrién y participa para que el
fruto se fije en el hospedero. La viscina contiene proteinas y celulosa y abarca gran parte del
fruto (Cid-Villamil, 2006).

En cuanto a estudios quimicos de la plata, Morales-Carballo y col. (2010), realizaron un
trabajo de investigacion para evaluar la actividad citotéxica de hoja, tallo y fruto de C
Joniceroides sobre Artemia salina, donde encontraron bajos porcentajes de mortalidad.
Reportaron ademas la presencia de metabolitos secundarios como terpenos, glucosidos y

flavonoides, estos Ultimos posibles causantes del efecto citotéxico.

Asimismo, Duran-Rodriguez y col. (2010), estudiaron la actividad antimicrobiana de extractos
organicos de ésta misma especie de muérdago, probandola sobre cuatro especies de

bacterias (Salmonella typhi, Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus),
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siendo los extractos metandlicos de tallo e infusién del mismo los que presentaron mayor
efecto bactericida (0.1 mg/mL). Estos resultados muestran que los metabolitos secundarios
de mayor polaridad de C. loniceroides tienen un uso potencial en el tratamiento de
infecciones gastrointestinales y tratamiento de heridas, ya que inhibe el crecimiento de

bacterias implicadas en este tipo de infecciones.

Mientras que en nuestros estudios previos (Serrano-Maldonado y col., 2011), se encontrd
que C. loniceroides contiene polifenoles de diversa naturaleza quimica, lo cual le confiere
una gran actividad antioxidante. Pruebas in vivo, utilizando ratas como modelo experimental,
mostraron que la actividad antioxidante inhibe la lipoperoxidacibn causada por estrés
oxidativo. Por otro lado, un extracto acuoso del fruto fue capaz de inhibir el desarrollo de un
cultivo de células de cancer de mama y colon; lo cual indicaria que éste podria utilizarse para
la obtencién de un extracto estandarizado que contribuya a la prevencion y tratamiento
coadyuvante de céancer, por lo que en el presente trabajo, se busca profundizar en la

obtencion de informacién en cuanto a la composicién del extracto.

1.3 Cancer

El cancer es el nombre general de mas de 100 enfermedades, ya que hay varios tipos de
cancer que inician por células anormales que crecen fuera de control. El cuerpo humano esta
hecho de millones de células vivas que, de manera normal, crecen, se dividen para hacer
nuevas células y mueren de manera ordenada. En las primeras etapas de la vida, las células
se dividen mas rapidamente para permitir el crecimiento de una persona. Una vez que la
persona es adulta, las células solamente se dividen para reemplazar a aquellas que han

muerto y poder mantener sus funciones (National Cancer Institute, 2014).

El cancer inicia cuando células de una parte del cuerpo comienzan a crecer fuera de control.
Este crecimiento celular es diferente al crecimiento normal. En lugar de morir, las células
contindan su crecimiento y forman nuevas células anormales, algunas de las cuales son
capaces de invadir otros tejidos. Este crecimiento anormal se da por un dafio en el ADN. A
pesar de que las células sean capaces de reparar los dafios del ADN, en el caso de las
cancerigenas esta reparacion no es posible y las células no mueren (National Cancer
Institute, 2014).
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Algunos de los mecanismos moleculares y celulares responsables de la iniciacion de la
carcinogénesis son mutaciones puntuales de protooncogenes, oncogenes Yy genes
implicados en la transduccion de sefales celulares, las cuales pueden producir alteraciones

fenotipicas, reflejandose en el crecimiento anormal (Dominguez, 2004).

La muerte celular, fenbmeno que esta disminuido en las células de cancer, consiste en la
detencion de los procesos biologicos de la célula a través de cambios morfolégicos,
funcionales y bioquimicos irreversibles y le impiden realizar sus funciones vitales. En los
organismos eucariotas pluricelulares, la muerte celular ocurre como proceso necesario de su
desarrollo, este proceso constituye la muerte celular programada, que puede ser por
senescencia, diferenciaciébn terminal y apoptosis. La apoptosis es un mecanismo
genéticamente programado, en donde la muerte ocurre por una combinacion de factores
intra y extracelulares (Sanchez, 2001). Es un proceso de muerte celular caracterizado por la
activacion de proteasas catabodlicas (caspasas), destinado a eliminar células infectadas o
dafiadas genéticamente, con efectos opuestos a la mitosis en la regulacién del tamafio de
los 6rganos y de los tejidos. Las células apoptoticas no provocan reacciones inflamatorias de
las células vecinas y son eliminadas sin provocar dafio tisular inmediato. Se diferencia de la
necrosis que se produce por un dafio directo, irreversible, de todas las estructuras celulares
(Dubin y Stoppani, 2000).

Las caspasas son proteasas dependientes de tioles (residuos de cisteina) caracterizadas por
su especificidad para hidrolizar péptidos y proteinas. Estas proteasas actian en las
mitocondrias, en el citosol y en el nlcleo celular e incluyen los grupos siguientes: a)
mediadoras de la inflamacién (caspasas 1, 4 y 5); b) efectoras de la apoptosis (caspasas 3, 7
y 2); c) activadoras de caspasas apoptogénicas (caspasas 6, 8, 9 y 10). Las caspasas
actlan como ejecutantes principales de la apoptosis inducida por drogas mientras que en la
apoptosis iniciada por los receptores apoptogénicos activados, las caspasas forman,
ademas, una parte integral del mecanismo que conduce a la muerte celular (Dubin y
Stoppani, 2000).

La necrosis, por otro lado, es un tipo de muerte celular que se asocia con la pérdida

temprana en la integridad de las membranas, lo que resulta en la salida del contenido
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citoplasmético a la matriz extracelular y por esto induce una respuesta inflamatoria en el

tejido circundante (Sanchez, 2001).

A nivel mundial, el cancer es responsable de un numero importante de muertes. La
Organizacién Mundial de la Salud sefiala que en 2008, fallecieron 7.6 millones de personas,
aproximadamente 13% del total de fallecimientos, y estima que para 2030, aumentara a 13.1
millones (OMS, 2013).

En México, segun la Unién Internacional Contra el Cancer (UICC), el cancer es la tercera
causa de muerte y estima que cada afio se detectan 128 mil casos nuevos (Secretaria de

Salud, Subsecretaria de Prevencién y Promocién de la Salud, 2013).

Las neoplasias del epitelio afectan principalmente a la poblacién adulta (mayor de 20 afios),
estos tumores estan en las capas de células que recubren los drganos huecos y las
glandulas, al igual que aquellos que forman la superficie externa del cuerpo, carcinomas que
se asocian a factores de riesgo por estilos de vida poco saludables o ambientales (Mejia y
col., 2005).

Los tumores malignos que padece la poblacion adulta son diferentes segun el sexo. En 2011
para los hombres, la principal causa de morbilidad hospitalaria por cancer se debe a las
neoplasias en Organos digestivos (23.9%); le siguen los tumores en Organos genitales
(12.2%), siendo el de préstata el mas frecuente; y los de 6rganos hematopoyéticos (9.8%).
En tanto en las mujeres, la principal causa de egreso hospitalario por tumores malignos se
deben al de cancer de mama (29.6%); le siguen las neoplasias en 6rganos genitales (16.7%)
del cuello del Gtero y Gtero, principalmente; y de los érganos digestivos (14.3%). Siendo el
cancer de mama la primera causa de morbilidad hospitalaria, 57 de cada 100 casos se
ubican en las mujeres de 40 a 59 afios (INEGI, 2014).

Todos los procesos celulares pueden afectarse por diferentes sustancias que ingresan al
organismo con la dieta. Se ha demostrado que una serie de compuestos o0 nutrientes
presentes en la dieta o derivados de la misma estan estrechamente relacionados con
mecanismos que pueden afectar positiva o negativamente la salud y que un nutriente es
capaz de influenciar la transcripcion, la traduccion y los procesos metabdlicos

postraduccionales (Go y col., 2003).
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En este sentido, las plantas han jugado un rol en el mantenimiento de la salud humana por
miles de afios y han servido a los humanos como fuentes de medicinas. La Organizacion
Mundial de la Salud estima que alrededor del 80% de la poblacién mundial recurre a las

plantas de medicina tradicional para su cuidado (Zamora y col., 2005).

Considerando que el cancer es la tercera causa de muerte en México, es importante tomar
en cuenta que varios estudios epidemiolégicos han demostrado que un consumo elevado de
frutos, vegetales y cereales enteros en la dieta estan fuertemente asociados a una
disminucién en el riesgo del desarrollo de enfermedades crénicas como el cancer y las
enfermedades cardiovasculares. Los principales compuestos activos en este tipo de fuentes,
son mas de 5000 fitoquimicos individuales, sin embargo un porcentaje muy elevado sigue
siendo desconocido y necesita ser identificado para comprender completamente los

beneficios a la salud que pueden aportar los compuestos fitoquimicos.

Los compuestos fitoquimicos pueden clasificarse en carotenoides, fendlicos, alcaloides,
compuestos nitrogenados y compuestos organosulfurados, de éstos, los mas estudiados son

los carotenoides y los fendlicos (Liu, 2004).

Conociendo cdmo ocurren los mecanismos de muerte celular, es necesario sefalar como
actian los compuestos fitoquimicos en la prevencién y/o como coadyuvantes en el
tratamiento de cancer. Las células del organismo se encuentran expuestas constantemente
a muchos agentes oxidantes propios del metabolismo y a agentes externos provenientes del
ambiente, algunos de los cuales son necesarios para la vida. Ejemplos de éste tipo de

compuestos es el oxigeno.

El oxigeno molecular (oxigeno triplete) es considerado no toxico debido a que su reactividad
es menor en condiciones fisiologicas, sin embargo, su activacion metabdlica y su reduccion
hasta agua se lleva a cabo via transporte de electrones, lo que forma radicales libres o
especies reactivas de oxigeno. Estos intermediarios de la reduccion del oxigeno pueden ser

nucleofilicos, oxidantes o reductores.

Estas especies reactivas del oxigeno (ROS) formadas por la adicién de electrones uno a
uno, estan involucradas en el desarrollo de varios padecimientos y en la aceleracion del

envejecimiento causadas por el estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un factor que
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contribuye de manera importante en el desarrollo de enfermedades cronico degenerativas.
Se genera por un desbalance entre la produccién de ROS y antioxidantes de defensa por lo
gue se generan dafos oxidativos. Esto se puede dar por una deficiencia en los mecanismos

de defensa de antioxidantes o por el incremento de ROS (Wolfe y Hai, 2007).

Es importante considerar que un radical libre es cualquier &tomo o grupo que posee uno o
mas electrones desapareados por lo que son muy reactivos. Estos radicales recorren los
sistemas vivos, intentando tomar un electron de las moléculas estables, con el fin de
alcanzar su estabilidad electroguimica. Una vez que el radical ha conseguido el electrén que
necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en otro radical, por quedar
con un electrén desapareado, iniciAndose asi una reaccién en cadena que sirve para

sintetizar compuestos, transformarlos o destruir células (Morales y col., 2009).

Los radicales libres se producen continuamente en el organismo, por medio de reacciones
bioquimicas de 6xido-reduccion, generalmente a partir del oxigeno. Dichas reacciones redox
se dan por el metabolismo normal de las células, por los fagocitos, en una reaccion
inflamatoria, en el metabolismo de &acidos grasos y la sintesis y degradacion de
biomoléculas. El equilibrio entre oxidantes y antioxidantes regula procesos vitales que
incluyen la proliferacién celular y la apoptosis. Pero las reacciones de las ROS vy los radicales
libres con lipidos, proteinas y ADN, producen dafio potencialmente peligroso. En particular,
el dafio oxidativo al ADN contribuye al envejecimiento y a la carcinogénesis (Morales y col.,
2009).

De los dafios al ADN que se pueden generar, se encuentran la ruptura de la cadena, las
mutaciones, cruzamientos, ruptura de cromosomas Yy rearreglos, que son inductores
potenciales de cancer provocadas por dafio oxidativo, que podria ser prevenido por una

correcta administracion de antioxidantes (Liu, 2004).

Los antioxidantes exdgenos, o aquellos que son obtenidos por medio de la dieta, se ha
demostrado que presentan distintos mecanismos de accion incluyendo actividad
antioxidante, atrapamiento de radicales libres, regulacion de la expresion génica en
proliferacién celular, diferenciacion celular, supresion de genes, apoptosis, etc., como se

muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Mecanismos propuestos mediante los cuales los antioxidantes exdgenos pueden
prevenir el desarrollo de cancer.

Efecto

Mecanismo

Actividad antioxidante

Inhibicion de proliferacion celular
Induccion de diferenciaciéon celular
Inhibicion de la expresion de oncogenes

Induccién de la expresion de supresion de
tumores

Induccién de apoptosis
Induccion del arresto del ciclo celular

Induccion enzimatica

Inhibicidon enzimatica

Aumento de las funciones inmunes
Antiangiogénesis

Inhibicion de la adhesidn e invasion celular
Inhibicion de nitracidn y nitrosacién

Regulacion del metabolismo de hormonas
esteroides

Atrapamiento de radicales libres y disminucién
del estrés oxidativo.

Glutation peroxidasa

Catalasa

Superdxido dismutasa
Ciclooxigenasa-2

Oxido nitrico sintasa inducible

Xantin dxidasa
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Efectos antivirales y antibacteriales

(Liu, 2004).

Una generacion excesiva de ROS puede contribuir a la iniciacion tumoral. Es esta etapa
temprana del desarrollo del céncer, los polifenoles, gracias a su actividad antioxidante,
pueden prevenir del dafio oxidativo al ADN causado por los radicales libres o los agentes
carcinogénicos e impedir el proceso de iniciacion de la carcinogénesis. Dicho bloqueo puede
tener lugar a través de diferentes mecanismos: captacion directa de los radicales libres,
quelacion de los cationes divalentes implicados en reacciones de Fenton (Fe?*, Cu®) y

modulacion de las enzimas relacionadas con el estrés oxidativo (Surh, 2003).

1.4. Efectos bioldgicos de los compuestos fitoquimicos.

Las plantas presentan metabolitos secundarios o fitoquimicos que son compuestos
bioactivos no nutritivos. Una vez que actlan en conjunto con los nutrientes y fibras de la
dieta pueden funcionar como sistema de defensa para reducir el riesgo de sufrir ciertas
enfermedades crénicas. Algunos de los compuestos fitoquimicos biactivos mas importantes
son los flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas y compuestos fendlicos (Krishnaiah y
col., 2009).

Cerca de tres cuartas partes de la poblacion mundial ha utilizado medicina tradicional para el
cuidado de su salud (Gilani y Atta-ur-Rahman, 2005). Las plantas han sido parte importante
de la medicina tradicional, casi el 50% de los farmacos utilizados contra el cancer han sido
aislados de fuentes naturales, mayormente plantas. Por lo tanto, las plantas pueden servir
como fuentes potenciales en el desarrollo de nuevas y méas efectivas drogas anticancer
(Caamal-Fuentes y col., 2011). Ademas, la medicina herbal es la mas utilizada porque estos
remedios son considerados seguros por parte de los usuarios ya que consideran que causan

menos efectos secundarios y menor dependencia (Olaku y White, 2011).

Los polifenoles, particularmente los flavonoides, cuya conformacion general se muestra en la
Figura 1, presentes en frutas, vegetales, especias, hierbas medicinales y bebidas, han sido
utilizados para el tratamiento de enfermedades como diabetes, cancer y enfermedades

coronarias, dependiendo de la fuente de la que se extraigan. Ademas, los flavonoides han
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demostrado actividades antioxidantes, antivirales, antimicrobianas y antitoxicas. La actividad
biol6gica de estos polifenoles se debe a sus propiedades redox que juegan un papel
importante en la neutralizacién de radicales libres, en el atrapamiento de oxigeno singulete o
triplete y descomponiendo peréxidos Ademas presentan la capacidad de donar hidrégenos y
de quelar iones metalicos. Cuando son consumidos regularmente en la dieta, los flavonoides
estdn asociados a la reduccibn en la incidencia de enfermedades como cancer y

padecimientos cardiacos (Al-Dabbas y col., 2006; Tsao y Yang, 2003).

Figura 1. Estructura general de los flavonoides.

Otro grupo de fitoquimicos con actividad importante son los taninos (Figura 2), que tienen
efectos diversos en sistemas biolégicos, ya que son quelantes de iones metdlicos, precipitan
proteinas y son antioxidantes biol6gicos. Debido a los papeles biolégicos que pueden llevar a
cabo los taninos, es dificil desarrollar modelos que permitan predecir los efectos en algin
sistema (Ignat y col., 2011).

11
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OH

Figura 2. Estructura general de taninos.

Varios estudios han demostrado varios mecanismos de accién que los fitoquimicos llevan a
cabo de manera traslapada, incluyendo la actividad antioxidante, neutralizadora de radicales
libres, regulacion en la expresién de genes en la proliferaciéon celular, diferenciacion celular,
supresor de genes tumorales; induccion de arresto del ciclo celular y apoptosis; modulacion
de actividad enzimatica en detoxificacion, oxidacion y reduccion, estimulacion del sistema

inmune, regulacion del sistema hormonal y efectos antivirales y antibacterianos (Liu, 2004).

Las plantas producen una gran diversidad de metabolitos secundarios y de ellos, los
alcaloides es la clase mas prominente. Cerca de 21,000 alcaloides han sido identificados los
cuales constituyen el grupo mas grande de compuestos nitrogenados. Los alcaloides son
importantes para mantener la salud del organismo que lo produce. Una de sus funciones es
como defensa quimica contra organismos herbivoros. Algunos alcaloides tienen actividades
antibacterianas, antifingicas y antivirales. En su estructura, los alcaloides contienen mas de
un grupo funcional, lo que les permite interaccionar con muchas moléculas diana (Wink,
2007).

12
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Para poder detener, inhibir o repeler a los enemigos potenciales, los alcaloides producidos
por las plantas deben interferir con blancos moleculares importantes, este efecto puede
influir de manera negativa en la comunicacién con otros componentes celulares como
proteinas. Como consecuencia, el metabolismo y funcion de células, tejidos, 6rganos y todo
el organismo puede ser afectado. Este conocimiento es importante para entender las
funciones de los metabolitos secundarios para el uso racional de los mismos en medicina o

proteccién vegetal (Wink, 2007).

Existen varios tipos de alcaloides, dependiendo de su precursor o estructura base,
agrupandose en piridinicos, donde su estructura viene de la piridina a la que se afiaden
sustituciones en el anillo; los alcaloides pirrolidicos, en los que su estructura deriva del pirrol;
alcaloides piperidinicos, inddlicos, isoquinoleicos y quinoléicos, cada uno de los cuales

presenta efectos biolégicos. En la Figura 3 se muestran las estructuras base de alcaloides.

0 v O

Piridina . Piperidina
\
©[~> Y Ci/j
H \N/ N
Indol Quinolina
Isoquinolina

Figura 3. Estructuras base de alcaloides presentes en los vegetales, los cuales afiaden
sustituciones a los anillos para formar alcaloides con actividades especificas.
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Por otro lado, uno de los grupos de macromoléculas de origen biolégico méas diversos y
abundante son los carbohidratos. Estos estan implicados en numerosos procesos
bioquimicos como la adhesion celular, la transferencia de informacién y en la respuesta
inmune, entre otras funciones. Los oligosacaridos, que son cadenas cortas de
monosacaridos, unidos entre si mediante enlaces glicosidicos, se encuentran formando parte
de glicoproteinas y glicolipidos de las membranas celulares, donde juegan un papel
importante en el funcionamiento celular. Dentro de las glicoproteinas se encuentran las
lectinas, que son de origen no inmune que reconocen de manera especifica carbohidratos de
la superficie celular o en suspension, aglutinan células y precipitan glicoconjugados. Debido
a la capacidad de estas proteinas para interactuar con células de la respuesta inmune,
algunas lectinas poseen efectos inmunosupresores, otras también son tdxicas, inhiben el
crecimiento de células tumorales y participan en la adhesiéon celular. Se han reportado
evidencias de que las lectinas participan en fenbmenos tales como el reconocimiento y la
eliminacion de glicoproteinas del sistema circulatorio, asi como de células envejecidas,
células tumorales y microorganismos (Hernandez-Cruz y col., 2005).

La especie de muérdago Viscum album presenta una mezcla de varios componentes con
actividad biolégica como glicoproteinas, en particular lectinas, polipéptidos, péptidos,
aminodcidos, entre otros, que le confieren el importante efecto citotoxico. Las lectinas, que
son el componente mas estudiado en los extractos de V. album tiene dos principales
funciones: inhibicién de la sintesis de proteinas y apoptosis y una estimulacion del proceso
inmunolégico, lo que ha permitido que estos extractos sean estandarizados vy
comercializados por buena parte del mercado Europeo como coadyuvante en el tratamiento

de enfermedades neoplasicas (Bar-Sela, 2011).

Este uso de las lectinas para el tratamiento de cancer representa una ventaja debido a que la
administracion de quimioterapia anticancer via intravenosa produce un severo dafio a tejidos
y organos ejerciendo un efecto citotéxico incluso sobre células normales. Los medicamentos
basados en lectinas pueden representar un gran beneficio en la terapia de cancer, no sélo
por su union especifica en las membranas celulares, sino por su efecto citotéxico y potencial

induccién de apoptosis (Ghazarian y col., 2011).
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2. Antecedentes.

En trabajos previos se cuantificé la concentracion de polifenoles totales y flavonoides en
hojas, frutos y tallos de C. loniceroides parasito de Salix bonplandiana, comparando distintos
solventes de extraccion. La Tabla 2 muestra las concentraciones encontradas en los

extractos de cada parte de la planta.

Tabla 2. Polifenoles totales y flavonoides cuantificados en los extractos acuosos y
metanolicos de diferentes secciones de C. loniceroides: hoja, tallo y fruto.

Seccidon/disolvente Polifenoles totales (mg EAG/g) Flavonoides (mg eq. Rutina/g)

Hoja/agua 93.3 + 0.9 8.26 + 0.33"
Hoja/metanol 26.3 +0.9° 3.78 £ 0.15°
Tallo/agua 120.3 +9.0° 9.19 £ 0.27°¢
Tallo/metanol 31.4+0.4° 3.69 £0.21°
Fruto/agua 74.5 + 4.2° 14.21 + 0.37°
Fruto/metanol 189.5 + 4 36.45 + 0.54°

! Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

Asimismo se evalué la actividad antioxidante de estos extractos expresado en porcentaje de
inhibicion de DPPH’, en los que se observé que los extractos de tallo, tanto acuoso como
metandlico presentaron una actividad antioxidante significativamente superior al resto de los
extractos (p<0.05). En la Tabla 3 se muestran los resultados en porcentaje de inhibicion de
DPPH’, asi como el ICs, (concentracidbn de extracto necesaria para tener un 50% de

inhibicion del radical) expresado en mg equivalentes de acido galico.

Tabla 3. Evaluacioén de la actividad antioxidante de los extractos acuosos y metandlicos de
hoja, tallo y fruto de C. loniceroides.

Muestra % Inhibicién de DPPH" ICs, (Mg eq. AG)

Hoja/agua 77.4 + 05" 0.12

Hoja/metanol 83.4 +1.7° 2.15
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Tallo/agua 84.8+1.8%° 0.81
Tallo/metanol 90.2+0.1° 0.07
Fruto/agua 82.6 + 0.4°¢ 0.39
Fruto/metanol 83.7+0.4° 3.04

! Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

Mas adelante se evalud la actividad quelante de los mismos extractos, ya que es de suma
importancia debido a que los metales, especialmente el Fe?*, son capaces de iniciar las
reacciones de peroxidacion lipidica de &cidos grasos insaturados y algunos polifenoles
poseen la capacidad de quelar diferentes iones metalicos con lo que evitan el deterioro de
los lipidos. Para obtener hasta un 80% de quelacién de Fe?* se requirieron hasta 20 mg eq
AG/g de cada extracto, mientras que el EDTA utilizado como quelante de referencia, requirié
de 20 pg/mL para lograr un 90% de quelacién del metal. Todos los extractos presentaron

esta capacidad de quelacion.

Por otro lado, se evalu6 el efecto que present6 el extracto acuoso de fruto sobre las lineas
ZR75-1 de cancer de mama ductal y HT29 de cancer de colon, construyéndose una curva de
muerte celular contra diferentes concentraciones de extracto acuoso de fruto (0.01 a 10 mg
EAG/mL de medio de cultivo), en donde se observo que tienen un efecto de muerte de

células después de 24 h de tratamiento.

En este estudio previo se concluyd que C. loniceroides que infesta a los ahuejotes (Salix
bonplandiana) de la zona chinampera de Xochimilco podria ser una fuente para la obtencién
de extractos que contienen polifenoles con actividad antioxidante y capacidad de quelacién
de metales, los cuales confieren en parte el efecto negativo en la viabilidad de células

cancerosas.
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2. Justificacion.

Cladocolea loniceroides se introdujo accidentalmente en la Ciudad de México y
actualmente es un problema grave de infestacion en el arbolado del Distrito Federal.
Recientemente, es uno de los principales agentes de deterioro del ahuejote, arbol

importante para la zona chinampera de Xochimilco.

Los estudios existentes sobre el género Cladocolea se han enfocado, principalmente, en
su taxonomia, a las condiciones ambientales que favorecen su presencia, la histologia de
la germinacion, embriogénesis y desarrollo del fruto. Son pocos los estudios acerca de su
composicion bioquimica y actividad biolégica. Sin embargo, en trabajos previos se
comprob6é la elevada concentracibn de compuestos polifendlicos con actividad
antioxidante tanto in vitro como in vivo y ademas de presentar inducciéon de muerte sobre
cultivos de lineas celulares de cancer de mama ductal y cancer de colon humano. Estos
compuestos polifendlicos de fuentes vegetales que presentan potencial farmacolégico,
con pocos o0 nulos efectos secundarios, para el uso en medicina preventiva, industria
alimentaria y farmacéutica motivan a continuar con el aislamiento e identificacién de

metabolitos secundarios de plantas que presentan potencial benéfico para la salud.

Por estos aspectos resulta importante estudiar la composicion fitoquimica de C.
loniceroides ya que podria ser una importante fuente de compuestos antioxidantes
bioactivos Utiles como coadyuvantes en el tratamiento del cancer, con lo que se generara
un valor agregado a la planta, ademas de que se contribuirda al manejo integral y

aprovechamiento controlado de la plaga.
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3. Hipotesis.

Los fitoquimicos extraidos del fruto de Cladocolea loniceroides le confieren actividad
antioxidante y citotéxica, por lo que el extracto es capaz de provocar la muerte de

diferentes lineas celulares de cancer de mama humano.
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4. Objetivo.

Estudiar la influencia del estado de madurez del fruto de Cladocolea loniceroides sobre su
composicion fitoquimica, asi como evaluar el efecto del extracto acuoso de fruto rojo

sobre la viabilidad de diferentes cultivos celulares de cancer de mama humano.

4.1. Objetivos particulares.

- Determinar la composicion fitoquimica parcial del fruto de C. loniceroides en
diferentes estados de madurez.

- Evaluar el contenido de proteina y la actividad proteolitica del fruto de C.
loniceroides en diferentes estados de madurez.

- Evaluar el efecto de un extracto acuoso de C. loniceroides sobre la viabilidad de

distintas lineas celulares de cancer de mama.
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5. Estrategia general de trabajo (figura 1)

Fruto de C. loniceroides

A

—»| Extracto acuoso

v

Marcha

fitoauimica

v

Favormpides

Compuestos

fitoauimicos

v

v

Extraccion de proteinas

Actividad bioldgica

Faniqos

A 4

Polifenoles totales

Solubilidad

v

Alcalo|des

\ 4

Flavonoides

\ 4

\ 4

Alcali-acido
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Terpenoides
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Taninos
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Leucoantocianidinas
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respuesta

'

A

Efecto citotoxico
(actividad
mitocontrial)

Estrategia general de trabajo

Figura 1. Diagrama de estrategia general de trabajo a partir del fruto de C. loniceroides y el extracto acuoso de fruto rojo.
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6. Metodologia

6.1. Obtencién de extractos

Se realizaron extractos acuosos de los frutos de C. loniceroides en estados de madurez
verde, rojo y senescente. La obtencion de la muestra se realizd6 mediante dos
extracciones sucesivas con 4 mL de agua por gramo de fruto entero. Se mantuvieron en
agitacion durante 30 min, se unieron los sobrenadantes y se centrifugaron a 5000 rpm por

10 min. El sobrenadante se mantuvo en refrigeracion hasta su uso.

En estos extractos se cuantificé la concentracion de polifenoles totales, flavonoides,

taninos condensados e hidrolizables y alcaloides.

El extracto de fruto rojo se liofiliz6 para la aplicaciéon de tratamiento en las lineas celulares

de mama. Una vez liofilizado se mantuvo en refrigeracion protegido de la luz hasta su uso.
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6.2. Caracterizacion fitoquimica

Metodologia

6.2.1. Marcha fitoquimica. En la Figura 4 se muestra el diagrama de obtencion de

compuestos fitoquimicos en base su solubilidad.
Macerar muestra en etOH 24h
a temperatura ambiente.
v
Filtrar
I
v v
Sélido Flavonoides, polifenoles, Extracto etandlico
taninos. esteroides. v
Evaporar a sequedad
v
Extraer con HCl 1%
v
Filtrar
v \ 4
Solucion acida Insoluble
v v
Alcalinizar con NH;OH (pH9) Lavar con 10 mL de CHCl;
v v
Extraer con CHCl; (2x15 mL) F“irar
I

A 4

\ 4

Extraer con CHCl;:MeOH

(2:1) (2x15 mL)
I

\ 2 h 4
F. acuosa F. CHCI;

v v
Fenoles, Evaporar a
flavonoides, sequedad

taninos v
Disolver en

etOH

v

Fase cloroféormica

v

Esteroides,
antraquinonas.

Evaporar a sequedad

v

Esteroides

Redisolver en HCI 1%

'

Filtrar

v

Alcaloides

flavs., ta, ester,
alc.

Figura 4. Marcha fitoquimica aplicada en frutos de C. loniceroides en estado de madurez
verde, rojo y senescente (Martinez y col., 2008).
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Polifenoles totales (Método de Folin-Ciocalteu). La mezcla de reaccién consistié de
500 pL de muestra, diluida con 4.5 mL de agua, se agregaron 200 uL de reactivo
de Folin-Ciocalteu y 500 yL de solucién saturada de Na,COs, se agitaron los tubos
y se adicionaron 4.3 mL de agua destilada. La coloracion azul fue indicativo de
presencia de polifenoles (Singleton y col., 1999).

Flavonoides (Ensayo con rutina). Se tomaron 100 pyL de extracto, se diluyé con
1250 pL de agua destilada y se mezcl6é con 75 pL de NaNO, al 5%. Tras reposar 6
min, se adicionan 150 pL de AICl; al 10% dejando reposar por 5 min. Después se
adicionaron 500 pL de NaOH 1 N y 450 pyL de agua destilada. La coloracion roja
en la mezcla de reaccion fue indicativo de prueba positiva (Hossain y col., 2011).
Leucoantocianidinas (Ensayo de Rosenheim). Se tomaron 0.5 mL de muestra en
solucidon acuosa, se afiadieron 250 uL de HCI concentrado y se calenté 10 minutos
a 100°C. Una vez frio, se afiadieron 0.2 mL de alcohol amilico, se agité y se
mantuvo en reposo para separar las fases. El color carmesi en la fase amilica es
indicativo de prueba positiva (Martinez y col., 2008).

Hidroxilos fendlicos (Ensayo del FeCl;). Se tomaron 0.5 mL de solucién acuosa o
alcohdlica, se afiadi6 una gota de FeCl; al 1% y se mezcld. El desarrollo de
coloracion violeta, verde o azul es indicativo de prueba positiva (Martinez y col.,
2008).

Triterpenoides y/o esteroides (Ensayo de Liebermann-Burchard). Tomar 0.5 mL de
solucion cloroférmica de la muestra, se afiadieron 0.5 mL de anhidrido acético y
una gota de H,SO, concentrado. El desarrollo de coloracion violeta, verde o azul
es positivo para la prueba (Martinez y col., 2008).

Alcaloides. En la muestra disuelta en HCI al 5% o acuosa, se afiadié una gota de
reactivo de Draggendorf, Mayer y Valser (para ver la preparacion de los reactivos,
ver Apéndice A) (Martinez y col., 2008).

Saponinas (Prueba de espuma). Tomar 1 mL de solucién acuosa de la muestra,
agitar durante 10 minutos vigorosamente. El desarrollo de una espuma mayor o
igual a 2 mm de altura y su duracion mayor a 15 minutos, es considerado prueba
positiva (Martinez y col., 2008).

Aminoacidos (Ensayo de ninhidrina). Colocar una gota de muestra en una tirilla de
papel y agregar una gota de ninhidrina 0.002% en alcohol. Calentar en plancha de
calentamiento a 105°C. El desarrollo de color rosa o violeta es indicativo de prueba

positiva (Martinez y col., 2008).
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6.2.2. Cuantificacion de polifenoles totales.

Los compuestos fendlicos reaccionan bajo condiciones alcalinas, por lo que la disociacion
de protones de los fendlicos da lugar a un anién fenolato que es capaz de reducir al
reactivo de Folin-Ciocalteu, se forma un complejo azul entre el fenolato y el reactivo

independientemente de la estructura del compuesto fendlico (Figura 5).

pH ~10
+ PMoW 1,04  E— Complejo fosfato
o o verde/Mo(V)
Polifenol Amarillo Verde A= 765 nm
(4cido galico como
referencia)
+e

Mo(VI) + Compuesto fendlico — 5 Mo (V)

Figura 5. Reaccidn de los compuestos polifendlicos (acido galico usado como referencia)
con el reactivo de Folin Ciocalteu para formar el cromoéforo detectable a 765 nm.

La mezcla de reaccién consistié en 500 pyL de muestra con 4.5 mL de agua, se agregaron
200 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 500 uL de solucién saturada de Na,COs, se
agitaron los tubos y se adicionaron por ultimo 4.3 mL de agua. Se ley6 la absorbencia a
765 nm después de 1 h de reposo en la oscuridad. El contenido total de polifenoles fue

calculado en equivalentes de acido galico (EAG) (Singleton y col., 1999).

6.2.3. Cuantificaciéon de flavonoides.

Los grupos hidroxilo de las posiciones 3 y 5 en los flavonoides son revelados por

desplazamiento batocrémico causado por la reaccion con cloruro de aluminio (
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Figura 6). Los flavonoides se determinaron usando rutina como compuesto de referencia.
Se tomaron 100 pL del extracto de fruto en cada uno de los tres estados de madurez, se
adicionaron 1250 yL de agua destilada y 75 pL de NaNO, al 5%. Tras reposar 6 min, se
adicionaron 150 pL de AICI; al 10% dejando reposar 5 min. Después de esto se
adicionaron 500 uL de NaOH 1 M y 425 pL de agua destilada. La absorbencia fue leida
inmediatamente a 510 nm. La curva patron de rutina fue de 0 a 0.5 mg/mL (Apéndice C)
(Hossain y col., 2011).

o+ AICl; E—

Complejo flavonoide-aluminio

Rutina

(amarillo) Color rojo

A =510 nm

Figura 6. Reaccion de flavonoides (rutina como referencia) con tricloruro de aluminio para
la formacion del cromoforo detectable a 510nm.

6.2.4. Cuantificacion de taninos condensados.

Se cuantificaron taninos condensados por el método de vainillina-HCI (Price, 1978). La
especificidad de este método se basa en que los flavonoles y dihidrochalconas tienen un
enlace simple en las posiciones 2, 3, donde se une la vainillina creando el croméforo rojo
(Figura 7).

Se analiz6 la concentracion de taninos condensados en el extracto acuoso de los frutos
en los distintos estados de madurez. La mezcla de reaccion consistio en 125 pL de
muestra, a los que se afiadieron 750 pL de reactivo de vainillina (4% w/v en metanol) y
325 pL de HCI concentrado. Como referencia, se utilizé una solucion de catequina (cat)
con concentraciones de 100 a 1000 ppm. La absorbencia fue detectada a una longitud de
onda de 500 nm (Apéndice D).
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O, H

O O

o
. o
on ) CHs
| o OH
OH
| i
~° S o/\CH3
N

Tanino condensado Vainillina Complejo flavonoide-vainillina
Rojo (500 nm)

Figura 7. Fundamento de la técnica de vainillina-HCI para cuantificacion
espectrofotométrica de taninos condensados.

6.2.5. Cuantificacion de taninos hidrolizables.

Se cuantificaron taninos hidrolizables por el método propuesto por Isaza y col. (2007), en
donde los monémeros de los taninos son liberados por hidrélisis acida y son cuantificados
como liberacién de acido elagico (Figura 8). La mezcla de reaccién consistié en 1 mL de
extracto mezclado con 1.05 mL de HCI 12 N y 0.95 mL de isopropanol. La mezcla de
reaccion se mantuvo cerrada herméticamente en calentamiento a 80, 100 y 120°C por 1,
2 y 3 horas. Igualmente, se vari6 la concentracién de HCI para determinar las mejores
condiciones para la obtencién de una mayor concentracion de taninos hidrolizables. Por

ultimo, se tomo lectura de la absorbencia a 368 nm.

La curva estandar de taninos hidrolizables se realizdé con &cido elagico (AE) de 1 a 20

ppm en medio acido alcohdlico (Apéndice E).
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Figura 8. Fundamento de la técnica espectrofotométrica para la estimaciéon de taninos
hidrolizables mediante la cuantificacion directa de acido elagico liberado por hidrélisis
acida.

6.2.6. Cuantificaciéon de alcaloides.

Se cuantificaron alcaloides por el método propuesto por Sreevidya y Mehrotra (2003) para

deteccion espectrofotométrica (Figura 9). Al extracto disuelto en HCI (pH 2-2.5) se le

adicionaron 2 mL de reactivo de Dragendorff. Se centrifugd y lavd el precipitado con

etanol. Después de centrifugar, se adicionaron 2 mL de Na,S al 1%, se centrifugo y se

redisolvié el residuo en 2 mL de HNO; y se aforé con agua a 10 mL. De esta solucion, se

tom6 1 mL y se adicionaron 5 mL de tiourea y se midi6 la absorbencia a 435 nm. La curva

estandar se realiz6 con una solucién de nitrato de bismuto en &cido nitrico y tiourea
(Apéndice F).

27



Metodologia

Alcaloides + Bil, o (Bilij(_i]k'HIj + ' = Bi[C5(INH;)g]NO )4
H MH,
Extracto + R.Dragendorf . ppalcaloides + Tiourea = . Complejo
Amarillo
Abs435nm

Figura 9. Fundamento de la reaccién para la cuantificacion espectrofotométrica de
alcaloides con reactivo de Dragendorff.

6.3. Evaluacion del contenido de proteinas y actividad proteolitica.

Se evaluaron tres métodos de extraccion de proteina, propuestos por Padhye y Salunke
(1979), Osborne (1924) y por ultimo una extraccion con &lcali y precipitacion acida
(Paredes-Lépez y col., 1988).

Para desengrasar la harina, se realiz6 una pasta de fruto de muérdago en mortero al
momento del analisis y se extrajo la grasa tres veces con acetona (5 mL/g) con agitacion
continua a temperatura ambiente por 16 horas y secada a temperatura ambiente. El fruto
desengrasado se moli6 y tamiz6 por una malla del nimero 40 (420 micras) y se mantuvo

a 4°C hasta su andlisis.

A las muestras obtenidas por cada método de extraccion se les cuantificé la
concentracion de proteina cruda por el método de Kjeldahl (AOAC, 2000) y la
concentracion de proteina adherida a colorante (Bradford, 1976). En el anexo G se
muestra la metodologia para la cuantificacion de nitrégeno total y proteina cruda por el
método de Kjeldahl y en el anexo H se muestra la curva estandar usando albumina sérica

bovina como referencia, para la cuantificacion de proteina por Bradford.

6.3.1. Método de Padhye y Salunke.

La Figura 10 muestra el diagrama para la extraccion de proteina de acuerdo a su

solubilidad por el método de Padhye y Salunke (1979).
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50 g de harina desgrasada + 300 mL de Na,SO,
5%, agitado 30 min. Centrifugar

v
Residuo + 200 mL de Na,SO, 5%,
mezclar 30 min. Centrifugar*

Y

Residuo + 25 mL [de agua. Dializar.

Centrifugar

v
Residuo + 250 mL de etOH 70%,
mezclar. Centrifugar

Sobrenadantes
I
Tratamiento con (NH,)SO, a 50, 70 y
100% de saturacién. Centrifugar en
cada saturacion

Y

Residuo + 200 mL d¢ etOH 70%, mezclar
30 minCentrifugar

Mezcla de Sohrenadante ;
\ 4
residuos Residuo seco +

Filtrar por Evaporar para
remover etOH 200 mL de
Whatman No. 4 CH3COOH 0.05M.
Resid v Centrifugar
esiguo Filtrado A
desechado Proteinas A
solubles en Residuo f 150 mL
Centrifugado Residuo etOH. de CH3COOH
dializado dializado con Prolaminas 0.05M 30 min.
> Na2504 10%. Centrifugar
. I
Sobrenadante Centrifugar v
l T Sobrenadantes Residuo
. Sobrenadante Residuo Liofilizado.
Proteinas p had
sechado
hidrosolubles | esec r Anlisis de
Albuminas Dializado. Proteinas Nitrégeno
Centrifugado solubles en
Sobrenadante .. -
*— acido acético.
desechado i
Proteinas Glutelinas
solubles en
sal. Globulinas
*Las condiciones de centrifugacién son a 10,000rpm por 20 min a 4°C

Figura 10. Método de extraccion de proteinas de acuerdo a su solubilidad (Padhye y
Salunke 1979).
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6.3.2. Método de Osborne.

Para la extraccion de proteinas por solubilidad por el método de Osborne (Figura 11),
cada paso de extraccion se realizd 2 veces a 4°C, en agitacion durante 8 y 6 h,

respectivamente usando la solucién correspondiente:

Solucién A: NaCl 0.1 M, K;HPO,0.01 M, pH 7.5, EDTA 0.001 M, NaN30.02%.
Solucién B: NaCl 1M, K;HPO,40.01M, pH 7.5, EDTA 0.001 M, NaN; 0.02%.
Solucién C: etanol 70%, K,HPO,0.01M, pH 7.5

Solucion D: Acido borico 0.01 M, pH 9, SDS 1 %, 2-B-mercaptoetanol 1%.

En cada paso, se separ0 el extracto proteinico por centrifugacion a 10,000 rpm por 20 min
a 4°C (Osborne, 1924).
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10 g de harina desengrasada + 100 mL de solucion A en
agitacion constante a 4°C durante 8 h.

v

Centrifugar y repetir agitacion por 6 h con solucién A

v

Centrifugar y juntar sobrenadantes de solucién A.

v

Agregar al s6lido 100 mL de solucién B en agitacién

constante a 4°C durante 8 h.
v

Centrifugar y repetir agitacion por 6 h con solucién B

v

Centrifugar y juntar sobrenadantes de solucién B.

v

Agregar al sélido 100 mL de solucion B en agitacidon

constante a 4°C durante 8 h.

v

Centrifugar y repetir agitacién por 6 h con solucién B

v

Centrifugar y juntar sobrenadantes de solucién B.

v

Agregar al sélido 100 mL de solucidn C en agitacidn

constante a 4°C durante 8 h.

v

Centrifugar v repetir agitacion por 6 h con solucion C

Centrifugar y juntar sobrenadantes de solucién C.

v

Agregar al sélido 100 mL de solucién D en agitacidn

constante a 4°C durante 8 h.

v

Centrifugar y repetir agitacion por 6 h con solucién D

v

Centrifugar y juntar sobrenadantes de solucién D.

Figura 11. Método de extraccién de proteina por solubilidad por el método de Osborne
(1924).
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6.3.3. Extraccioén con alcali y precipitacion acida.

La Figura 12 muestra el diagrama de flujo de la extraccidén de proteina total con alcali y
precipitacion acida.

Harina desengrasada en agua. Ajustar pH a 9
con NaOH 0.1 Ny a pH 11 con NaOH 2 N.

'

Agitar durante 1, 2, 3, 4, 5y 6 h a temperatura
ambiente

'

Centrifugar a 10 000 rpm por 20 min a 4°C

'

Precipitar proteinas de sobrenadante a
distintos pH (1 hasta 9 u 11) con HCI 0.1N

v

Centrifugar a 10 000 rpm por 20 min a 4°C

'

Resuspender precipitado en buffer pH 7

'

Cuantificacién de nitrégeno total (Kjeldahl)

Figura 12. Método de extraccion con alcali (Paredes-Lopez y col., 1988).

6.3.5. Electroforesis.

Se realizo el perfil electroforético de las proteinas obtenidas por cada método de
extraccion en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio, de acuerdo
al método de Laemmli (1970). La preparacion de las soluciones stock para la elaboracion

de los geles, asi como el buffer de muestra, se enumeran en el Apéndice |I.

Las muestras se diluyeron 1:1 en buffer de muestra y se inyectaron 20 pL en cada uno de

los pozos del gel.
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El marcador utilizado fue Sigma Marker™ con un rango de peso molecular de 6,500 a
66,000 Da. La concentracidon de proteina de cada muestra fue ajustada a 2 mg/mL en
cada pozo, para llevar a cabo una corrida a 200 V por 40 min a temperatura ambiente.
Las bandas de proteina fueron reveladas por tincién con azul de Coomassie.

6.3.6. Actividad protealitica.

Para determinar la actividad proteolitica se utiliz6 caseina como sustrato de acuerdo al
método propuesto por Pereira-Rodarte y col. (2011) con algunas modificaciones. Se
mezclaron 250 pL de extracto de fruto de muérdago con 500 pL de caseina al 1%
preparada en amortiguadores del 2 al 13, y se mantuvieron a diferentes temperaturas. La
cinética se siguié durante 2 h, tomando muestras cada 20 min. La reaccion se detuvo con
375 pL de acido tricloroacético al 20% y se llevaron a bafio de hielo. Una vez frios, se
centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min a 4°C. La actividad proteolitica fue determinada por
la lectura de absorbencia a 214 nm del sobrenadante. Se determiné la concentracion de

proteina no hidrolizada al final de la reaccion (Pereira-Rodarte y col., 2011).

6.4. Evaluacion de la viabilidad celular.
6.4.1. Cultivo celular

Se realizaron cultivos celulares de las lineas MCF7, MDA-MB-231 (adenocarcinoma de
glandula mamaria) y MCF10A (fibrosis de glandula mamaria), cuyas caracteristicas se
muestran en la Tabla 4. Las células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) (Gibco; Cat. 12100-038) enriquecido al 5% con suero fetal de bovino
(SFB) (Biowest; Cat. S1650-050). En el apéndice J se enumeran los componentes de los

medios de cultivo.

Tabla 4. Caracteristicas de distintas lineas celulares de cancer de mama.
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Caracteristicas MCF7 MDA-MB-231 MCF 10A
Tejido Glandula Glandula Glandula
mamaria; mamaria; mamaria;
adenocarcinoma  adenocarcinoma enfermedad
fibroquistica
Edad 69 afos 51 afios 36 afos
Género Mujer Mujer Mujer
Etnia Caucasica Caucasica Caucasica
Morfologia Epitelial Epitelial Epitelial
Propiedades de Adherente Adherente Adherente
crecimiento
Tumorigénico S| S| No
Receptores Receptor de Factor de Insulina,
expresados estrégeno crecimiento glucocorticoides,
epidérmico enterotoxina del
(EGF), factor de cOleray factor
crecimiento de crecimiento
transformante epidérmico
(TGFa)
Otras El crecimiento se Expresa el Expresa
caracteristicas inhibe por TNFa.  oncogen WNT7B antigenos

Expresa el

oncogen WNT7B

especificos
detectados por
reaccioén positiva
con anticuerpos
monoclonales

MFA y MC-5

(ATCC, 2012).

Las células se mantuvieron en cajas o botellas a 37°C en atmadsfera humidificada de CO,

al 5% para mantener la acidez necesaria en el medio de cultivo.
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Para la expansion del cultivo, se retir6 el medio por succién y se cosecharon las células
adicionando la solucion de tripsina-EDTA por 5 min, seguido de DMEM con SFB. Después
de centrifugar a 1000 rpm por 10 min, se resuspendieron las células en medio y fueron
resembradas en cajas. El recuento de células se realiz6 en camara de Neubauer con

tincién con azul de tripano.

6.4.2. Curva dosis-respuesta y tiempo-respuesta de extracto acuoso de fruto rojo sobre

cultivos de cancer de mama.

Las células fueron sembradas en placas de 24 pozos a una densidad de 3x10* células por
pozo. Después de 48 h de la siembra se aplicé el tratamiento con extracto acuoso de fruto
a una concentracién de 10, 5, 1, 0.5, 0.1 y 0.01 mg eq. AG/mL de medio de cultivo por
triplicado, asi como un control negativo, que consistio6 en medio con SFB y un control
positivo con Iscador M Arg. al 10% en medio de cultivo, para las lineas MCF 7, MDA-MB-
231 en DMEM vy para la linea MCF10A disuelta en DEMEM/F12 con 5% de SFB para
todas las lineas celulares. El extracto acuoso se encontraba liofilizado, por lo que la
disolucién del mismo, se hizo directo en el medio de cultivo. Después de 24, 48 y 72 h de
tratamiento, el medio fue removido y las células se cosecharon con una solucién de
tripsina-EDTA. Las células fueron resuspendidas y contadas en cadmara de Neubauer

después de ser teflidas con azul tripano (Lyu, 2006).

Con los resultados obtenidos del recuento celular de cada tratamiento, se construyé la
curva dosis-respuesta y se determiné la concentracion letal media linearizando la curva de

porcentaje de sobrevivencia (Microsoft Office Excel 2010).

6.4.3. Evaluacion de viabilidad, proliferacién y citotoxicidad celular.

Para la evaluacién del efecto citotdxico del extracto acuoso del fruto de C. loniceroides, se
utilizé el estuche CellCounting Kit-8 de Dojindo (Cat CK04-11) para evaluar proliferacion y
citotoxicidad. El kit contiene WST-8 (2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolio, sal de monosodio) que se reduce en presencia de un donador
de electrones, actividad de deshidrogenasas provenientes de la cadena respiratoria
mitocondrial, produciendo una solucién hidrosoluble de formazan de color anaranjado que

se cuantificé a 450 nm. El apéndice K muestra el protocolo del CellCounting Kit-8.
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6.5. Andlisis estadistico.

A los resultados se les aplicé una prueba de andlisis de varianza de una sola via
(ANOVA) seguido de la prueba de comparacion multiple de medias de Tuckey con un
nivel de significancia p<0.05 (SPSS ver. 17).
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7. Resultados y discusion.

7.1. Caracterizacién fitoquimica parcial.

7.1.1. Marcha fitoquimica.

Se realiz6 una marcha fitoquimica en fruto verde, rojo y senescente, con el fin de conocer
de manera cualitativa qué compuestos fitoquimicos se encuentran en el fruto de C.

loniceroides en distintos estados de madurez (Tabla 5).

Tabla 5. Perfil fitoquimico de fruto verde, rojo y senescente de C. loniceroides.

Fitoquimico Fruto verde Fruto rojo fresco Fruto rojo senescente
Polifenoles ++ ++ ++
Flavonoides + ++ ++
Leucoantocianidinas + + ++
Esteroles - + +
Alcaloides + + +
Saponinas - - -
Aminoacidos + + +
Taninos ++ ++ ++
Hidroxilos fendlicos + + +

(Negativo -, positivo +, francamente positivo ++).

Se observa la presencia de polifenoles en los tres estados de madurez del fruto, sin
embargo, a medida que el fruto madura, la presencia de flavonoides es mas notable,
debido a que los flavonoides son los responsables de la coloracién roja del fruto. Las
leucoantocianidinas se encuentran en los tres estados de madurez, pero mas
concentradas en el fruto senescente, debido a que éste ya perdié humedad. Es notable la
presencia de taninos en los tres estados de madurez, asi como la de alcaloides, hidroxilos
fendlicos, esteroles y aminoacidos. En ninguna de las muestras analizadas se hall6 la

presencia de saponinas.

Varios autores han realizado el perfil fitoquimico de plantas con actividad biol6gica, ya que

se sabe que varios compuestos fitoquimicos, especialmente polifenoles como flavonoides,
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fenilpropanoides, &cidos fendlicos, taninos, entre otros, son conocidos por ser
responsables del atrapamiento de radicales libres y por poseer actividad antioxidante,
capacidad de inhibicién de peroxidacién y quelacién de metales de transicion (Amari y
col., 2014).

Amari y col.,, (2014) estudiaron el perfil fitoquimico de Thymelaea hirsuta, planta
tradicionalmente utilizada como antiséptico, antiinflamatorio y para el tratamiento de
hipertensién. En ella encontraron la presencia de alcaloides, taninos, saponinas,
cumarinas, terpenoides y antraquinonas en hojas, flores y tallos de la planta, todos estos
compuestos pueden contribuir a la actividad terapéutica observada.

7.1.2. Contenido de polifenoles, flavonoides, taninos y alcaloides.

La Tabla 6 muestra la concentracion de los fitoquimicos méas importantes en el fruto en

sus tres estados de madurez.

Tabla 6. Concentracion de fitoquimicos en frutos de C. loniceroides.

Fitoquimico Fruto verde Fruto rojo Fruto senescente
Polifenoles totales 37.73+0.47 ™ 52.6 + 1.47 2 38.83+0.76 "
(mg EAG/q)
Flavonoides (mg eq. 0.15+0.004 ° 0.23+0.003 @ 0.14 + 0.002 °
Rut/g)
Taninos 33.1+0.98°2 14.78 +0.25° 13.8+0.28°
condensados (mg
eg. Cat/g)
Alcaloides (mg/g) 0.893 + 0.007 ° 0.666 + 0.002 ° 0.956 +.002 2

'Las letras indican diferencias significativas entre columnas dentro de una misma fila (Tuckey; p <
0.05).

La concentracion de polifenoles totales fue mayor conforme madura el fruto, alcanzando

una concentracion maxima en el fruto rojo de 52.6 + 1.47 mg EAG/g, comparado con los
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frutos verde y senescente que no mostraron diferencias significativas entre ellos. Lo
anterior concuerda con el hecho de que la concentracion de polifenoles esta conferida
principalmente, por el color rojo caracteristico del fruto maduro, que se refleja también en
la mayor concentracion de flavonoides (0.23 + 0.003 mg eq. Rut/g) observada en el fruto
rojo. Por otro lado, en el fruto verde se encuentra una mayor concentracion de taninos que
desciende conforme éste madura. Estos fendmenos de aumento de flavonoides y
descenso de taninos van de la mano, ya que los taninos condensados estan formados por
la polimerizacién de catequina (flavonoide), fracciones que se liberan conforme ocurre la
maduracién y como consecuencia se ve aumentada también la concentracion de

polifenoles totales.

Los taninos condensados se acumulan en las vacuolas, usualmente en las capas
epidermales o subepidermales de hojas y frutos, mientras que los taninos hidrolizados se
concentran en la pared celular. Los taninos en los frutos son responsables de su
astringencia durante las primeras etapas de su desarrollo, funcionando como protectores
del ataque de herbivoros, disminuyendo la digestién de proteinas en los depredadores, de
ésta manera los frutos pueden llegar a su completo desarrollo completo (Barbahenn y
Constabel, 2011; Tessmer y col., 2014).

Este fendmeno se observa en la mayoria de los frutos, Tlili y col., (2011) observaron que
la concentracion de polifenoles totales y otros fitoquimicos cambia durante el proceso de
maduracién de distintas variedades de sandia pasando de 42.4 en estado blanco
(completamente inmaduro) a 137.2 mg EAG/kg en estado rojo (maduracién completa) en
la variedad Crimson, o de 126.8 a 260.2 mg EAG/g en la variedad Giza (Tlili y col., 2011),
de manera que la composicion fitoquimica durante el proceso de maduracién es similar en

varios frutos.

La concentracion de alcaloides fue significativamente mayor en el fruto senescente,
debido a que esta muestra presenta menor cantidad de agua y todos los compuestos se
pueden apreciar de manera mas concentrada. Evaluar la concentracién de alcaloides
resulta importante debido a que son compuestos alcalinos, que contienen uno 0 mas
atomos de hidrogeno y usualmente tienen un efecto fisiolégico importante sobre el
organismo, como antiproliferativos, antibacteriales, antivirales y efectos antimetastasicos,
hablando Unicamente del cancer (Shi y col., 2014). Park y col. (1999) demostraron un

fuerte efecto citotéxico de alcaloides aislados de Viscum album en las lineas celulares
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HCT-8 (adenoma ileocecal humano), L1210 (leucemia linfocitica de ratén), DLD-1
(adenoma de colon humano) y K562 (leucemia mieloide humana). Se han reportado
varios efectos farmacologicos que permiten especular acerca de la funcién de los
alcaloides en las plantas que los contienen. Al ser metabolitos secundarios, no se ha
encontrado una funcién particular en los tejidos vegetales, sin embargo, juegan un papel
importante en la defensa contra el oxigeno singulete, producido en los tejidos vegetales
en presencia de la luz. Por esto, es importante la evaluacion de la presencia y la
concentracion de alcaloides, tanto por su actividad antioxidante, como por el efecto
biol6gico, que en sinergia con los demas componentes del fruto, le podrian conferir

actividad biolégica.

7.1.3. Taninos hidrolizables.

Se realiz6 la hidrdlisis de extractos acuosos del fruto en sus tres estados de madurez
llevando a cabo la reaccién bajo tres concentraciones distintas de HCI y a diferentes
temperaturas en tres tiempos de hidrdlisis. De esta manera, se buscé determinar las
mejores condiciones de obtencion de taninos hidrolizables en cada estado de madurez del

fruto.

Se obtuvo la concentracion de taninos hidrolizables promedio bajo cada condicién de
extraccion y se realiz6 un analisis de varianza y una comparacion multiple de medias de
Tuckey con un nivel de significancia p<0.05 con lo que se obtuvo que la mejor condicién
de extraccion para los tres estados de madurez fue con HCI 4N, a 120°C durante 3 h. La
Figura 13 muestra la concentracién de taninos hidrolizables obtenidos en fruto verde,

comparando temperaturas y tiempos de extraccion con HCI 4N.
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Figura 13. Concentracion de taninos hidrolizables en fruto verde a 80, 100 y 120°C en tres
tiempos de extraccion. Las letras como subindice indican diferencias significativas entre
todos los tratamientos de extraccion (Tuckey; p<0.05).

Las mejores condiciones de extraccion de taninos hidrolizables fueron 3 h de hidrdlisis a
120°C, mientras que no se observaron diferencias significativas entre 1 y 2 h de hidrolisis
a la misma temperatura y las 2 y 3 h a 100°C. Los tratamientos méas deficientes para

lograr la extraccion fueron a 80°C en cualquiera de los tiempos probados.

En el caso del fruto rojo, la Figura 14 muestra el rendimiento de extraccion de taninos
utilizando HCI 4 N.
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Figura 14. Concentracion de taninos hidrolizables en fruto rojo a 80, 100 y 120°C en tres
tiempos de extraccion. Las letras como subindice indican diferencias significativas entre
todos los tratamientos de extraccion (Tuckey; p<0.05).

Se observa que la extraccion a 120°C durante 3 h fueron, al igual que en el fruto verde,
las mejores condiciones de extraccién. No se observaron diferencias significativas entre
las 2 y 3 h de extraccion a dicha temperatura, mientras que las peores condiciones se
obtuvieron a 80°C durante 1y 2 h de hidrdlisis.

La Figura 15 indica la concentracion de taninos hidrolizables en fruto senescente bajo las

distintas condiciones de hidrélisis.
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Figura 15. Concentracién de taninos hidrolizables en fruto senescente a 80, 100 y 120°C
en tres tiempos de extraccion. Las letras como subindice indican diferencias significativas
entre todos los tratamientos de extraccion (Tuckey; p<0.05).

Se observa el comportamiento similar a los otros dos estados de madurez, siendo a
mayor tiempo y mayor temperatura el rendimiento maximo en la extraccion de taninos
hidrolizables, medidos como equivalentes de &cido elagico, mientras que a menor
temperatura y menor tiempo de hidrélisis, se obtiene una concentracion significativamente

menor.

Considerando los tres estados de madurez, y las condiciones 6ptimas a las que se extrajo
una mayor concentracion de taninos, el fruto verde es aquél en el que se presenta la
concentracion significativamente mayor, seguido de los otros dos estados. Esto sucede,
ya que los frutos no maduros contienen una mayor concentracion de taninos que va

disminuyendo mientras madura y se liberan los compuestos fendlicos.

7.2. Composicion proteinicay actividad proteolitica en diferentes estados de
madurez.

7.2.1. Extraccion de proteina
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Las proteinas son unos de los compuestos interesantes debido a las propiedades
biol6gicas que presentan, como téxicas, citotoxicas, antitumorales y anticancerigenas. Por
lo anterior, estudiar la presencia de proteinas y sus caracteristicas en el fruto de
muérdago resulta de gran importancia para lograr la caracterizacion y la explicacion de su

actividad biolégica.

Se compararon tres métodos distintos de extraccion de proteina. En el método de
Osborne (1924) se definen cuatro grupos proteinicos obtenidos por extraccién secuencial
en agua (albuminas), solucién salina diluida (globulinas), solucién etanélica (prolaminas) y
acido diluido (glutelinas). En el método propuesto por Padhye y Salunke (1947) la
separacion de los grupos proteinicos también esta en funcién de la solubilidad y se
obtienen estos mismos cuatro grupos, sin embargo, el método incluye concentracion de
proteinas por medio de precipitacion con sulfato de amonio y dialisis. El tltimo método fue

la extraccién con alcali y precipitacion &cida, en donde se extrajo proteina total.

En la Tabla 7 se muestra la concentracion de proteina cruda evaluada por el método de
Kjeldahl (AOAC, 2000) (%N x 6.25) y proteina ligada a colorante (Bradford, 1976) en los

extractos proteinicos obtenidos de los tres estados de madurez del fruto por cada método

Tabla 7. Concentracion de proteinas obtenidas por métodos distintos en los tres estados

de madurez.
Fruto Extracto Proteina cruda Proteina Bradford
(mg/g) (mg/g)
Verde Alcali-acido 2417 +1.63 0.727 £ 0.00
Albuminas Osborne 11.97 + 1.88 0.09 +0.00
Albuminas Padhye 9.6 £ 0.99 0.336 +0.00
Rojo Alcali-acido 17.2+2.10 0.41 +0.02
Albiminas Osborne 5.9+0.26 0.059+0.01
Albuminas Padhye 3.04+0.21 0.248 + 0.00
Senescente Alcali-acido 32.88 +£0.21 0.533 £0.00
AlbUiminas Osborne 5.9+0.26 0.139 +0.00
Albuminas Padhye 1.09 + 0.00 0.355 +0.01

En ambos métodos de extraccion por solubilidad (Osborne y Padhye y Salunke), la
fraccion proteinica que se aislé en mayor concentracion fueron las albiminas (11.97 mg/g
en el fruto verde, 5.9 mg/g en el rojo y senescente para método Osborne y 9.6 mg/g para

el verde, 3.04 mg/g en el rojo y 1.09 mg/g en el senescente por el método de Padhye y
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Salunke), seguida de las prolaminas que fueron cercanas a cero. En ninguno de los dos

métodos se extrajeron glutelinas ni globulinas.

El fruto verde contiene la mayor concentracion de albdaminas, debido a que las semillas
contienen muchas proteinas que metabolicamente se encuentran inactivas y que
funcionan como reservas, las cuales varian segun la especie (Moreno, 1996), sin
embargo, es muy probable que las principales proteinas de reserva de la semilla de C.
loniceroides sean albuminas ya que han sido halladas en mayor concentracién. En un
fruto verde, al ser un fruto inmaduro, la concentracion de proteina es mayor debido a que
aun no ha terminado su desarrollo y el embrién requiere de enzimas que le permitan

germinar en un nuevo hospedero.

El método de extraccion con alcali-acido se realizé a varios tiempos, desde 1 hasta 6 h de
reaccion en solucion alcalina, sin embargo no se observaron diferencias significativas a lo
largo del tiempo de extraccién (Figura 16) por lo que se llevé a cabo la extracciéon a 6 h de
reaccion en todas las muestras. Bajo este método de extraccion se obtuvo la mayor
concentracion de proteina debido a que se extrajo proteina total comparada con las
fracciones proteinicas obtenidas en los métodos de solubilidad. En el fruto senescente se
obtuvo la mayor concentraciéon (32.88 + 0.21 mg/g) debido a que la concentracion de
componentes en esta muestra se eleva por la baja humedad y debido a que las plantas
activan varios mecanismos de defensa contra estrés bidtico o abiodtico durante la
maduracién, como las sintesis de proteinas relacionadas con la patogénesis, que son
proteinas que funcionan como defensa, prevencion o limitacion de la multiplicacion y
dispersién de patdégenos (Lopez-Miranda y col., 2011) ya que los frutos, mientras mayor

madurez alcancen, son mas susceptibles de sufrir el ataque de hongos, principalmente.
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Figura 16. Extraccion total de proteina de fruto rojo a diferentes tiempos de extraccion.

El fruto verde es aquel que contiene la menor concentracién de proteina (24.17 + 1.63
mg/g) debido a que el fruto y el embrién necesitan proteinas de reserva para su desarrollo

en caso de encontrar condiciones Optimas para su germinacion.

En general, la concentracion de proteina en el fruto de C. loniceroides fue muy baja
comparandola con frutos similares, como el de Viscum album. Las preparaciones de
muérdago que se comercializan en Europa, se estandarizan principalmente, por su
concentracion de lectinas, es decir, el principal componente de estas terapias alternativas

son proteinas. Es por esto que se cuantificaron en el fruto y extracto de C. loniceroides.

En el caso de C. loniceroides la testa de la semilla estd ausente. La testa es un tejido
grueso que sirve de proteccion y estd conformado por proteinas, sin embargo, en el
embrién de C. loniceroides solo se presenta el pericarpio del fruto, una capa mucilaginosa
gue recubre al embrién y el embrién, por lo que la concentracién de proteinas podria

verse disminuida por esta razén (Cid-Villamil, 2006).

De acuerdo a la informacion reportada por Cid-Villamil (2006), el fruto presenta
cloroplastos dentro del tejido del exocarpo y en el embrién, por lo que produce clorofila. La

molécula de clorofila (Figura 17) dentro de su estructura quimica presenta cuatro &tomos
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de nitrégeno unidos al centro de magnesio, por lo que la determinacion de proteina cruda
mediante el método de Kjeldahl, pudo verse afectada debido a la concentracion de
clorofila presente dentro de los tejidos del fruto. La clorofila es el pigmento principal en la
cascara o piel de frutos inmaduros o maduros verdes y tiende a disminuir su
concentracion durante la maduracion, en general, esta ausente en frutas maduras
(Rodrigo y col., 2013), sin embargo C. loniceroides lo produce en todas sus etapas de
desarrollo.

H,C CH=—=CH,
CoHs CHj;
HsC CHs;
O%C_—CH CHZCH2000C20H39
COOCH;

Figura 17. Estructura de la clorofila. Muestra en el centro de la molécula un &tomo de
Magnesio unido a 4 atomos de Nitrdgeno, que posiblemente aumenten la concentracion
de nitrégeno cuantificada por el método de Kjeldahl.

Los frutos de C. loniceroides son bayas de forma ovoidal, que van del color verde al negro
dependiendo de su estado de madurez. Comparando las bayas del muérdago con otro
tipo de bayas, se encuentran las uvas. Gazzola y col. (2014) realizaron el fraccionamiento
e identificacion de proteinas de uva (Vitis vinifera L.), obteniendo en mayor concentracién
una combinacién de albuminas y globulinas (202.11 mg/g), la concentracion de
prolaminas y glutelinas fue significativamente menor con respecto a la fraccion soluble en
solucion salina. En general, las semillas de plantas contienen diferentes tipos de

proteinas, la mayoria corresponden a proteinas de almacenamiento, una reserva de
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nitrdgeno que permite que la semilla se desarrolle (Gazzola y col., 2014). A pesar de la
falta de testa, las proteinas de la semilla de muérdago contienen igualmente, la mayor

concentracion de proteinas totales como hidrosolubles.

En plantas, las proteinas se encuentran distribuidas en raiz, tallo, hojas y semillas. La raiz
y el tallo presentan el contenido menor (1-1.5%) en peso fresco, mientras que en las
hojas, la mayor concentracion de proteina se encuentra en los cloroplastos (Sinha, 2004).
En el fruto de C. loniceroides se encuentran cloroplastos, por lo que la proteina que se
encontré en los frutos puede ser también la proteina RuBisCO de los cloroplastos. Por lo
tanto en la cuantificacion de nitrégeno total o proteina cruda cuantificada por el método de
Kjeldahl, lo que se pudo haber detectado fue RuBisCO vy el nitrégeno de la clorofila, que
aungue no es proteina, su nitrégeno puede cuantificarse por la digestion y posterior

destilacién a amoniaco que es el fundamento del método de Kjeldahl.

De las preparaciones de muérdago utilizadas como terapia complementaria, se adquirié
Iscador M (Weleda Lab), extracto obtenido del muérdago Viscum album, utilizado como
coadyuvante en el tratamiento de enfermedades neoplasicas, y se evaluo el contenido de
proteina cruda y Bradford, sin embargo, no se detectaron proteinas por ninguno de estos

métodos.

En la Figura 18 se muestra el perfil de absorbancias de Iscador en el espectro UV (190 a
420 nm), en donde se puede apreciar que este medicamento tiene una absorbancia
maxima a 218 nm, que no corresponde al maximo caracteristico que presentan las

proteinas a 280 nm debido a aminoacidos aromaticos.
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Figura 18. Perfil de absorbancias de Iscador M en el espectro UV (190 a 420 nm). Maximo
de absorcion a 218 nm.

7.2.3. Electroforesis.

Se realizaron geles de electroforesis SDS-PAGE para determinar la presencia de
proteinas en los extractos obtenidos de la extraccién total con alcali y de las albiminas
obtenidas por el método de Padhye y Salunke y de Osborne, con la finalidad de encontrar
proteinas y para comprobar que los resultados obtenidos de la cuantificacién por el
método de Kjeldahl no fueran falso negativo, ya que el colorante de Bradford también
puede adherirse a compuestos fendlicos (Kilkowski y Gross, 1998) con lo que puede
generarse también la lectura de falsos positivos. Por esto, la electroforesis es el mejor

método de identificacion de proteinas en los extractos.

Se realiz6 electroforesis de la extraccién de proteina total con alcali y de las albuminas
obtenidas por ambos métodos. En la Figura 19 se muestra el gel de electroforesis de la
extraccion con &lcali teflido con azul de Coomassie. Las bandas que se identificaron en

los tres carriles fueron de pesos aproximados de 59, 48 y 36 KDa.
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Figura 19. Gel de electroforesis de la extraccion de proteina con alcali tefiido con azul de
Coomassie. Carril 1: marcador, 2: fruto verde, 3: fruto rojo, 4: fruto senescente.

En la Figura 20 se muestra el gel de electroforesis para las albuminas extraidas por el
método de Padhye y Salunke, donde los pesos de las bandas son 55, 48 y 35 KDa.

kDa =
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29 “« 35
24

20.1
142
6.5

Figura 20. Gel de electroforesis de albuminas obtenidas por el método de Padhye y
Salunke, las bandas fueron detectadas con azul de Coomassie. Carril 1: marcador, 2:
fruto verde, 3: fruto rojo, 4: fruto senescente.

La Figura 21 es el gel de electroforesis de albuminas obtenidas por el método de
Osborne, donde los pesos de cada banda son 62, 55y 35 KDa.
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Figura 21. Gel de electroforesis de albuminas obtenidas por el método de Osborne, las
bandas fueron detectadas por azul de Coomassie. Carril 1: marcador, 2: fruto verde, 3:
fruto rojo, 4: fruto senescente.

En los tres geles se presentan grupos de proteinas con pesos moleculares muy
parecidos, por lo que es probable que por cualquier método de extraccién se estén
obteniendo las mismas proteinas, lo que comprueba que la mayor parte de las proteinas
del fruto sean albuminas.

7.2.4. Actividad proteolitica.

Por el proceso de maduracion, ocurre una reaccion de hidrélisis de la proteinas de
conformacion del fruto, con lo que es posible explicar por qué la concentracion de
proteinas en el fruto rojo es menor que en estado de madurez verde. Por esta razén se
evaluo la actividad proteolitica de los extractos acuosos del fruto en los diferentes estados
de madurez para determinar si la baja concentracion de proteina es debida a la hidrdlisis,
o bien, a que el fruto contiene en su composicién, una baja concentracion, de acuerdo a

los métodos utilizados para la extraccion.

Las Figura 22, Figura 23 y Figura 24 muestran las cinéticas de actividad proteolitica del
extracto de fruto verde, rojo y senescente a diferentes temperaturas y pH, para detectar

las condiciones Optimas en las que podrian estar actuando las enzimas del fruto.
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Figura 22. Cinética de actividad proteolitica de extracto de fruto verde a diferentes pH'y

temperaturas.
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Figura 23. Cinética de actividad proteolitica de extracto de fruto rojo a diferentes pH 'y
temperaturas.
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Figura 24. Cinética de actividad proteolitica de extracto de fruto senescente a diferentes
pH y temperaturas.

Se realiz6 un analisis de comparacién multiple de medias de Tuckey (p<0.05) en el que se
mostré que entre los tiempos de reaccion de 0 y 20 min no hay diferencias significativas
en ninguno de los estados de madurez, sin embargo, si hay diferencias entre los primeros
tiempos de la cinética de reaccion y los minutos 100 y 120, por lo tanto, después de 2 h
de reaccion, se aprecia una considerable baja en la concentracion de proteina en el medio
de reaccion. La temperatura a la que se encontré una mayor actividad proteolitica fue a
50°C, en los 3 pH evaluados y en cualquier estado de madurez. Sin embargo las
condiciones de almacenamiento del fruto fueron en refrigeraciéon y el pH del fruto va de
4.9 a 5.3, por lo que es poco probable que la protedlisis haya ocurrido durante el tiempo

que transcurrié desde la recoleccion hasta su estudio.

Después de los tiempos de reaccion indicados previamente para llevar a cabo la cinética
se midi6 la absorbencia a 214 nm, para detectar los enlaces peptidicos que continuaban
presentes después de la reaccién de hidrdlisis, por lo que se cuantificd proteina
remanente después de las condiciones bajo las que se realiz6 la hidrélisis. De esta
manera, los extractos del fruto verde presentan una actividad hidrolitica significativamente
mayor que los frutos rojo y senescente, alcanzando después de 2 h de reaccién hasta

cerca de 20% de proteina remante.

El proceso de maduracién de frutos incluye dos fendbmenos importantes que son la
pérdida de firmeza y desarrollo del color. Para que estos cambios positivos ocurran, es
necesaria la participacion de varias enzimas durante este proceso, como son pectinasas,
poligalacturonasas, celulasas, amilasas, entre otras, que en general son enzimas que
rompen carbohidratos, sin embargo, durante el proceso actian también proteasas que
son las responsables del incremento de aminoacidos libres y amidas en el fruto. Debido a
esto, la actividad proteolitica del fruto se ve reflejada en mayor medida en el fruto verde,
ya que los cambios bioquimicos aunque se estan llevando a cabo a lo largo de todo el
proceso de maduracion, es probable que durante las primeras etapas se estén sufriendo

mayores cambios de sintesis y degradacion.
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7.3. Efecto sobre la muerte celular de un extracto acuoso de C. loniceroides.

7.3.1. Eleccion del extracto.

Para evaluar el efecto citotdxico se utilizd el extracto de fruto rojo debido a que este
extracto presentd la mayor concentracibn de compuestos polifendlicos, flavonoides y
taninos condensados. Ademas present6 la menor concentracion de alcaloides que
podrian resultar toxicos aun a bajas concentraciones. En el caso de los taninos
hidrolizables, son significativamente menores con respecto al fruto verde, lo que resulta

Gtil porque podria presentar una baja precipitacion de las proteinas del medio de cultivo.

Se realiz6 una infusion de fruto rojo, con 5 mL de agua a ebullicién por gramo de fruto. Se
mantuvo en oscuridad hasta que se enfrié hasta temperatura ambiente y se filtraron los
sélidos. Para eliminar el resto de sélidos se centrifugé a 10,000 rpm por 20 min a 4°C. El
extracto se congel6 vy liofiliz6. Una vez obtenido el polvo, la muestra se almacend en

refrigeracion en frasco ambar protegido de la luz, hasta su uso.

7.3.2. Concentracion letal media

Se evalud la concentracion letal media (CLsg) para la linea celular MCF7 (adenocarcinoma
glandular) a diferentes tiempos de tratamiento. La Figura 25,Figura 26 yFigura 27 indican

las curvas de porcentaje de muerte celular a 24, 48 y 72 horas de tratamiento.

% Muerte 24 h
120 -
[ ]
100 - Control
M 0.01 mg/mL
o 80 1 ® 0.05 mg/mL
é 60 - H0.1 mg/mL
X M 0.5 mg/mL
40 -
H1mg/mL
20 - m5mg/mL
0 - M 10mg/mL
Concentracion
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Figura 25. Perfil de muerte celular de la linea MCF7 después de 24 h de tratamiento con
diferentes concentraciones de extracto liofilizado de fruto rojo de C. loniceroides, a partir
del cual se obtuvo una concentracion letal media (CLsy) de 0.0264 mg EAG/mL de medio

de cultivo.
% Muerte 48 h
120 -
100 - m Control
m0.01 mg/mL
g 80 1 = 0.05 mg/mL
é 60 - m0.1 mg/mL
X m 0.5 mg/mL
40 -
m1mg/mL
20 M 5mg/mL
0 - M 10mg/mL
Concentracion

Figura 26. Perfil de muerte celular de la linea MCF7 después de 48 h de tratamiento con
diferentes concentraciones de extracto liofilizado de fruto rojo de C. loniceroides.

% Muerte 72 h
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Figura 27. Perfil de muerte celular de la linea MCF7 después de 72 h de tratamiento con
diferentes concentraciones de extracto liofilizado de fruto rojo de C. loniceroides.
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En la Figura 28 se muestra la comparacion del comportamiento de los tres tiempos de
tratamiento en la linea celular MCF7, donde no se observan diferencias significativas
entre 24 y 48 h de tratamiento sino hasta la concentracion de 0.5 mg/mL que sufre un
incremento significativo en 48 h de tratamiento. Después de 72 h de tratamiento, ya no se
observé el comportamiento sigmoidal de incremento del porcentaje de muerte celular, por
lo que para las siguientes lineas celulares Unicamente se realiz6 la evaluacién a 24 y 48 h

de tratamiento.

120 -+
100 -+ y
o 80 A
=
S 60 - ;
2 ——24h
X 40 -
48 h
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=3=72 h
0 -—%
Q
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Concentraciéon (mg EAG/mL)

Figura 28. Comparacion de la curva de porcentaje de muerte de la linea celular MCF7 con
tratamiento de 24, 48 y 72 h con concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg
EAG/mL de extracto acuoso de fruto de C. loniceroides en el medio de cultivo.

Se construyod la curva dosis-respuesta para la linea celular MDA-MB-231, con 24 y 48 h
de tratamiento con el extracto acuoso de fruto de muérdago, como se muestra en las

Figura 29 y Figura 30.
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Figura 29. Perfil de muerte celular de la linea MDA-MB-231 después de 24 h de
tratamiento con diferentes concentraciones de extracto liofilizado de fruto rojo de C.

loniceroides, a partir del cual se obtuvo una concentracion letal media (CLso) de 0.045 mg

EAG/mL de medio de cultivo.
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Figura 30. Perfil de muerte celular de la linea MDA-MB-231 después de 48 h de
tratamiento con diferentes concentraciones de extracto liofilizado de fruto rojo de C.

loniceroides.
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En la Figura 31 se muestra la comparacién del comportamiento de los dos tiempos de
tratamiento en la linea celular MDA-MB-231, donde no se observan diferencias
significativas entre los tiempos de tratamiento, es decir, la muerte celular es independiente

del tiempo de aplicacion del tratamiento.

MDA-MB-231
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. /-/./
[
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x 07 T 48 h
20 J_
O T |l
20 Co&rol 0,01 0,05 0,1 0,5 1 5
Concentraciéon (mg EAG/mL)

Figura 31. Comparacién de la curva dosis-respuesta de la linea celular MDA-MB-231 con
tratamiento de 24 y 48 h con concentraciones de 0.01, 0.05. 0.1, 0.5, 1 y 5 mg EAG/mL de
extracto acuoso de fruto de C. loniceroides.

Igualmente, se construy6 la curva de dosis respuesta para la linea celular MCF10A, linea
utilizada como control negativo (no cancerosa), a 24 y 48 h de tratamiento, como se

muestra en las Figura 32 yFigura 33.
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Figura 32. Perfil de muerte celular de la linea MCF10A después de 24 h de tratamiento

con diferentes concentraciones de extracto liofilizado de fruto rojo de C. loniceroides (CLsg

= 0.5964 mg EAG/mL).
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Figura 33. Perfil de muerte celular de la linea MCF10A después de 48 h de tratamiento

con diferentes concentraciones de extracto liofilizado de fruto rojo de C. loniceroides.

Por ultimo, en la Figura 34, se muestra la grafica comparativa de los dos tiempos de

tratamiento aplicados a MCF10A, en donde se puede apreciar que a 24 h de tratamiento,
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la sobrevivencia celular se mantiene constante en 20% de muerte celular hasta 0.5 mg

EAG/mL.

MCF10A
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Figura 34. Comparacion de la muerte celular ocurrida en la linea celular MCF10A después
de 24 y 48 h de tratamiento con concentraciones de 0.01, 0.05. 0.1, 0.25, 0.5, 1y 5 mg
EAG/mL de extracto acuoso de fruto de C. loniceroides.

A continuacion, la figura 35 muestra el comportamiento de muerte de las lineas celulares
después de 24 h de tratamiento, donde se puede apreciar que las lineas cancerosas son

mas sensibles al tratamiento con el extracto, ya que necesitan menores concentraciones

de extracto para obtener mayor muerte celular.
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Figura 35. Muerte de las lineas celulares estudiadas después de 24 h de tratamiento a
diferentes concentraciones de extracto de fruto de C. loniceroides.

A manera de resumen, la Tabla 8 muestra la concentracion letal media (CLso) de las

lineas celulares después de 24 h de tratamiento.

Tabla 8. Concentracion letal media de las lineas celulares estudiadas.

Linea celular Concentracion letal media (CLs) (ug EAG/mL)

MCF 7 26.4
MDA-MB-231 45
MCF10A 59.6

El extracto ocasiond muerte celular sobre las dos lineas de cancer de mama, de las

cuales, la linea MCF7 es mas sensible, es decir, reacciona ante una menor concentracion,
con una CLsy de 26.4 ug EAG/mL, mientras que la linea MDA-MB-231 es mas resistente
con una ClLsy de 45 ug EAG/mL, ya que la linea MDA-MB-231 es fisiolégicamente mas

resistente.

El cAncer de mama es una enfermedad heterogénea donde su clasificacién se basa en el

tipo histolégico, el grado del tumor, el estado del nodo linfatico y la presencia de

marcadores como receptor de estrogenos (ER), el receptor del factor de crecimiento
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epidermal humano 2 (HER2), receptor de progesterona, de manera que se pueden
clasificar en luminal A, luminal B, basal, baja claudina y HER2. De acuerdo a sus
caracteristicas, cada subtipo tiene distinta prognosis y respuesta al tratamiento. En el
caso de las luminal A y B son tratables con terapia hormonal, como en el caso de MCF7,
gue pertenece al grupo luminal A, que generalmente responde a la quimioterapia. De
manera similar el grupo de lineas celulares perteneciente a HER2 son candidatos

potenciales a la terapia con trastuzumab (Holliday y Speirs, 2011).

En ausencia de blancos terapéuticos reconocidos, los tumores basales son dificiles de
tratar, son mas agresivos y generalmente hay una pobre prognosis. Cuando se presenta
la falta de expresion de ERa, receptor de progesterona y HER2 se conoce como triple
negativo (Holliday y Speirs, 2011), tal es el caso de la linea celular MDA-MB-231, que al
ser triple negativo quiere decir que es mas resistente a los tratamientos y facilmente
invade otros tejidos (metastasis), por lo que resulta alentador que en el presente estudio
ocurra la muerte de ésta linea celular con menor concentracion de extracto en el medio de

cultivo de lo requerido para ocasionar la muerte de la linea MCF10A no cancerosa.

De acuerdo a la figura 35, si se aplica un tratamiento con extracto a 0.1 mg EAG/mL, se
tendra mas de un 60% de muerte celular en las lineas cancerosas MCF7 y MDA-MB-231,

mientras que en el caso de MCF10A se provoca el dafio de sélo el 20% del cultivo.

Tomando como referencia los trabajos de otros autores con el uso y aplicacién de
extractos naturales para estudiar la muerte de cultivos celulares de cancer, se encontrd
que Barrajon y col. (2010) investigaron la actividad antioxidante y efecto citotéxico del
extracto acuoso de Cistaceae spp en las lineas celulares de cancer de mama SKBr3,
MCF-7 y JIMT-1 y encontraron que la concentracion letal media (CLs) se encontrd entre
0.53 y 16 mg/mL, concentracién mayor comparada con la que se requiere del extracto
acuoso de C. loniceroides para lograr el mismo porcentaje de muerte celular (Barrajon-
Catalan, 2010).

Nisa y col. (2013), mencionan que el caracter anfifilico de los compuestos fendlicos
permite su interaccion con las membranas celulares, lo que podria provocar el efecto
inhibitorio en su crecimiento, ya que es posible que los componentes del extracto crudo
crucen la membrana, interaccionen con enzimas y proteinas de la misma y produzcan un

flujo de protones hacia el exterior de las células lo que provoca cambios en las células y

62



Resultados y discusion

su posterior muerte (Nisa, 2013; Moghadam, 2010). Por otro lado, otros compuestos
antioxidantes, los taninos, tienen la habilidad de unirse, formar complejos y precipitar
proteinas lo que puede modificar las caracteristicas del medio de cultivo y el metabolismo
celular (Sergent, 2012).

7.3.3 Evaluacion de actividad mitocondrial.

Se evalu6, como indicativo de citotoxicidad, la actividad mitocondrial de las lineas MCF7,
MDA-MB-231 y MCF10A por medio de la medicidn de la reduccién de sales de tetrazolio
por medio del CellCounting Kit-8. Este experimento permiti6 determinar la actividad
mitocondrial y la viabilidad celular de los cultivos por medio de la reduccién de la sal de

tetrazolio, de acuerdo al principio que se ilustra en la Figura 35.

electron mediator WST-8

reduced form X colorless
electron mediator WST-8 formazan

subsryales\ / NAD

dehydrogenases
cell 4\ NADH

O

Figura 35. Principio de deteccion de viabilidad celular por medio de la reduccién de sal de
tetrazolio a sal de formazan (color anaranjado), detectable a 450 nm.

En la Figura 36 se muestra la actividad mitocondrial de las lineas celulares MCF7, MDA-
MB-231 y MCF10A.
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Resultados y discusion

Actividad mitocondrial

1,4 -
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Figura 36. Curvas comparativas de actividad mitocondrial en las tres lineas celulares
estudiadas a diferentes concentraciones de extracto de fruto de C. loniceroides.

La pendiente de la curva de viabilidad indica la sensibilidad de cada linea celular al
tratamiento recibido. Se observa que la linea celular MCF7 es significativamente mas
sensible que MDA-MB-231, lo cual concuerda con la CLs, calculada previamente. La linea
MCF10A mostré la menor pendiente, con lo que se corrobora la mayor resistencia de esta

linea celular al tratamiento con extracto de muérdago.

Este estudio fue el primer reporte acerca de los fitoquimicos y la actividad biolégica de los
extractos de fruto de C. loniceroides. Son necesarias futuras investigaciones para
determinar mecanismos de accién y bioactividad in vivo del extracto para sugerir el uso de

esta planta como coadyuvante en terapias contra el cancer.
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Conclusién

8. Conclusion.

El fruto de C. loniceroides presenta flavonoides, taninos, alcaloides,
leucoantocinidinas, hidroxilos fendlicos y aminoacidos libres en sus tres estados
de madurez. Sin embargo, el fruto rojo contiene la mayor concentracién de
polifenoles totales y flavonoides (52.6 + 1.47 mg eq. AG/g y 230 ug egrut/g,
respectivamente). El fruto verde contiene la mayor concentracién de taninos
condensados (33.1 mg eq. Cat/g), hidrolizables (1.163 mg eq AE/g) y alcaloides
(893 + 7 pg/qg).

El fruto contiene una baja concentracién de proteinas: el fruto senescente presentd
32.88 + 0.21 mg/g, seguido del verde (24.17 £ 1.63 mg/g) y del rojo (17.2 £ 2.10
mg/g). La fraccibn proteinica que se aisl6 en mayor concentracion fueron
albuminas (11.97 mg/g en el fruto verde, 5.9 mg/g en el rojo y senescente), estas
muestras revelaron en el gel de electroforesis SDS-PAGE bandas con pesos
aproximados de 60, 50 y 35 kDa en todas las extracciones de los tres estados de
madurez. Ademas el extracto acuoso del fruto verde presenté actividad proteolitica
a pH 8 y 50°C, por lo que no se llevé a cabo hidrélisis de las proteinas durante el
almacenamiento del fruto.

El extracto acuoso de fruto rojo provoco la muerte celular de las lineas MCF7 con
una ClLsg de 26.4 pg/mL, MDA-MB-231 (45 pg/mL) y MCF10A (59.64 ug/mL)
utilizada como control negativo, siendo ésta Ultima la mas resistente al tratamiento
después de 24 h de incubacion con el extracto de fruto de muérdago, demostrada
ademas por la actividad mitocondrial.

Un extracto acuoso del fruto rojo de Cladocolea loniceroides que contiene
polifenoles, flavonoides, taninos y alcaloides, es capaz de disminuir la viabilidad in
vitro de distintas lineas celulares de cancer de mama, sin afectar

significativamente células no cancerosas.
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Apéndices

APENDICE A

PREPARACION DE REACTIVOS PARA MARCHA FITOQUIMICA

Reactivo de Kedde.

o Solucion 1: Acido 3,5 dinitrobenzoico al 2% en metanol.

o Solucién 2: Hidréxido de potasio al 5.7% en agua.
Reactivo de Draggendorf. En matraz, disolver 8g de nitrato de bismuto
pentahidratado con 20mL de acido nitrico (30%). En otro matraz, 27.2g de yoduro
de potasio con 50mL de agua. Mezclar ambas soluciones y dejar reposar por 24 h.
Decantar y separar los cristales de nitrato de potasio y aforar a 100 mL.
Reactivo de Meyer: 13.6 g de cloruro de mercurio en 60mL de agua. En otro
matraz, 5g de yoduro de potasio en agua. Mezclar soluciones y aforar a 100 mL.
Reactivo de Valser. 10 g de yoduro de potasio y 5g de yoduro de mercurio Il en
100 mL de agua destilada. Dejar reposar vy filtrar.
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Apéndices

APENDICE B

CURVA ESTANDAR DE ACIDO GALICO PARA LA CUANTIFICACION DE
POLIFENOLES TOTALES.

En la tabla A se muestran las concentraciones de &acido gdlico utilizadas para la
elaboracion de la curva estandar para la determinacion de polifenoles totales en los
extractos de fruto de muérdago. Asimismo, en la figura A se muestra la curva de acido
galico (mg/L) versus absorbencia a 765 nm, de la cual se obtuvo la ecuacién de la recta

para la determinacion de polifenoles en equivalentes de acido galico.

Tabla A. Concentracion de acido gélico y absorbencia a 765 nm.

Concentracion Absorbencia

(mg/L) (765 nm)
25 0,107 £ 0.0015
50 0,219 + 0.0055
100 0,441 + 0.0072
150 0,677 £ 0.0025

200 0,898 + 0.0098

y =0,0045x - 0,0042
R?=0,9999

Absorbencia (765 nm)
o
'S

100 150 200 250
Concentracién (mg/L)

50

Figura A. Curva estandar de acido gélico para determinacion de polifenoles totales.
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Apéndices

APENDICE C
CURVA ESTANDAR DE RUTINA PARA LA CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES.

En la tabla B se muestran las concentraciones de rutina utilizadas para la elaboracién de
la curva estdndar para la determinacion de flavonoides en los extractos de fruto de
muérdago. Asimismo, en la figura B se muestra la curva de rutina (mg/L) versus
absorbencia a 510 nm, de la cual se obtuvo la ecuacién de la recta para la determinacion

de flavonoides en equivalentes de rutina.

Tabla B. Concentracion de rutina y absorbencia a 510 nm.

Concentracién Absorbancia

(mg/mL) (510nm)
0 0
0.1 0.202
0.2 0.351
0.3 0.521
0.4 0.622
0.5 0.754
0,9
0,8
n 0,7 y = 1,4857x + 0,0369
§ 0,6 Rz = 0,9894
205
o
.'E 0,4
603
3
< 0,2
0,1
o0&
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentraciéon (mg/mL)

Figura B. Curva estandar de rutina para determinacion de flavonoides.
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Apéndices

APENDICE D

CURVA ESTANDAR DE CATEQUINA PARA LA CUANTIFICACION DE TANINOS
CONDENSADOS.

En la tabla C se muestran las concentraciones de catequina utilizadas para la elaboracion
de la curva estandar para la determinacion de taninos condensados en los extractos de
fruto de muérdago. Asimismo, en la figura C, se muestra la curva de catequina (mg/L)
versus absorbencia a 500 nm, de la cual se obtuvo la ecuacién de la recta para la

determinacion de taninos condensados.

Tabla C. Concentracion de catequina y absorbencia a 500 nm.

Concentracion Absorbencia

(ppm) (500nm)
100 0.196 + 0.005
200 0.348 + 0.007
400 0.613 +£0.030
500 0.722 £ 0.049
600 0.831 +£0.039
800 1.019 + 0.023
1000 1.16 + 0.005

1,4
T 12
=4
8 1
2
& 038
o
g 0,6
27 y = 0,0011x + 0,1454
S04 R?=0,9833
w
202

0
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion catequina (ppm)

Figura C. Curva estandar de catequina para la determinacion de taninos condensados.

77
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APENDICE E.

CURVA ESTANDAR DE ACIDO ELAGICO PARA LA CUANTIFICACION DE TANINOS
HIDROLIZABLES.

En la tabla D se muestran las concentraciones de &cido eldgico utilizadas para la
elaboracion de la curva estdndar para la determinacién de taninos hidrolizables en los
extractos de fruto de muérdago. Asimismo, en la figura D, se muestra la curva de &cido
elagico (ppm) versus absorbencia a 368 nm, de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta

para la determinacién de taninos hidrolizables.

Tabla D. concentracion de &cido elagico y absorbencia a 368 nm.

Concentracién Absorbencia

(ppm) (368 nm)
4 0,179
8 0,409
12 0,568
16 0,789
20 0,991

o =
o LN

y =0,0501x - 0,014

Absorbencia (368nm)
o
Ee)

04 R?=0,9977
0,2
0
0 5 10 15 20 25

Concentracion (ppm)

Figura D. Curva estandar de acido eldgico para la cuantificacion de taninos hidrolizables.
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APENDICE F.

CURVA ESTANDAR DE NITRATO DE BISMUTO PARA LA CUANTIFICACION DE
ALCALOIDES.

En la tabla E se muestran las concentraciones de nitrato de bismuto utilizadas para la
elaboracion de la curva estandar para la determinacién de alcaloides en los extractos de
fruto de muérdago. Asimismo, en la figura E, se muestra la curva de nitrato de bismuto
(ppm) versus absorbencia a 435nm, de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta para la

determinacién de alcaloides.

Tabla E. concentraciéon de nitrato de bismuto y absorbencia a 435 nm.

Concentracion Absorbencia

(ppm) (435nm)
100 0.088 + 0.001
200 0.235 + 0.004
400 0.510 +£ 0.003
500 0.652 + 0.001
600 0.790 + 0.009
800 1.072 + 0.008
1000 1.367 £ 0.021

1,5

S
c
un
g 1
o
(8]
[ =
805 y = 0,0014x - 0,0532
g R?=0,9999
]
<

0

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion (ppm)

Figura E. Curva estandar de nitrato de bismuto para la cuantificacion de alcaloides.
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APENDICE G

CUANTIFICACION DE NITROGENO TOTAL Y PROTEINA CRUDA POR EL METODO
DE KJELDAHL (NO. 2.049, AOAC, 2000).

El nitrégeno es el elemento quimico que permite diferenciar a las proteinas de grasas y
carbohidratos, sin embargo, la fraccién proteinica de una muestra no es la Unica fuente de
nitrégeno, ya que puede venir de péptidos, aminoacidos libres y compuestos nitrogenados
ni proteinicos. El contenido de nitrégeno en una muestra, es convertido en sales de

amonio por digestién de la muestra con acido sulflrico concentrado.

Se colocaron 0.15 g de muestra o0 3 mL de muestra liquida con 0.8 g de catalizador
(CuS04K,S0, (1:9)) y 3 mL de H,SO, en un matraz Kjeldahl. Se realizé la digestiéon de la
muestra hasta no desprender humo bajo una campana de extraccién. Una vez terminada
la digestion, se transfirid la muestra a un destilador microkjaldahl con 5 mL de agua,
posteriormente se agregaron 15 mL de NaOH al 40% y para recibir la destilacion se
colocd un vaso con 10 mL de HsBO; al 2% con 3 gotas de rojo de metilo y azul de

metileno como indicadores. Terminada la destilacion, se tituld la muestra con HCI 0.01N.

El contenido de nitrégeno en la muestra se obtuvo por la siguiente férmula:

mlL de HCl gastados en la muestra
%N = W x meq N x Ny x 100

Y el contenido de proteina cruda se calculé multiplicando el contenido de nitrégeno por el
factor 6.25:

% proteina cruda = %N x 6.25

Donde:

meq N: miliequivalentes de nitrégeno.

Nucr: normalidad del acido clorhidrico.

%N: porcentaje de nitrégeno.

W: peso o volumen de la muestra.
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APENDICE H

CURVA ESTANDAR DE BRADFORD PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINA
ADHERIDA A COLORANTE

La tabla F, muestra las concentraciones de albimina sérica bovina utilizada como
referencia para la construccion de la curva estandar para la cuantificacion de proteinas
por el método de Bradford. Asimismo, en la figura F se muestran los resultados con la

ecuacion de la recta utilizada para la evaluacion cuantitativa de proteinas.

Tabla F. concentracion de albumina sérica bovina y absorbencia a 595 nm.

Concentracion Absorbencia

(mg) (595 nm)

10 0,216 £ 0.030

20 0,385 + 0.032

30 0,486 = 0.040

40 0,698 + 0.041

50 0,83 £ 0.049
0,9
0,8
€ 0,7

c
& 0,6
n
E 0,5
§ 0,4
§ 0,3
-<° 0,2
0,1
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentracién (mg)

Figura F. Curva estandar de albumina para la determinacion de proteina verdadera

adherida a colorante.
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APENDICE |

SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DE GELES DE ELECTROFORESIS SDS-
PAGE

La tabla G muestra las soluciones stock para la preparacion de geles de electroforesis
SDS-PAGE.

Tabla G. Soluciones para la preparacion de SDS-PAGE.

Solucién Tris (M) Glicina (g/L) pH SDS (%)
Tris-HCI 0.5 - 6.8 ° -
Tris-HCI 15 - 8.8° -
Buffer de corrida 15 (g/L) 72 8.3 0.5
SDS - - - 10
Mezcla de acrilamida-bisacrilamida % acrilamida (p/v) % bisacrilamida (p/v)
30% T% 2.67%C° 29.2 0.8

a. %concentracion de acrilamida y bisacrilamida.
b. %concentracion de entrecruzamiento de acrilamida-bisacrilamida.

c. Ajustar el pH con HCI concentrado.
La tabla H muestra la composicion de los geles de electroforesis SDS-PAGE.

Tabla H. Composicién de los geles de electroforesis SDS-PAGE.

Solucién o reactivo Gel concentrador Gel de separacion
(4%) (12%)
Agua desionizada 6.1 mL 3.5mL
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 2.5 mL -
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 - 2.5mL
SDS 10% 100 pL 100 pL
Solucion de acrilamida-bisacrilamida 1.3mL 4 mL
(30%T, 2.67% C)
Persulfato de amonio (10%) a 75 pL 75 pL
TEMED 15 pL 8 uL

a. Preparar el mismo dia.

La tabla | muestra la composicién del buffer de muestra para electroforesis SDS-PAGE.
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Tabla |I. Composicion del buffer de muestra.

Solucion o reactivo Volumen (mL)
Agua desionizada 4
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1
Glicerol 0.8
SDS 10% 1.6
2-B-mercaptoetanol 0.4
Azul de bromofenol 0.05% (p/v) 0.2
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APENDICE J

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium). Gibco 31053-028.
Suplementos:
Piruvato de sodio. Gibco 11360-070.
L-glutamina. Gibco 25030-081.
Antibiético (Pen-strep). Gibco 15140-122.
MEM NEAA (Non essential amino acids). Gibco 11140.

Suero fetal bovino. Gibco 16000-044.

Tabla H. Protocolo de preparacién de medio de cultivo para linea celular MCF10A:

Suplemento Volumen
L-glutamina 5mL
MEM NEAA 5mL
Antibiético (Pen-Strep) 5mL
Piruvato 5mL
Suero fetal bovino 50 mL
Hidrocortisona (FlebocortidJanssen-Cilag) 4 uL
Insulina 600 uL
Factor de crecimiento 5L
70.609 mL
HAM 12 (1 parte) 107.347 mL
DMEM (3 partes) 322.044 mL
429.391 mL
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APENDICE K
METODOLOGIA DE KIT CCK-8

En placas de 96 pozos se sembraron 100 yL de suspension celular con 10,000
células/pozo y la placa se mantuvo en incubacion por 48 h a 37°C y 5% de CO..
Se sustituy6 el medio de cultivo, por los tratamientos a diferentes concentraciones
de extracto acuoso de fruto.

Después de 48 h de tratamiento, se afiadieron 10 uL de solucién CCK-8 en cada
pozo.

Incubacioén por 1 h.

Medir la absorbancia a 450 nm en lector de microplacas.

Se construyd una curva de las diferentes concentraciones de extracto con CCK-8
para evitar la interferencia de los tratamientos en la lectura de la placa.
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APENDICE K
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