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Resumen

Desde la antigledad el ser humano ha conocido y utilizado las plantas para
distintas actividades como la produccion de medicinas debido a sus propiedades
funcionales han sido parte de la medicina tradicional. Los avances en fitoquimica han
permitido extraer compuestos de interés clinico, utilizados de manera especifica

contra enfermedades como el cancer.

El cancer es considerado un problema de salud publica y debido a la limitacién
de las terapias dirigidas a disminuir los efectos negativos de esta enfermedad y la
busqueda de nuevas sustancias en matrices poco estudiadas de los frutos es una
alternativa interesante pues tiene un gran numero de metabolitos con posible

potencial farmacologico.

El saramuyo y el caimito han estado presentes en la medicina tradicional,
utilizando diversas partes de la planta como las hojas, las semillas y las cascaras que
ayudan a combatir distintas enfermedades como la diabetes y el cancer. El presente
estudio tuvo como objetivo el evaluar el efecto antiproliferativo de los extractos
metandlicos de céscaras de saramuyo y caimito en lineas celulares cancerosas de
MCF-7, MCF-7/Vin*, HCT-15, HCT-116 y HelLa. Los analisis fitoquimicos indican que
los extractos metandlicos contienen una gran cantidad de compuestos fendélicos que
han reportado actividad antiproliferativa. Los analisis de sulforodamina B (SRB)
indican que los extractos de saramuyo exhiben actividad citotoxica (<20 pug/ml) frente

a células HCT-116, HCT-15 y HelLa, mientras que una combinacion 50:50 v/v de
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extractos exhibe un efecto sinérgico en HCT-116 y MCF-7. Mediante el ensayo de
CCK-8 se determiné que el extracto de saramuyo en concentracion de 50 pg/ml
exhibe un efecto antiproliferativo significativo (p=0.003) en el grupo EXTRACTO
respecto al NT a las 72 horas de exposicion en lineas celular HeLa, mientras que una
combinacion 50:50 v/v en la misma concentracion exhibe solo efecto antiproliferativo
en el grupo EXTRACTO respecto al NT, desde las 48 horas (p=0.01) hasta las 72

horas (p=0.002) en la linea celular HCT-116.

En conclusién, los extractos metandlicos de saramuyo y caimito presentan
metabolitos que han sido descritos como los principales causantes de la actividad
antiproliferativa, ademas los estudios de SRB rebelan que los extractos poseen
actividad citotéxica ademas de exhibir un efecto sinérgico en combinacion 50:50 v/v.
Se concluye también gque los extractos de saramuyo muestra efecto antiproliferativo
significativo en la linea celular HeLa a las 72 horas de exposicién, mientras que la
combinacion 50:50 v/v muestra efecto antiproliferativo significativo en la linea celular

HCT-116 desde las 48 horas de exposicion.
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Abstract

Since ancient times the human being has known and used plants for different
activities such as the production of medicines due to their functional properties have
been part of traditional medicine. Advances in phytochemistry have allowed the
extraction of compounds of clinical interest, specifically used against diseases such

as cancer.

Cancer is considered a public health problem and due to the limitation of therapies
aimed at reducing the negative effects of this disease and the search for new
substances in poorly studied matrices of fruits is an interesting alternative because it

has many metabolites with possible pharmacological potential.

The saramuyo and the caimito have been present in traditional medicine, using
different parts of the plant such as leaves, seeds and peels that help to fight different
diseases such as diabetes and cancer. The objective of the present study was to
evaluate the antiproliferative effect of the methanolic extracts of saramuyo and
caimito peels in cancer cell lines of MCF-7, MCF-7 / Vin *, HCT-15, HCT-116 and
HelLa. Phytochemical analyzes indicate that methanolic extracts contain many
phenolic compounds that have reported antiproliferative activity. Sulforhodamine B
(SRB) analyzes indicate that saramuyo extracts exhibit cytotoxic activity (<20 ug/ml)
against HCT-116, HCT-15 and HelLa cells, whereas a 50:50 v/v combination of
extracts exhibits a synergistic effect on HCT-116 and MCF-7. Using CCK-8 assay, it
was determined that the saramuyo extract at a concentration of 50 ug/ml exhibited a

significant antiproliferative effect (p = 0.003) in the EXTRACT group compared to the
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NT at 72 hours of exposure in HeLa cell lines, whereas a combination 50:50 v / v in
the same concentration exhibits only antiproliferative effect in the EXTRACT group
with respect to NT, from 48 hours (p = 0.01) to 72 hours (p = 0.002) in the cell line

HCT-116.

In conclusion, the methanolic extracts of saramuyo and caimito present metabolites
that have been described as the main cause of the antiproliferative activity, in addition
the SRB studies reveal that the extracts have cytotoxic activity in addition to exhibiting
a synergistic effect in combination 50:50 v/v. It is also concluded that the saramuyo
extracts show a significant antiproliferative effect in the HelLa cell line at 72 hours of
exposure, while the 50:50 v/v combination shows a significant antiproliferative effect

in the HCT-116 cell line from 48 hours after exposition.
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1. Introduccién

1.1 Las plantas y el ser humano

Desde la antigledad el ser humano ha conocido y utilizado las plantas para
distintas actividades como la produccion de alimentos, vestido, refugio y medicinas
por mencionar algunos usos. Las plantas gracias a sus propiedades funcionales son
parte de la medicina tradicional. Esta actividad se basa en el uso de plantas que
tienen la capacidad de disminuir, aliviar o curar enfermedades. El término de
medicina tradicional ha evolucionado hasta ser reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud y establece que la Medicina Tradicional y Complementaria
(MTC) incorpora la suma de conocimientos, técnicas y practicas fundamentales en
las teorias, creencias y experiencias propias de las culturas y que se utilizan para
mantener la salud, prevenir, diagnosticar y mejorar o tratar trastornos fisicos y/o
mentales (OMS, 2013). Las actividades relacionadas a la MTC y sus conocimientos
han pasado de generacion en generacion transmitiéndose con el uso, preparacion y
extraccion de los principios activos que estas plantas ofrecen (Balunas y Kinghorn,

2005).

Historicamente las terapias a base de plantas (fitoterapia) han utilizado
productos como tinturas, compresas, polvos, decocciones, macerados o infusiones
como métodos de extraccion y formas de uso de los compuestos activos. Se estima
que cerca del 80% de las personas en paises en vias de desarrollo usan la medicina
tradicional como fuente primaria de medicamentos (Schlaepfer y Mendoza-Espinoza,

2010).



Gracias a los avances en botéanica, fitoquimica, farmacologia y toxicologia, el
conocimiento tradicional puede ser verificado, revalorado y empleado de manera mas
eficiente al extraer compuestos de interés clinico, que pueden ser utilizados de

manera especifica contra enfermedades como es el cancer.

1.2 Cancer

El cancer se define como una hiperplasia patologica, en la que las células
adquieren la capacidad autbnoma de dividirse de manera aberrante e incontrolada,
creando masas de tejido desordenado y que puede adquirir la capacidad de invadir y
migrar hacia nuevos tejidos; comparten ademas diversas caracteristicas en comun:
desregulacion del ciclo celular e incapacidad de responder a sefiales de muerte
programada (apoptosis) Adquiriendo asi su inmortalizacién (Hanahan y Weinberg,
2000). Ademas, existen caracteristicas que permiten identificar a una célula con un
fenotipo canceroso de la que no lo es como: autosuficiencia de sefiales de
crecimiento, la incapacidad de responder a sefales antiproliferativas, la promocién
de la angiogénesis, la desregulacién en la obtencion de energia, la evasion del
sistema inmune, la promocién de un estado proinflamatorio y una gran inestabilidad
gendmica (Hanahan y Weinberg, 2011). La aparicién de estas caracteristicas juega
un papel importante durante el inicio, la progresion y agresividad de los distintos tipos
de cancer y son de vital importancia en el desarrollo e implementacion de terapias

gue ayuden a contrarrestar esta enfermedad.



A nivel mundial solo en 2012 se presentaron 14 millones de casos y 8.2 millones
de defunciones en personas que padecieron cancer. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) sefiala que los canceres mas diagnosticados son de pulmén, higado,
estbmago, mama, esoéfago, colon y recto, mientras que, por género los casos mas
diagnosticados para mujeres son: el de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y
estbmago, en cambio para hombres son: el de prostata, pulmoén, higado, estobmago,

colon y recto (OMS, 2015).

A nivel nacional se observd en el 2014 que dos de cada diez hombres
presentaron algun tipo de cancer relacionado con érganos digestivos, mientras que
en mujeres tres de cada diez presentaron cancer de mama. Es de resaltar que
durante este mismo afio el cancer de 6rganos digestivos fue causal de 33 muertes de
cada 100 mil casos diagnosticados, en tanto que para las mujeres el cancer de
mama fue causa de muerte de 15.4 de cada 100 mil casos diagnosticados (INEGI,

2017).

Por lo anterior, este grupo de enfermedades por sus efectos negativos en en la
salud, son blanco de investigacion y creacion de nuevos medicamentos dirigidos a

ayudar a eliminar o disminuir los efectos negativos.

1.2.1 Diagnéstico

El diagndstico del cancer se da en general como resultado de la presencia de
alguno de los sintomas asociados a los distintos canceres, como cambios en la piel,
cambios en la forma de las mamas y cambios en la piel de las mismas, ronquera o

tos persistente, cambios en la motilidad intestinal y/o problemas al defecar u orinar,



dificultad para aceptar y digerir alimentos, aumento o disminucién de peso sin razén
aparente, hemorragias, debilidad o fatiga a lo largo del dia, entre otros sintomas
(NCI, 2018). Con frecuencia el paciente puede confundir dichos sintomas como algo
sin importancia; sin embargo, como se sabe el cancer en etapas muy tempranas no
produce ninguna dolencia o sintoma aparente, es por ello por lo que cuando se
presenta uno o mas de estos sintomas en general es porque el cancer ha avanzado

pudiendo incluso ser detectado en etapas muy tardias.

El diagnostico en cualquiera de las etapas puede derivarse de la sospecha de
cancer por la exploracion o estudios previos que siguieran su presencia, el medico a
cargo puede ordenar estudios profundos por imagenologia en el cual el objetivo es
buscar posibles lesiones con sospecha cancerosa, el nimero posible de las mismas
y las zonas. Estos estudios comprenden la tomografia computarizada (TC), la
exploracién nuclear mediante marcadores radioactivos, la ecografia, la resonancia
magnética (RM), la tomografia por emisién de positrones (TEP) o bien por rayos X

(NCI, 2018).

En cuanto se ha detectado una posible lesidon o zona con sospecha de céncer, el
médico puede ordenar estudios de biopsia cuya finalidad es extraer una pequefia
porcién del tejido para posteriormente ser analizada en un laboratorio con técnicas
de marcaje especifico a marcadores tumorales (NCI, 2018). En todos los casos,
ambas técnicas tanto las de imagenologia como las biopsias son de vital importancia

para el diagndstico, estadificacion y el tratamiento.



1.2.2 Tratamiento

En la actualidad se cuentan con distintos métodos para combatir el cancer, sin
embargo, el tipo de tratamiento al que se tiene acceso depende en gran medida del
tipo de céancer, su localizacion y sobre todo la etapa de la enfermedad. Los
tratamientos comprenden desde la cirugia con el fin de remover o extirpar el tumor
canceroso, con el fin de curar o bien reducir la expansion de éste. La radioterapia
gue se basa en el uso de radioisétopos con la capacidad para destruir las células con
una alta taza proliferativa, entre ellas las cancerosas y terapias donde se utilizan
compuestos citotdxicos que de igual manera causan la muerte de células con alta

taza replicativa (NCI, 2018).

En este contexto, el uso de quimioterapéuticos en combinacion con cirugia sigue
siendo la opcion mas utilizada para el tratamiento del cancer. Los compuestos
usados en quimioterapia pueden clasificarse en compuestos alquilantes como la
ciclofosfamida que dafian directamente el ADN celular provocando la muerte de la
misma, los compuestos que alteran directamente enzimas implicadas en la sintesis
de DNA o RNA como el metotrexato, antibidticos antitumorales que interfieren en la
sintesis de DNA y que ademas favorecen la formacién de radicales libres en la célula
como la doxorrubicina y blogqueadores de marcadores de diferenciaciéon que

desencadenan la muerte por apoptosis como el rituximab (Chabner et al., 2007).

1.3Las plantas como fuentes de principios activos

Existen diversas plantas de las cuales se han aislado compuestos de interés

biolégico o médico como analgésicos (morfina), antihipertensivos (reserpina) o bien



compuestos como la mangiferina aislada de Mangifera indica, que en diversos
estudios ha presentado actividad antilipogénica (Jyotshna et al., 2016),
antiangiogénica y apoptotica (Nufiez-Selles et al., 2016).

Sin embargo, la lista de plantas que poseen metabolitos de interés crece
diariamente y a pesar de que la investigacion se ha centrado principalmente en
hojas, raices, flores o bien el conjunto de ellas, es importante dirigir la investigacion a
otros 6rganos vegetales como las frutas y sus distintas estructuras, tales como las
cascaras (epicarpios), de las cuales también se han aislado compuestos interesantes
como las procianidinas (Li et al., 2012) aisladas del pericarpo de Litchi chinensis
Sonn que han demostrado tener propiedades antioxidantes (Maldonado et al., 2005),
asi como actividad hipoglucemiante (Lu et al., 2011); la galocatequina aislada de
Musa sp. que es el compuesto antioxidante mas abundante en la cascara del fruto
del platano (Blasco-Lépez y Gomez-Montafio, 2014).

Los primeros compuestos antineoplasicos aislados de plantas fueron los
alcaloides de Catharanthus roseus en los que se encuentran la vinblastina,
vincristina, vindesina y vinorrelbina, que detienen el crecimiento de las células al
impedir la formacién de microtubulos, lo que imposibilita la divisién celular y por tanto
desencadena la muerte celular. Otros compuestos antineoplasicos fueron aislados de
Taxus brevifolia de los que destaca el paclitaxel y docetaxel cuyo mecanismo de
accion es unirse a la subunidad beta de la tubulina, estabilizando esta union; como
consecuencia, durante la division celular los microtibulos no pueden separarse, o
gue causa la muerte celular por apoptosis (Gurib-Fakim, 2006; Ramawat, Dass y

Mathur, 2009) y en Ultima instancia los compuestos como las epipodotoxinas



aisladas de Podophyllum peltatum como el tenipdsido, etoposido y las camptotecinas
aisladas de Camptotheca acuminata como la camptotecina, topotecan y rinotecan
que inhiben la accion de la Topoisomerasa |l desencadenando asi una topologia
aberrante en el ADN, lo que a su vez desencadena la muerte de la célula en division
(Johnson, 1968; Yang et al.,, 1985; Malikov y Yunusov, 1997; Haaz et al., 1998;

Rosing et al., 1998; Santos et al., 2000 Newman y Cragg, 2007; Newman, 2008).

Frutas como el saramuyo (Annona squamosa L.) y el caimito (Chrysophyllum
cainito L.) son cultivadas y comercializadas al sur de México, principalmente en la
peninsula de Yucatan y ademas de consumirlas como fruta, también son parte de la

medicina tradicional de la region (Alves et al., 2008).

2. Antecedentes

A nivel mundial el saramuyo y el caimito han estado presentes en la medicina
tradicional, utilizando diversas partes de la planta como las hojas, las semillas y los

propios frutos, que ayudan a combatir distintas enfermedades.

En 2012 Chen y colaboradores demostraron que los compuestos policétidos
como las acetogeninas presentes en los extractos de semilla de saramuyo presentan
actividad antitumoral significativa contra células MCF-7 y HepG2 comparadas contra
otras como células HelLa y células de carcinoma pulmonar humano (A-549) (Chen et

al., 2012).

En 2014 Anzanelo-Meira y colaboradores demostraron por primera vez que el

extracto crudo de la fraccion metandlica de hojas de caimito presentan actividad anti



hipersensitiva y antinfamatoria en un modelo murino. En este mismo afo
investigadores mexicanos reportaron la actividad antioxidante de las cascaras de tres
frutas tropicales en las que se incluyo el caimito y dos variedades de anacardo

(Anacardium occidentale) (Moo-Huchin, et al., 2014).

En 2015, Ibrahim, Hassan y Al-Adham estudiaron el efecto antiinflamatorio de los
extractos acuosos de las hojas de saramuyo en un modelo animal de colitis ulcerosa
inducida. Estos estudios reportaron que la administracion oral de 300 mg/kg de
extracto durante 4 semanas disminuye de manera significativa los efectos de la
induccion de colitis mediante &cido acético, disminuyendo los niveles de
malondialdehido (MDA) en el colon, aumentando los niveles de glutation (GSH) asi
como de las enzimas catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPX) comparados con
el grupo testigo. En 2015, Li-Mei y colaboradores también reportaron actividad
antihipertensiva de las fracciones acuosas y alcohdlicas de la pulpa de caimito en

modelos in vivo e in vitro.

En 2016. Chen y colaboradores demostraron que el aceite esencial de las
semillas de Annona squamosa L. por administracion oral, presentaba actividad
antitumoral inhibiendo el crecimiento de células tumorales Hz2 de ratén en un 53.54%
y ademas disminuyendo de manera significativa la expresion de interleucina 6 (IL-6),
la cinasa janus (JAK) y el transductor de sefial y activador de la transcripcién 3 en su
forma fosforilada (p-Stat3).

En 2017, Arana-Argaez y colaboradores reportan que los extractos metandlicos

de hojas de caimito presentan efectos inmunosupresores inhibiendo



significativamente la fagocitosis, la produccion de IL-6 y de TNF-a, asimismo
presentaron actividad citotoxica en macréfagos aislados de ratones (Arana-Argéez et

al., 2017).

Chel-Guerrero y colaboradores evaluaron la actividad antitumoral de los extractos
metanadlicos de cascaras de saramuyo y caimito en tres lineas celulares cancerosas
de cérvix (HeLa), carcinoma mamario (MCF-7) y carcinoma colorrectal (HCT-116); en
dichos estudios se encontr6 mediante el ensayo de sulforodamina B que los
extractos de saramuyo y caimito presentaron actividad citotéxica (Clso) solo en la
linea celular de carcinoma colorrectal HCT-116 a concentraciones de 8.76 mg/ml y

14.01 mg/ml (Chel-Guerrero et al., 2018)

3. Justificacion

El cancer es considerado un problema de salud publica y debido a la limitacién de
las terapias dirigidas a disminuir los efectos de esta enfermedad, la busqueda de
nuevas moléculas que tengan propiedades antiproliferativas es un campo de estudio
imprescindible.

Por otro lado, la busqueda de nuevas sustancias en matrices poco estudiadas
como son las cascaras de los frutos es una alternativa fundamental, basada en el
hecho de que la cascara al ser un 6rgano de proteccion y defensa del fruto contiene
un gran nimero de metabolitos con posible potencial farmacolégico y que ademas

pudieran ser usados en el combate del cancer.



México cuenta con un gran numero de especies frutales nativas y exéticas que
presentan un interés potencial para la industria y la investigacion farmacoldgica. De
los frutos tropicales secundarios encontrados en Meéxico, principalmente en la
peninsula de Yucatan se encuentran el saramuyo (Annona squamosa L.) y el caimito
(Chrysophyllum cainito L.). Las cascaras de estas frutas en la actualidad son
consideradas desperdicio ya que no son comestibles y representan
aproximadamente el 30 - 60% del fruto, solo en 2015 se generaron cerca de 150
toneladas de cascara de las 384 toneladas cultivadas en Yucatan (SAGARPA, 2016),
permitiendo que éstas puedan ser aprovechadas por los principios activos que aun
contienen y que han sido documentados con potencial farmacolégico, en diversos

estudios recientes.

4. Pregunta de investigacion
¢ Los extractos metandlicos de las cascaras de saramuyo Yy caimito presentaran

actividad antiproliferativa sobre lineas celulares cancerosas?

5. Hipotesis
Si los extractos metandlicos de las cdscaras de saramuyo y caimito presentan

actividad citotoxica entonces la viabilidad y proliferacion celular se veran disminuidas.

6. Objetivo General
Determinar el efecto antiproliferativo de los extractos metandlicos de cascaras de
saramuyo (Annona squamosa L.) y caimito (Chrysophyllum cainito L.) sobre lineas

celulares de carcinoma mamario (MCF-7), carcinoma mamario resistente a
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vinblastina (MCF-7/Vin*), carcinoma colorrectal (HCT-15y HCT-116) y carcinoma

cervicouterino (HeLa).

6.1. Objetivos particulares

1. Analisis fitoquimico de los extractos metandlicos de saramuyo y caimito.

2. Determinar el efecto de distintas concentraciones y mezclas de extractos
metanodlicos de cascaras de saramuyo y caimito en la viabilidad y proliferacion

celular.

7. Materiales y métodos
7.1. Obtencién de cascaras

Muestras de saramuyo (Annona squamosa L.) y caimito (Chrysophyllum
cainito L.) fueron adquiridas en mercados locales en Mérida, Yucatan, México., en
2014 e identificadas por la Taxbnoma Susana Peralta de la Universidad Autbnoma
de la Ciudad de México y se corrobord su identificacion mediante técnicas de
biologia molecular de acuerdo con lo descrito por Chel-Guerrero y colaboradores
(Chel-Guerrero et al., 2018). Los frutos fueron lavados, secados y las cascaras se
obtuvieron de manera manual para su posterior deshidratacion en una liofilizadora
Labconco Modelo 6 (Labconco, MO, USA) a 0.04 mBar y 5°C durante 48 horas.
Posteriormente, las cascaras secas se procesaron hasta obtener polvo y se
almacenaron a -20°C en bolsas herméticas hasta su analisis de acuerdo con lo

descrito por Can en 2016 (Can, 2016).

11



7.2. Obtencién de los extractos

La extraccion de compuestos se realiz6 mediante maceraciéon metanolica, 10 g
de material liofilizado fueron pesados y homogenizados en 50 ml de metanol de
grado HPLC, el macerado se mantuvo en agitacion durante 24 horas a temperatura
ambiente. Los extractos se filtraron y evaporaron a 40°C en un evaporador rotativo

(Buchi modelo R-3). Los extractos fueron almacenados a -20°C hasta su analisis.

7.3. Analisis fitoquimico
7.3.1 Analisis cualitativo.
7.3.1.1. Determinacion de alcaloides.

1 ml de los extractos metandlicos de las cascaras de ambas especies, fueron
disueltas en 2 ml de una mezcla de acido clorhidrico / agua (50:50 v/v) y
posteriormente fueron filtrados y transferidos a tubos de ensayo. A continuacion, se
agregaron 5 gotas de reactivo de Mayer, el cual fue preparado con 1.3 g de cloruro
mercurico (HgClz) en 60 ml de agua destilada y 5 g de yoduro de potasio (KlI) y
aforado a 100 ml. La aparicién de un precipitado blanco lechoso indicé la presencia

de alcaloides. Se uso6 cafeina como control positivo.

7.3.1.2. Determinacion de taninos
Se pesaron 2 mg de los extractos y fueron disueltos en 10 ml de agua
destilada. La solucion fue dividida en tres tubos que se trataron con: a) una solucién

de gelatina 1% (p/v), b) una solucion de gelatina-sal (1 g de gelatinay 10 g de NaCl
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disueltos en 100 ml de agua destilada) y c¢) solucion salina de NaCl 10% (p/v). La
presencia de un precipitado blanco en los tubos a, b y la ausencia del precipitado

blanco en el tubo c indica la presencia de taninos (Aarland et al., 2015).

7.3.1.3. Determinacion de saponinas

2 mg de los extractos obtenidos y fueron depositados en tubos con 10 ml de
agua destilada y después incubados en bafio de agua caliente a 80°C durante 30
min. Posterior a la incubacion el tubo se retir6 del bafio y se dejo enfriar. Una vez frio
se agito vigorosamente durante 15-20 min. La presencia y el nivel de saponinas fue

evaluado midiendo la altura de la espuma formada (Aarland et al., 2015).

7.3.1.4. Determinacion de antraquinonas

0.1 ml de los extractos metandlicos de ambas especies fueron depositados en
una placa de silica gel 60F2s0de 3 x 5 cm. Las placas fueron eluidas con una solucion
de cloroformo-metanol (95:5 v/v). La aparicion de fluorescencia amarilla o roja bajo

luz-UV indica la presencia de derivados antracénicos libres (Aarland et al., 2015).

7.3.1.5. Determinacion de cumarinas

2 mg de cada extracto que fueron disueltos en 10 ml de agua destilada y
transferidos a tubos de ensayo cubiertos con papel filtro humedecido con una
solucion de hidréxido de sodio (1 mg en 15 ml de agua destilada). El tubo de prueba

fue calentado hasta ebullicién. Después de 5 minutos el papel filtro fue removido del
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tubo, secado y expuesto a luz UV. La aparicion de fluorescencia azul indica la

presencia de cumarinas volatiles (Aarland et al., 2015).

7.3.1.6. Determinacion de azucares reductores

La presencia de azucares reductores fue determinada mediante la reaccion de
Fehling utilizando un Kit comercial (Golden Bell ReactivosMR, Cédigo 43210 y 43200).
25 mg de extracto metanodlico de ambas cascaras fueron disueltos en 2 ml d agua
destilada, se agregaron 2 ml de la solucion Fehling A (solucion de cobre) y 2 ml de la
solucion de Fehling B (solucion alcalina), se agité levemente y la mezcla se incubo
en agua caliente a 90°C durante 10 min. La aparicion de un precipitado color rojo
ladrillo indica la presencia de azucares reductores. Se uso glucosa y sacarosa como

controles positivo y negativo respectivamente (Arley y Santa-Cruz, 2014).

732 . Analisis cuantitativo.
7.3.2.1. Cuantificacién de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos totales fueron evaluados por medio del reactivo de
Folin-Ciocalteu de acuerdo con el método descrito por Singelton y Rossi (1965). Se
pesaron 2.5 mg de los extractos metandlicos de saramuyo y caimito y fueron diluidos
en 5 ml en agua destilada, 200 ul de las muestras diluidas se transfirieron a tubos de
ensayo, se adiciond 1 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) y se dej6 incubar 1
min. Después se adicionaron 0.8 ml de carbonato de sodio 7.5% (p/v) y se incubo
durante 60 minutos mas. Los contenidos de compuestos fendlicos fueron evaluados

a 765 nm utilizando un espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/VIS). Se utilizé una
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curva de acido gélico como curva patron y todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

7.3.2.2. Cuantificacion de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides totales se realizO mediante la técnica de
cloruro de aluminio (AICIs) conforme al método descrito por Chang y colaboradores
(Chang et al., 2002). Se tomaron 500 pl de extracto metandlico de las cascaras de
ambas especies y fueron transferidos a un tubo de ensayo, se adicionaron
posteriormente 1500 pl de metanol, 100 ul de cloruro de aluminio 10% p/v, 100 ul de
acetato de potasio 1M y 2800 pl de agua destilada, una vez adicionados se agitaron
y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. La cuantificacion de
flavonoides se realiz6 a 450 nm en un espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/VIS).
utilizando una curva de quercetina como curva patron y las determinaciones se

realizaron por triplicado.

7.3.2.3. Cuantificacién de acido cafeico, acido galico y acido clorogénico.

La determinacion de acido cafeico, acido galico y acido clorogénico se realizd
de acuerdo con el método descrito por Pellati y colaboradores en 2011 con
modificaciones propuestas por Aarland y colaboradores en 2014. La determinacion
se realiz0 mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography) usando un
equipo Agilent 1200 que consiste en un desgasificador, una bomba cuaternaria, un
inyector automatico, un cuerpo termoestable para columna y un detector UV. Se

utilizé una columna C18 pBondapack™ (3.9 x 300 mm, con numero de serie
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WO00671T018); la temperatura de la columna fue de 30°C. La fase mdvil consistio en

(A) acido acético 0.1% (v/v) en H20 y (B) acetonitrilo. Se utilizd un gradiente de
elucién siguiendo las siguientes indicaciones: inicial de 0 a 10 min 85% (A) / 15% (B);
de 10-20 min 70% (A)/ 30% (B) y de 20-35min 85% (A)/ 15% (B). El tiempo post-
corrida fue de 3 min a un flujo de 1 ml/min. Se inyecto un volumen de 20 pl de la
muestra. El rango de adquisicion de DAD fue a 250-350 nm vy el pico de integracion

se realizé a 320 nm.

7.3.2.4. Determinacion y cuantificacion de azucares por HPLC-IR

La cuantificacion de sacarosa, glucosa y fructosa se realizé por medio de
HPLC usando un equipo Agilent 1200 equipado con una bomba cuaternaria,
desgasificador, inyector automatico y un cuerpo termoestable para columna y un
detector de indice de refraccion. Se utilizé una columna Hi-Plex Ca marca Agilent
Tecnologies© (con numero de serie 0006236070-136). El flujo de corrida fue de 0.6
ml/min a una temperatura de 80°C en corridas de 30 min con un tiempo post-corrida
de 3 min al mismo flujo. La fase mévil consistié en agua grado HPLC.

Para la determinacion se procedié a pesar 0.5 g de cascaras liofilizadas de
ambos frutos que fueron macerados en 15 ml de metanol grado HPLC durante 24
horas. Posteriormente, 2 ml de cada extracto se filtraron con filtros de Nylon de 0.2
um y fueron transferidos a viales de inyeccion. Se inyectaron 20 ul de cada extracto
al equipo. Se utilizaron diluciones de sacarosa, glucosa y fructosa como estandares

(10 g/l = 0.1 pg/l), todas las mediciones se realizaron por triplicado.
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7.3.2.5. Cuantificacién de acidos organicos por HPLC

Para la determinacion de acidos organicos (citrico, malico, oxalico y tartarico):
1 mg de cada extracto liofilizado se disolviéo en 1 ml de agua grado HPLC, enseguida
se filtr6 a través de filtros de nylon de 0.2 um (Agilent Tecnologies®©). Se inyectaron
en 20 pl de los extractos filtrados y de los estandares de los acidos en un
cromatografo de liquidos de alta resolucién (marca Agilent Technology modelo 1260,
equipado con una bomba cuaternaria) y con un detector de longitud de onda multiple.
La columna utilizada fue una columna X-Terra MS C18, 5 pm (4,6 x 250 mm), usando
como fase movil buffer de fosfato (50 mM, pH 2.8) en modo isocratico. El flujo se
ajusto a 0.7 ml/min. Los resultados se registraron a 210 nm y se interpolaron en una
curva estandar de &cido citrico, malico, oxalico y tartarico, respectivamente. Los
resultados se expresaron en mg de acido/100 g de extracto de cascara seca (Nour,

Trandafir y I6nica, 2010; Aarland et al., 2016).

7.4. Ensayos farmacolégicos
7.4.1. Lineas Celulares

Las lineas celulares HCT-15 (carcinoma colorrectal), HeLa (carcinoma de
cérvix), MCF-7 (carcinoma mamario) y MCF-7/ Vin* (Carcinoma mamario resistente a
Vinblastina), se obtuvieron de la coleccion de cultivos de tipo americano del
Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Todas las lineas celulares fueron mantenidas en medio RPMI
1640, suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino y cultivado a 37°C, 5% CO:

y 100% de humedad.
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7.5. Analisis de la actividad citotéxica
7.5.1. Ensayo de sulforrodamida B (SRB).

Las células fueron cosechadas cuando la confluencia se encontraba entre el
60 y 70%. Se sembraron 5,000 células/pozo en una caja de 96 pozos y fueron
tratadas con 10 pl de distintas concentraciones de extractos los secos de saramuyo y
caimito disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) (0.2, 1, 5, 25, 50 y 100 pg/ml) y con una
mezcla de ambos extractos a la misma concentracion, pero en proporcion de 50:50,
70:30 y 30:70 v/v de saramuyo y caimito, respectivamente. Una vez expuestas las
células a estos tratamientos, se incubaron durante 72 horas. Transcurrido el tiempo
de exposicion a los extractos se fijaron las células con 100 pul/pozo de &cido
tricloroacético al 20% (p/v) y se incubaron a 4°C durante 30 min. Después de la
fijacion se adicionaron 100 pl de una solucién de Sulforrodamida B — acido acético
(0.265 g en 500 ml de acido acético 1% v/v) a cada pozo para el desarrollo de la
coloracién y se dejoé incubar durante 30 min a temperatura ambiente. Después se
decanté el colorante y se lavd cuatro veces la placa con acido acético (1% v/v) y se
dejé secar bajo flujo de campana. Posterior a la eliminacion del colorante y secado
de la placa, el colorante unido a las células se solubiliz6 con 200 pl/pozo de TRIS-
base (10 mM pH 10), agitando la placa durante 20 min en un agitador de placas
hasta que el colorante se disolvié por completo. La absorbancia de SRB se midi6 a
564 nm. Se utilizaron células tratadas con DMSO como control. A la par de los
experimentos se realizé un control para determinar la densidad Optica al inicio del

tratamiento (DO del dia cero) para lo cual se sembraron 5,000 células de cada linea
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celular cancerosa en seis pozos y sin ningln tratamiento, se dejaron incubar bajo
condiciones de cultivo durante 30 min. Posterior a la incubacion las células fueron
fijadas y procesadas de la misma manera que las células tratadas con los extractos
como se describio previamente.

El porcentaje de proliferacion fue calculado por medio de la siguiente formula:
porcentaje de crecimiento = DOt — DOdc / DOc — DOdc x 100, donde: DOt =
densidad Optica del tratamiento; DOdc = Densidad Optica del dia cero; DOc =
Densidad o6ptica del control DMSO (Skehan et al., 1990; Mendoza-Espinoza et al.,

2009; Campos-Lara y Mendoza-Espinoza, 2011).

7.6. Ensayo de proliferacion celular mediante WST-8 (CCK-8).
7.6.1. Determinacién del numero celular

Las lineas celulares fueron sembradas y cosechadas al 70-80% de la
confluencia, se contaron y se ajustdé un stock de 80,000 células suspendidas en 80 pl
de medio de cultivo. En una placa de 96 pozos se sembraron 0; 2,500; 5,000; 10,000;
20,000 y 40,000 células de cada linea celular y se adicionaron 100 ul de medio de
cultivo suplementado y se incubaron en las condiciones de cultivo descritas en el
apartado de Lineas celulares durante 12 horas. Posteriormente el medio de cultivo
suplementado fue retirado y remplazado por medio fresco sin suplementar, se
adicionaron 10 pl del reactivo CCK-8 y las células incubaron durante una hora mas.
Posterior a la exposicién de las células al reactivo de CCK-8 la placa fue leida en un

lector de placas a 450 nm.
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Los datos de absorbancia y concentracion fueron utilizados para realizar una
regresion lineal que se utilizd posteriormente en la determinacién del nimero celular

de los grupos de tratamiento.

7.6.2. Ensayo de proliferacion celular

Para determinar el efecto de la exposicion de las células cancerosas a los
extractos metandlicos de saramuyo y caimito sobre la proliferacion celular, las células
fueron cosechadas al 70-80 % de confluencia. En cajas de 96 pozos fueron
sembradas 5,000 células/pozo de cada linea celular (HeLa, MCF-7, HCT-116),
formando los siguientes tres grupos: NT (No tratado), NT+ Metanol y EXTRACTO.
Una vez sembradas las células se adicionaron 100 pl de medio de -cultivo
suplementado. Las células fueron incubadas por 12 horas bajo condiciones iniciales
de cultivo como se describe en el apartado de lineas celulares, a fin de que se
adhirieran a la placa de cultivo.

Pasadas 12 horas de incubacion, el medio suplementado fue retirado y
remplazado por un volumen igual de medio fresco sin suplementar y se incubaron
durante 4 horas mas.

Posteriormente el medio se sustituyd nuevamente por medio fresco
suplementado y las células fueron expuestas a los siguientes tratamientos: grupo NT
gue consistio en células que no fueron tratadas, un grupo NT+ Metanol que consisti
en células expuestas a 10 pl de una concentracion igual del vehiculo donde se
disolvieron los extractos (metanol 1% v/v) y un grupo EXTRACTO que consistié en

células expuestas a 10 pl de una concentracién de 50 pg/ml de extracto de saramuyo
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para la linea celular HeLa y una mezcla 50:50 v/v de extractos de saramuyo y caimito
para las lineas celulares HCT-116 y MCF-7.

Una vez transcurrido el tiempo de exposicidon a los extractos, se procedié a
realizar el ensayo CCK-8 para lo cual el medio de cultivo fue retirado de la placa y
sustituido por 100 pl de medio fresco sin suplementar y ademas 10 pl del reactivo
CCK-8. La placa se incubé una hora mas y cumplido el tiempo de exposicion al
reactivo CCK-8, la placa fue leida en un lector de placas a 450 nm.

El nimero de células fue calculado mediante una regresion lineal. Todos los
experimentos fueron realizados por cuadriplicado en tres eventos experimentalmente

independientes.

8. Andélisis estadistico

Los resultados son presentados como la media + desviacion estandar. El
promedio de los valores de Clso fueron determinados por medio de una regresién no
lineal para experimentos individuales. Se utilizd6 una prueba de ANOVA seguida de
una prueba de Tukey para comparaciones multiples, considerando una p<0.05 como
estadisticamente significativo, se utiliz6 el software GrapPad Prism version 6

(GraphPad Software, Inc. La jolla, CA., USA).

9. Resultados y discusién
9.1. Andlisis fitoquimico
En el analisis cualitativo de los extractos (Tabla 1), se determiné que los

extractos metandlicos de cascaras de saramuyo presentan una presencia abundante
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de compuestos antracénicos libres, al igual que de azlcares reductores y presentan
saponinas de manera moderada; sin embargo, derivado de los mismos no se detecto
la presencia de taninos, cumarinas ni alcaloides. Estos resultados son consistentes
con lo reportado por Chel-Guerrero y colaboradores en 2018. Moo-Huchin y
colaboradores en 2015, reportaron que los compuestos fendlicos también se
encuentran en el caimito morado que es una variedad del caimito (Chrysophyllum
cainito L.) utilizada en este trabajo.

El extracto metandlico de caimito presentdé una cantidad alta de azUcares
reductores, moderada de antraquinonas y los compuestos de los que se determiné
poco contenido fueron las saponinas y los alcaloides. Al igual que el saramuyo, el
caimito no presento taninos ni cumarinas. Es de destacar que los compuestos como
antraquinonas que estan presentes en ambos extractos metanodlicos, son de
importancia medica por sus propiedades como laxantes y anticoagulantes., Sin
embargo, en recientes estudios se ha demostrado que las antraquinonas también
pueden tener actividad anticancerigena al compararse con cisplatino en células
hipéxicas de carcinoma de cérvix (HelLa), y de adenocarcinoma alveolar (A549)
(Zeng et al.,, 2015). Asimismo, pueden ser usados en foto quimioterapia como
agentes sensibilizadores a las células cancerosas a morir por apoptosis (Rumie et
al., 2014). Lo anterior podria ser un indicador de que los extractos pudieran tener
posibles efectos farmacoldgicos como antiproliferativos.

Se sabe también que la presencia de metabolitos como los reportados en la
Tabla 1, se da de manera heterogénea en distintos tejidos vegetales que

comprenden desde las hojas, tallos, corteza, semillas e incluso la pulpa y cascara de
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los propios frutos (Bystrom, et al., 2008; Moo-Huchin et al., 2015). En general los
compuestos detectados en los extractos metandlicos de las cascaras de saramuyo y
caimito han sido descritos con potencial antioxidante, citotoxico y antiinflamatorios
principalmente (Diaz y Rossini, 2012; Baky et al., 2016). Es por ello por lo que son
necesarios estudios mas profundos dirigidos a evaluar principalmente la actividad
citotoxica de los extractos.

Determinamos que los extractos metandlicos presentaron menos de una parte
por millon de é&cido cafeico. Los extractos metandlicos de cascaras de saramuyo
también revelaron que contienen la mayor cantidad de compuestos fendlicos
(1453.33 + 36.56 mg EAG/ g ES) comparada con el extracto metandlico de cdscara
de caimito (533.66 + 12.11 mg EAG/ g ES) (Tabla 2), estos resultados son
comparables por los reportados en 2018 por Chel Guerrero y colaboradores donde
también se reportd que los extractos metandlico de saramuyo contenian una mayor
cantidad de compuestos fendlicos totales comparados con el extracto de caimito
(Chel-Guerrero et al., 2018) y también por los reportado por Ribeiro da Silva y
colaboradores en 2014, donde se determiné que distintas frutas tropicales y que
incluian al saramuyo y al caimito presentaban una gran cantidad de compuestos
fendlicos tanto en pulpa como en la combinacién de la pulpa y la cascara (Ribeiro da
Silva et al.,, 2014). Esto refuerza la idea de la utilizaciéon del metanol como el
disolvente mas eficaz para la extraccion de una gran cantidad de compuestos con
actividad biolégica de las cascaras de frutos (Bagattoli et al., 2016; Moure et al.,

2001).
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Tabla 1. Andlisis fitoquimico cualitativo de cascaras de dos frutas tropicales.

Material biolégico 2

Tipo de compuesto saramuyo caimito
(Annona squamosa L.) (Chrysophyllum cainito L.)
Alcaloides - +
Antraquinonas +++ ++
Azucares reductores +++ +++
Cumarinas - -
Saponinas ++ +
Taninos - -

a Extracto metanolico de cascaras de saramuyo y caimito. Parametros cualitativos: (-)
No detectado; (+) Poco presente; (++) Moderadamente presente; (+++) Presente de
manera abundante.

De la misma manera se sabe que compuestos fendlicos como el acido galico,
cuando se aplica en lineas celulares de leucemia ha demostrado inhibir la actividad
de la enzima ribonucleétido reductasa (que cataliza la formacién de
desoxirribonucleétidos a partir de ribonucleétidos), resultando en la detencién del
crecimiento de estas células (Madlener et al, 2007). Estos aportes soportan la idea
de que los extractos metandlicos de saramuyo y caimito pudieran tener efectos
farmacoldgicos enfocados principalmente en actividad antiproliferativa.

De la cuantificacion de azlcares se pudo determinar que los extractos de
cascaras de saramuyo contienen 3.2 + 0.98 g de azucar por cada 100 gramos de
cascara liofilizada; esta cantidad es la suma de las azucares cuantificados que fueron
1.93 + 0.16 g/100 g, 1.27 + 0.18 g/100 g de glucosa y fructosa respectivamente,
mientras que para los extractos de caimito la suma de los azUcares cuantificados fue

de 3.9 +1.13 g por cada 100 g de cascara liofilizada, de la misma manera se
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obtuvieron las cantidades de glucosa (2.11 = 0.69 g/100 g) y fructosa (1.79 g /100 g),

para cascaras de saramuyo Yy caimito no se detecté la presencia de sacarosa.

Tabla 2. Analisis fitoquimico cuantitativo de cascaras de dos frutas tropicales.

Material biol6gico &

Tipo de compuesto saramuyo caimito
(Annona squamosa L.) (Chrysophyllum cainito L.)

Acido cafeico <1 <1
Acido clorogénico Nd Nd
Fenoles totales® 1453.33 + 36.53 533.66 + 12.11
Flavonoides totales® Nd 8.3+0.18
Acidos orgéanicosP
Acido citrico 0.001 £ 0.00 0.0008 + 0.00
Acido malico 0.002 + 0.00 0.001 +0.00
Acido oxalico 27.52 + 0.26 -
Acido tartarico 3.63+0.78 9.27 +0.34
AzUcares totalesE 3.2+0.98 3.9+1.13
Sacarosa - -
Glucosa 1.93+0.16 2.11+£0.69
Fructosa 1.27+£0.18 1.79+£0.64

SExtractos metandlicos de cascaras saramuyo y caimito. # Acido cafeico y Acido
clorogénico reportados en partes por millén (ppm). B Compuestos fendlicos totales en
miligramos equivalentes de acido galico por gramo de extracto metandlico seco (mg
EAG/ g EMS). € Flavonoides totales en mg equivalentes de quercetina por gramo de
extracto metanolico seco (mg EQ/ g EMS). P Acidos organicos en gramos de
compuesto (ac. citrico, malico, tartarico y oxalico) por 100 gramos de cascara
liofilizada (g/100 g CL). EAzlcares totales como la suma del contenido de sacarosa,
glucosa, fructosa, expresadas en g de azucar por 100 g de céscara liofilizada (g / 100
g CL). EContenido de sacarosa, glucosa y fructosa en g de compuesto por 100g de
cascara liofilizada. Nd = No determinado; (-) = no detectado en la muestra.

Estos resultados difieren de los encontrados por Chel-Guerrero vy
colaboradores en 2018, que reportan un total de 0.19 + 0.00 g/100 g de azucares en
la cascara liofilizada de saramuyo y 0.15 + 0.00 g/100 g de azlcar para caimito,

mientras que para saramuyo determinaron 0.09 + 0.00 y 0.10 £ 0.00 ¢g/100 g de

glucosa y fructosa respectivamente y para caimito determinaron que habia 0.07 +
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0.00 ¢g/100 g y 0.08 + 0.00 g/100 g de glucosa y fructosa respectivamente. De la
misma manera que Chel-Guerrero y cols. en 2018, en ninguna de las dos cascaras
de frutas no se logré determinar la presencia de sacarosa (Chel-Guerrero et al.,
2018).

De la determinacion de acidos organicos (acido citrico, acido malico, acido
oxalico y acido tartarico) se determiné que la cascara liofilizada de saramuyo
contiene 0.001 + 0.00 g de acido citrico, 0.002 + 0.00 g de acido malico, 3.63 + 0.78
g de &cido tartarico y una cantidad considerable de acido oxalico por cada 100
gramos de cascara liofilizada (27.52 £ 0.26 g/100 g CL). La cascara liofilizada de
caimito presento una cantidad menor de acido citrico (0.0008 + 0.00 g/100 g CL),
acido malico (0.001 + 0.00 g/100g CL) y acido tartarico (9.27 + 0.34 g/100g CL),
respecto a la cascara de saramuyo, sin embargo, no se detecto la presencia de acido
oxalico. Estudios recientes revelan que los extractos metandlicos del hongo
Cordyceps militaris L. muestran actividad antioxidante, antifingica y antitumoral
frente a lineas celulares cancerosas, estos extractos presentan compuestos como
acidos grasos, B-glucanos y acidos organicos de los cuales se encuentran el acido
citrico, acido fumérico y acido oxalico (Reis et al, 2013). Los resultados obtenidos en
este trabajo ayudan a establecer un perfil fitoquimico mas completo de las cascaras
de estos dos frutos ya que en la literatura alin no se encuentran descritos los

paradmetros fitoquimicos de éstas.
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9.2. Ensayos farmacoldgicos

Derivado de los ensayos farmacoldgicos mediante sulforodamina B y después
de la exposicion a los extractos se determiné la concentracion a la cual la inhibicion
de la proliferacion era del 50% (Clso). Se determinG que el extracto de saramuyo
posee un Clso de 19.65 + 1.20 pg/ml en la linea celular HCT-15; 20.84 + 1.18 pg/ml
para la linea celular HeLa y de 18.37 + 1.29 ug/ml para la line celular HCT-116, y que
una combinacién de ambos extractos metandlicos a una proporcion de 50:50 v/v
presento Clso de 19.44 + 1.41 pg/ml para la linea celular HCT-15, de 17.36 = 1.28
pg/ml para la linea celular MCF-7 y de 12.04 + 1.13 pg/ml para la linea celular HCT-
116 (Tabla 3).

El Instituto Nacional del Cancer (NCI por sus siglas en inglés) considera que
para que un compuesto puro sea considerado como citotéxico debe presentar un Clso
menor a 4 pg/ml, mientras que para extractos crudos el Clso de éstos debe estar por
debajo de 20 ug/ml (Geran et al., 1972). Sin embargo, otros autores establecen que
el criterio de actividad citotdéxica dada por el Clso debe estar por debajo de 30 pg/mi
(Suffnes et al., 1980), en tanto que Estrada y colaboradores consideran que debe
estar por debajo de 100 pug/ml (Estrada et al., 2013). Nuestros datos muestran que
los extractos de saramuyo presentan actividad citotdxica diferencial ante células de
carcinoma de (HCT-15 y HCT-116) y células de carcinoma de cérvix (HelLa),
mientras que una combinacion de ambos extractos en una relacién de 50:50 v/v
presentaron actividad citotoxica menor a 20 pug/ml ante células de carcinoma de

colon (HCT-15 y HCT-116) y de carcinoma de mama (MCF-7), es importante
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destacar que la linea celular HCT-116 presenta efectos sinérgicos ya que fue mas

sensible a la combinacion de extractos que en presencia de uno solo.

Tabla 3. Analisis de la Actividad citotdxica de extractos metanoélicos de cascaras de
dos frutos tropicales.

Material bilégico 2

Actividad saramuyo/ saramuyo/ saramuyo/
citotoxica saramuyo caimito caimito caimito caimito
(50:50 viv) (70:30 v/v) (30:70 v/v)
HCT-15 19.65+1.20 42.81+1.29 19.44+1.41 25.54+0.1 26.09+0.17
HelLa 20.84+1.18 36.35+1.23 38.26+1.18 12.81+0.05 12.53+0.05
MCF-7 36.06+1.15 69.46+1.18 17.36%x1.28 25.16x0.06  30.69+0.08
MCF-7/Vin*  86.01+1.30 73.52+1.16 41.79+1.43 n.d n.d
HCT-116 18.37£1.29 47.40+1.17 12.04+1.13 12.04+1.13 12.25+0.04

agxtractos metanolicos de cascaras de saramuyo y caimito. Actividad citotoxica

cuantificada en pg/ml y expresada como la concentracion a la que la mitad de las
células sembradas muere (Clso). n.d = no determinado.

Si bien ninguna de las células tuvo un Clso menor a 20 pg/ml con la exposicion
del extracto de caimito también es de notar que estos Clso se encuentran por debajo
de 100 pg/ml como lo establecen Estrada y colaboradores (2013), lo que sugiere que
estos extractos podrian ser considerados con potencial citotéxico.

Respecto a las mezclas de saramuyo y caimito en proporciones 70:30 v/v, se
pudo determinar que solo se presenta actividad citotoxica en la linea celular HeLa y
HCT-116 con un Clso de 12.81 = 0.05 y 12.04 + 1.13 pg/ml, respectivamente,
mientras que las lineas celulares HCT-15 y MCF-7 presentan un Clso mayor a 20
pg/ml, por lo cual no se consideran con efecto citotoxico de acuerdo con lo
establecido por Geran y colaboradores (1972). Respecto a la combinacién 30:70 v/v

se pudo determinar que de la misma manera que en la mezcla 70:30 v/v, solo las
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lineas celulares de HeLa y HCT-116 presentaron un Clso menor a 20 pg/ml con
valores de 12.53 £ 0.05 y 12.25 + 0.04 pg/ml, respectivamente, mientras que las que

las lineas celulares HCT-15 y MCF-7 presentan un Clso mayor a 20 pg/ml.

saramuyo caimito
(Annonasquamosal.) (ChrysophyllumcainitolL.)

- HCT-15

HCT-15
—#- Hela

Mer.T Hela
MCF-7/ Vin+ MCF-7

—# HCT-116

proliferacion
proliferacién

MCF-7/Vin+

% de inhibiciénde
% de inhibiciénde

HCT-116

log[Saramuyo] log[Caimito]

Figura 1. Dosis respuesta de lineas celulares a distintas concentraciones de
saramuyo y caimito (100, 75, 25, 5, 1, 0.2 ug/ml). Las dosis se representan como el
logaritmo de la concentracion utilizada en el andlisis de la actividad citotoxica
mediante SRB (n=3).

En ninguna de las dos combinaciones anteriores se determiné el Clso de la
linea celular MCF-7/Vin* por no mostrar efecto citotoxico en la mezcla 50:50 v/v ni en
presencia de los extractos por separado. Tomando en cuenta las mezclas 70:30 y
30:70 v/v de saramuyo y caimito y los resultados de la mezcla 50:50 v/v se puede
inferir que esta Ultima mezcla posee el mayor potencial citotoxico comparadas con

los resultados obtenidos con las mezclas 70:30 y 30:70 v/v, ademas de reforzar la

idea de que la combinacién de los extractos tiene un efecto sinérgico.

9.3 Ensayo de proliferacion celular por WST-8 (CCK-8).
Con el fin de evaluar el potencial antiproliferativo de los extractos metanalicos,

asi como el posible efecto sinérgico de los mismos en una combinacion 50:50 v/v,
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con base en los resultados obtenidos de la actividad citotoxica (Tabla 3), se realizo6 el

ensayo WST-8 (CCK-8), se decidié no continuar la experimentacion con las lineas

MCF-7/Vin* por no haber respondido satisfactoriamente a los extractos individuales
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Figura 2. Dosis respuesta de distintas concentraciones de saramuyo y caimito en
proporciones diferentes. A) Una mezcla 50:50 v/v de saramuyo y caimito probadas
en cinco lineas celulares cancerosas distintas; B) Una mezcla en proporcion de 70:30
v/v de saramuyo y caimito y C) Una mezcla en proporcién 30:70 v/v de saramuyo y
caimito probadas en cuatro lineas celulares (HCT-15, HCT-116, HeLa y MCF-7) Las
dosis se representan como el logaritmo de la concentracion utilizada en el andlisis de
la actividad citotéxica mediante SRB (n=3).
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ni a la mezcla 50:50 v/v de saramuyo y caimito, tampoco con la linea celular HCT-15,
ya que si bien esta linea celular presento un Clso menor a 20 pg/ml con el extracto de
saramuyo Yy con la combinacion 50:50 v/v de ambos extractos; este Clso fue mayor
comparado con la linea celular HCT-116 que es también una linea de carcinoma
colorrectal, por lo cual se decidi6 mantener las lineas MCF-7, HeLa y HCT-116 para
los futuros experimentos.

La actividad antiproliferativa en un inicio fue medida con los grupos NT,
NT+DMSO 10% vl/v, en las tres lineas celulares seleccionadas. Las lineas celulares
HCT-116 y MCF-7 fueron expuestas a 10 pl de una combinaciéon 50:50 v/v de una
concentracion 25 pg/ml de ambos extractos, mientras que la linea HeLa fue expuesta
a 10 ul de extracto de saramuyo a una concentracion de 25 pg/ml (Figura 3).

Con base en los resultados del analisis de la proliferacién con el vehiculo
DMSO 10% v/v se logré determinar que la concentracion de DMSO administrada al
grupo NT+DMSO 10% v/v de las tres lineas celulares caus6 una disminucién en el
namero celular transcurridas 48 horas, sin embargo, esta disminucién fue siempre
cercana a las de los grupos EXTRACTO teniendo como consecuencia que no se
observarse diferencias significativas entre los grupos NT+DMSO 10% v/v y
EXTRACTO de las tres lineas celulares. Transcurridas las 72 horas de la exposicion
tampoco se observaron diferencias entre los grupos NT+DMSO 10% viv y
EXTRACTO, lo que indicaria que el vehiculo por si solo es capaza de provocar la

muerte de las células.
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Figura 3. Proliferacién de distintas lineas celulares a extractos disueltos en distintos
vehiculos. Respuesta de HelLa a la exposicién a 25 pug/ml de extracto de saramuyo
utilizando como vehiculo DMSO 10 % (A y B) y las respuestas de MCF-7 (Cy E) y
HCT-116 (F y G)expuestas a 25 pg/ml de una combinacion 50/50 v/v de extractos de
saramuyo y caimito utilizando DMSO 10% como vehiculo (n=1).
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Considerando los resultados anteriores y con la idea de encontrar la
concentracion optima de vehiculo para disolver los extractos, se decidié en primer
lugar aumentar la concentracion de extracto de 25 pug/ml a 50 pg/ml y pasar de una
concentracion de DMSO de 10% v/v a una de 0.5% v/v con el fin de observar si en
este vehiculo se podia observar algun efecto del EXTRACTO (Figura 4 A y B). Al
analizar los resultados de los experimentos con una concentracion menor de DMSO
(0.5% v/v) y una concentracion mayor de extracto (50 pug/ml) se observa que el
vehiculo seguia teniendo un efecto antiproliferativo que no permitia observar el
efecto del extracto (distincion entre el grupo NT+DMSO 0.5% v/v y el grupo

EXTRACTO) por lo que se decidié disminuir mas la concentracion de DMSO.

Se us6 como vehiculo DMSO al 0.25% v/v, manteniendo la misma
concentracion de extracto 50 pg/ml (50:50 v/v) y se estudié en solo la linea celular
HCT-116 a las 72 horas de exposicion para encontrar el vehiculo 6ptimo para la

experimentacion (Figura 4C).

La disminucion de la concentracién de DMSO en 0.25% v/v sigue exhibiendo
el mismo comportamiento de los anteriores experimentos (Figura 4C) sugiriendo con
esto que el vehiculo utilizado por su efecto no es la mejor opcién para disolver los
extractos metandlicos que estudiamos, por lo que se probamos nuevos vehiculos
como etilenglicol y metanol. Observamos que el etilenglicol (10% v/v) presentd un
comportamiento similar al DMSO (Figura 4D), mientras que el metanol (10% v/v) no
mostré ser toxico, por lo que decidimos utilizarlo como vehiculo de los extractos

(Figura 4E).
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Figura 4. Proliferaciéon de HCT-116 con extractos disueltos en distintos vehiculos. La
linea celular HCT-116 fue expuesta a: DMSO 0.5% (A y B); DMSO 0.25% (C);
etilenglicol 10% (D) y Metanol 10%, durante inicialmente a 24, 48 y 72 horas (A 'y B),
y posteriormente solo 72 horas con el fin de encontrar un vehiculo 6ptimo para
disolver los extractos (C, D, E) (n=1).
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Por lo anterior, se decidi6 realizar los siguientes experimentos con las tres
lineas celulares HCT-116, HeLa y MCF-7, utilizando el metanol 10% v/v como

vehiculo para aplicar los extractos.

A . .,
Proliferacion de HelLa

40000
wn
S
S 30000
O
o
2 20000
o
(]
2 10000 . S .
O
z 0

24 horas 48 horas 72 horas

saramuyo (50 pg/ml)

NT NT+MET-OH10% ==@==EXTRACTO
B Proliferacion de HelLa a 48 Horas C Proliferacion de HelLa a 72 Horas
40000 - 50000 - I ** )

w w
= 30000 T = 40000+ T
b @
o © 30000+
= 20000 4 -
o S 20000+
£ E
5 10000 - :
= 2 10000+

04 0

NT NT+MET-OH EXTRACTO NT NT+MET-OH EXTRACTO

Figura 5. Proliferacion de la linea HelLa a distintos tiempos de exposicion a los
extractos. La linea celular fue expuesta a lo largo de 72 horas a 10 ul de extracto de
saramuyo (50 pg/ml). Los datos se muestran como el promedio + desviacion
estandar (n=3), el nimero celular fue calculado mediante regresion lineal (r2=0.99).

Encontramos que en linea celular HeLa (Figura 5) una vez transcurridas 24
horas de exposicion al extracto metanélico de saramuyo (grupo EXTRACTO) la
proliferacion de la linea celular disminuye respecto a los grupos NT y NT-MET-OH

10% v/v, pasando de 5,000 a 6,424 células, comparado con el grupo NT que pasé de
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5,000 células iniciales a 11,995 células a las 24 horas, esto se traduce en un 46.4%
de inhibicién de proliferacion, sin embargo no se observa diferencia significativa entre
el grupo EXTRACTO respecto al grupo NT. Una vez transcurridas 48 horas de
exposicion, este efecto de inhibicion de la proliferacion se hace mas evidente en el
grupo EXTRACTO ya que la proliferacion apenas sufrié cambios pasando de 6,424 a
7,715 células, mientras que el grupo NT paso de las 5,000 células iniciales a 23,945
células traducido en el 67.7% de inhibicion de la proliferacion. A las 72 horas el
efecto antiproliferativo se hace significativo (p=0.003), ya que mientras los grupos NT
y NT+MET-OH 10% siguen proliferando, el grupo EXTRACTO ya no prolifera e
incluso comienza a disminuir su numero celular de las 7,715 células existentes a las
48 horas a solo 7,220 células al final del tiempo de exposiciéon (Figura 5. By C) esta
reduccion del numero celular se traduce en, reflejado en un 80.5% de inhibicion de la
proliferacion. Es claro entonces que el efecto antiproliferativo del extracto metandlico
de saramuyo se vuelve de suma importancia y su investigacion se hace mas
relevante a fin de encontrar el mecanismo de accion de este.

De la misma manera se determiné que la linea celular de carcinoma mamario
MCF-7 a las 48 horas de iniciada la exposicion con una mezcla 50:50 v/v de
extractos metanodlicos de saramuyo y caimito (50 pg/ml) se comporté distinto a las
lineas celulares HeLa y HCT-116. Una vez transcurridas 48 horas de exposicion a
los extractos se observa que los tres grupos contintan proliferando de manera muy
parecida, siendo el grupo NT+MET-OH 10% el que prolifer6 menos con cerca de
18,000 células, comparadas con las aproximadamente 20,000 células de los grupos

NT y EXTRACTO reflejado solo en un 8.6% de inhibicion de la proliferacién. Sin
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embargo, una vez trascurridas las 72 horas de exposicion, el nimero de células en
grupo EXTRACTO apenas se duplico (46,211 células) mientras que en los grupos NT
y NT+MET-10% el nimero de células incrementé a aproximadamente 58,000 que se
traduce en un 15.5% de inhibicién de la proliferacion. Si bien el grupo EXTRACTO a
las 72 horas fue el que menor niumero de células tuvo respecto a los grupos NT y

NT+MET 10% esta diferencia en el numero de células no fue suficiente para
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Figura 6. Proliferacion de la linea MCF-7 a distintos tiempos de exposicion a los
extractos. Se muestra la curva de proliferacion (A) de la linea celular MCF-7 a
distintos tiempos de exposicion a 10 pl de una mezcla 50:50 v/v de extractos de
saramuyo y caimito (50 pg/ml). (B y C) Se muestran las graficas de proliferacion. Los
resultados se muestran como la media + desviacion estandar (n=3), el numero
celular fue calculado mediante regresion lineal (r2=0.99).
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encontrar diferencia estadisticamente significativa (p=0.7) (Figura 6), lo que podria
ser resultado de los multiples mecanismos de resistencia y la alta variabilidad

genética que exhibe naturalmente la linea celular MCF-7 (Nugoli et al, 2003).

Respecto a la linea celular HTC-116 observamos que el efecto antiproliferativo
en el grupo EXTRACTO es significativo desde las 48 horas de exposicion a una
mezcla 50:50 v/v de los extractos metandlicos de saramuyo y caimito respecto al

grupo NT. El grupo EXTRACTO revelo que de las 5,000 células presentes al inicio
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Figura 7. Proliferacion de la linea celular HCT-116 a distintos tiempos de
exposicion a los extractos. (A) Se muestra la curva de proliferacion de la linea
celular HCT-116 a distintos tiempos de exposicion a 10 ul de una mezcla 50:50 v/v
de extractos metandlicos de saramuyo y caimito (50 pg/ml). (B y C) Se muestran
las gréficas de proliferacion. Los resultados son mostrados como la media +
desviacion estandar (n=3), el numero celular fue calculado mediante regresion
lineal (r°=0.99).
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del experimento el nUmero incrementd a cerca de 18,800 células pasadas estas 48
horas, mientras que el grupo NT pas6 del mismo numero inicial a cerca de 41000
(Figura 7A) que se traduce en un 54.3% de inhibicion de proliferacion. Observamos
que, a pesar del tiempo corto de exposicion de 48 horas, el efecto antiproliferativo de
la mezcla de extractos es significativo (p=0.01) (Figura 7B). Por otro lado, una vez
transcurrido el tiempo de exposicion de 72 horas se puede comprobar que el efecto
antiproliferativo continla ya que mientras que el Grupo NT continta proliferando, el
grupo EXTRACTO apenas incrementa su numero de 18,840 a 20,279 células
reflejado en un 68.9% de inhibicion de la proliferacion, que ademas este efecto
antiproliferativo de la mezcla de extractos en mezcla 50:50 v/v sigue siendo

significativo (p=0.002) (Figura 7C).

Los resultados anteriores apoyan la idea de que, si bien los extractos por si
solos pueden ser un buen reservorio de compuestos con potencial antiproliferativo,
también lo pueden ser en combinacion mediante mecanismos de sinergia que seria

interesante abordar en futuras investigaciones.

10. Conclusiones

El andlisis de los extractos mediante técnicas de evaluacion fitoquimica, asi como
la utilizacion de técnicas de estudios citotoxicos dirigidos al estudio de estos
productos naturales con potencial actividad farmacolégica, nos permiten concluir que
los extractos metandlicos de céascaras de Annona squamosa L., Chrysophyllum

cainito L. asi como la combinacién de los mismos, exhiben un potencial
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farmacoldgico significativo sobre la proliferacion celular, fundamentado en los
siguientes resultados obtenidos en esta investigacion:

1. Los andlisis cualitativos de los extractos metandlicos de cascaras de Annona
squamosa L. y Chrysophyllum cainito L. revelan la presencia de metabolitos como
compuestos antracénicos que por sus propiedades farmacoldgicas reportadas
podrian ser fuente de metabolitos bioactivos en la lucha contra el cancer.

2. Los andlisis fitoquimicos cualitativos de los extractos metandlicos de cascaras
de saramuyo y caimito revelaron una gran cantidad de compuestos fendlicos, que
han sido reportados como compuestos con potencial actividad antiinflamatoria y
antitumoral (Carocho y Ferreira, 2013).

3. Los andlisis cuantitativos de contenido de acidos organicos revelaron que el
acido oxdlico estd presente en mayor cantidad (27.52 = 0,26 g/100 g CL) en el
extracto de saramuyo, mientras que no se logro detectar su presencia en el extracto
de caimito. Solo el acido tartarico se presentd en cantidades mayores en el extracto
de caimito respecto a el extracto metandlico de saramuyo. Los &cidos citrico y malico
se presentaron en cantidades bajas en ambos extractos.

4. En los ensayos de sulforodamina B (SRB) se observd que los extractos de
saramuyo presentaron actividad citotéxica prometedora en células de cancer de
colon HCT-15, HCT116 y en células de carcinoma cervicouterino HelLa.

5. La combinacién en proporcion de 50:50 v/v de extractos metandlicos de
saramuyo y caimito presentan actividad citotoxica en células de cancer de colon

HCT-116, HCT-15y en la linea celular de carcinoma mamario MCF-7.
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6. Las combinaciones 70:30 y 30:70 v/v de los extractos metandlicos de
saramuyo Yy caimito mostraron efecto citotéxico en la linea celular HeLa de carcinoma
cervicouterino y en la linea celular HCT-116 de carcinoma de colon.

7. El mejor vehiculo para los extractos a las células fue el metanol en
concentracion del 10% vi/v.

8. El extracto metandlico de saramuyo en concentracion de 50 pg/ml presenta
efecto antiproliferativo significativo (p=0.003) a las 72 horas de exposicion en la linea
celular de carcinoma cervicouterino HeLa mediante el ensayo antiproliferativo de
WST-8 (CCK-8).

9. La combinacion de extractos metandlicos de saramuyo y caimito en proporcion
50:50 v/v y concentracion de 50 pg/ml presenta efecto antiproliferativo significativo
transcurridas 24 horas de exposicion (p=0.01) y este es significativo (p=0.002)
transcurridas 72 horas de exposicion a la mezcla de extractos en la linea celular
HCT-116 de carcinoma de colon.

10. La combinacion de extractos metandlicos de saramuyo y caimito en
proporcion 50:50 v/v y concentracion 50 pg/ml no presenta efecto antiproliferativo

(p=0.7) en la linea celular MCF-7 de carcinoma mamario.

11. Perspectivas
Encontrar los metabolitos responsables de la actividad antiproliferativa de los
extractos metandlicos de Annona squamosa L. (saramuyo) y Chrysophyllum cainito

L. (caimito), asi como los posibles mecanismos de accién de estos.
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Estudios para establecer el mecanismo de accion del efecto antiproliferativo de
los extractos metandlicos de Annona squamosa L. (saramuyo) y Chrysophyllum

cainito L. (caimito) en combinacion exhiben un efecto sinérgico antiproliferativo.

Investigar los efectos de los extractos metandlicos de Annona squamosa L.
(saramuyo) y Chrysophyllum cainito L. (caimito) durante las distintas etapas del ciclo

celular.

Investigar si los extractos metandlicos de Annona squamosa L. (saramuyo) y
Chrysophyllum cainito L. (caimito) causan muerte celular en lineas celular

transformadas.
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ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abisrta of tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA o 00
Matrcdy: FWEOMIE
'8 N
Andlisis de la actividad
antiproliferativa de Annona En la <Ciudad de México, se presentaron & las 10:00 horas
squamosa L. y Chrysophyliuvm del dia 11 del mes de diclembre del aflo 2018 en la Unidad
cainito L. sobre lineas Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitama, los
celulares cancerosas. suscritos miembros del jurado:
DR. GERARDO BLANCAS FLORES
MTRO. EDGAR DEL CARMEN SIERRA PALACLIOS
MTRO. ROBERTO CARLOS LAZZARINI LECAUGA
DRA. MABEL CLARA FRAGDS0 SERRANO
Bajo la Presidencia del primero y'. con caracter de
] Secretaria la dltima, se reuniercn para proceder al Examen
i de Gradeo cuya denominacidén aparece al margen, para la
ey obtencidn del grado de:
sgetes e oD KAESTRO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
- -
. e e
.E. ere e nl CE: OMAR YARIM ALCANTAR RAMIREZ
[T :} ::".!“’#
- - - . ()
- .. .« s %
L - - . .
-
LA L LR L)
. y de acuerdo . con el articulo 78 fraccién ITII del
. it Reglamento de  Estudios  Superiores  de Lla Universidad
e b Auténoma Metropolitana, los miembros del  jurado
i B resolvieron:
QMR YARIM ALCANTAR RAMIREZ
ALUMNO b
o] A P sy
)
150
Acto centinuo, el presidente del ' jurado comunicéd al
interesado el  resultado de 'la ' evaluacidn y, en caso
¥ aprobatorio, le fue tomada la proteata.
DR JOSE ANTONIO OF/LOS REYES HEREDIA
SECRET GENERAL

DIRECTORA ION DE CBS
1A CAMARGO RICALDE

PRESIDENTE

DR. GERARDO BLANCAS FLORES

VOCAL
,.-
MTRO. EDGAR EEL CARLEN SIERRA MTRO. ROBE

VOCAL } SECRETARIA

RT! 0 CARLOS LAZZARINI DRA. MABEL CLARA FRAGOSO SERRANC
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