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2. RESUMEN

Es papel de la ciencia el estudio de compuestos naturales provenientes de la
alimentacion con potencial anticancerigeno. En México, se utiliza como alimento el
Cnidoscolus aconitifolius (CA), quelite que posee componentes con potencial
bioactivo que ejercen efectos benéficos para la salud por su contenido en compuestos
fendlicos. En este estudio se evaluo el efecto de CA en células de cancer de colon
(CC). Para ello, se cuantificd el contenido de fenoles por HPLC-DAD, asimismo, se
determind el efecto en la viabilidad celular, el efecto apoptético y el efecto en el arresto
del ciclo celular. Los datos se sometieron a una prueba t de student para comparar el
analisis del efecto biolégico en experimentos replicados por triplicado a a=0.05 al
95% de nivel de confianza. Se identificaron seis familias de fenoles. Se obtuvo la CLso
en la linea celular SW-480 con valores de 5.28 mg/mL en CA. Se observd una
disminucién del 1.3% en la apoptosis temprana con CA después de 24 h vs. control.
En la apoptosis tardia se observé un aumento del 27.75% en CA vs. control. La
apoptosis total aumenté un 22.8% por CA. El efecto en el ciclo celular mostré un
arresto en el ciclo celular en la fase GO/G1 de CA 16.7%. Los hallazgos sugieren que
el extracto de Cnidoscolus aconitifolius contiene compuestos con potencial
anticancerigeno, lo que podria dar pie a nuevas investigaciones enfocadas en la

suministracion de dicho extracto a organismos biolégicos mas complejos.

2. SUMMARY

The role of science is the study of natural compounds derived from food with
anticancer potential. In Mexico, Cnidoscolus aconitifolius (CA), a chelite that
possesses components with bioactive potential that have beneficial effects on health
due to their content of phenolic compounds, is used as food. In this study, the effect
of CA on colon cancer cells was evaluated. For this purpose, the phenol content was
guantified by HPLC-DAD, and the effect on cell viability, the apoptotic effect and the
effect on cell arrest were also determined. Data were subjected to a Student's t test to
compare the biological effect analysis in triplicate replicate experiments at a = 0.05 at
95% confidence level. Six phenol families were identified. The LC50 was obtained in
the SW-480 cell line with values of 5.28 mg/mL in CA. A 1.3% decrease in early



apoptosis was observed with CA after 24 h vs. control. In late apoptosis, a 27.75%
increase in CA vs. Control was observed. Total apoptosis was increased by 22.8% by
CA. The effect on cell cycle showed an arrest in cell cycle in the GO/G1 phase of CA
16.7%. The findings suggest that the extract of Cnidoscolus aconitifolius contains
compounds with anticancer potential, which could lead to new research focused on

administering this extract to more complex biological organisms.
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6. ABREVIATURAS

CCR: Céancer colorrectal

CA: Cnidoscolus aconitifolius
HPLC: High performance liquid
chromatography

CLso. Concentracion letal media
OMS: Organizacion Mundial de la
Salud

M: Millones

PAF: Poliposis adenomatosa
familiar

MAPK: Mitogen.Activated Protein
Kinases

ADN: Acido desoxirribonucleico
MSI: Inestabilidad de
microsatélites

CIN: Inestabilidad cromos6mica
TNM: Tumor Neoplasia Mitosis
Is: In situ

5-FU: 5 fluoracilo

CAPEOX: Capecitabina 'y
oxiliplatino

Col: Colonoscopia

Cp: Colonoscopia parcial

Q: Quimioterapia

Qa: Quimioterapia adyuvante
Qna: Quimioterapia neoadyuvante
C: Cirugia

R: Radioterapia

OH: Hidroxilo

HCN: Acido cianhidrico

DPPH: 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo
FRAP: Fluorescence recovery
afterphotobleaching
ABTS:Azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico.
CFT: Compuestos fendlicos totales
EAG: Equivalentes de acido galico
EL: Extracto liofilizado

EC: Equivalente de catequina
TC: Taninos condensados

ET: Equivalente de trolox

ATCC: American Type Culture
Collention

DMEM: Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium

SFB: Suero fetal bovino

ASB: Albumina sérica bovina
MTT:3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio

DMSO: Dimetilsulfoxido

PBS: Phosphate buffered saline
DE: Desviacién estandar

PR: Porophyllum Ruderale

DL: Dosis letal

MCP: Muerte celular programada



7. INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cancer mas frecuente en México y
entre los factores relacionados a su padecimiento se encuentran los dietéticos que
consisten en una alimentacion abundante en grasas y/o proteinas de origen animal y
escasa en vegetales (Murphy, 2019). Su tratamiento requiere cirugia, quimioterapia,
entre otros procesos invasivos. A pesar de que la quimioterapia ha mejorado la
supervivencia de los pacientes con CCR, los efectos colaterales y la resistencia a la
misma han llevado a la busqueda de alimentos con compuestos con potencial

anticancerigeno (Bernaba & Pandiella, 2018).

Bajo este contexto, la OMS ha estimado que el 80% de la poblacion mundial recurre
a tratamientos tradicionales los cuales incluye la fitoterapia también conocida como
fitomedicina la cual, la misma organizacién define como la ciencia encargada de
estudiar la utilizacion de productos de origen vegetal con finalidad terapéutica, ya sea
para prevenir, atenuar o curar un estado patolégico (OMS, 1978).

Asi mismo, estudios epidemiolégicos han correlacionado el alto consumo de
alimentos vegetales con un riesgo disminuido de desarrollar varios tipos de cancer
(Gescher, 1998). El efecto protector de dietas con alto consumo de verduras contra
el CCR se atribuye a sus metabolitos secundarios que ejercen efectos
anticarcinogénicos. Este grupo de compuestos se denomina fitoquimicos y entre ellos
se incluyen los compuestos fendlicos, flavonoides y carotenoides los cuales, se han
implementado para suprimir etapas tempranas y tardias de la carcinogénesis
(Chaparro, 2015). Existen verduras que poseen un gran potencial terapéutico

atribuido al alto contenido de fitoquimicos (Drago, 2006).

Tal es el caso de los quelites, que son consideradas plantas tolerantes a condiciones
adversas que promueven mecanismos de proteccidon ante el estrés, lo que resulta en
la acumulacion de compuestos fendlicos que le otorga a los quelites capacidades

antioxidantes y un perfil nutrimental amplio (Santiago et al, 2019).

Por lo anteriormente planteado, el objetivo de este estudio es ampliar la variedad de

alimentos con potencial anticancerigeno a través de la caracterizacion del perfil

10



fendlico, capacidad antioxidante y efecto citotéxico del Cnidoscolus aconitifolius,
guelite que se considera importante ya que sus hojas son consumidas como verdura

a comparacion de otros brotes comestibles.
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8. REVISION DE LITERATURA
8.1 Cancer

El cancer es un término utilizado para referir a un conjunto de enfermedades que se
originan cuando células anormales crecen sin control, sobrepasan sus limites

habituales y, en algunos casos, concluye en metastasis (OMS, 2021).

En el 2020, se atribuyeron casi 10 millones de muertes a esta enfermedad. Los
canceres mas comunes, a lo que nuevos casos se refiere, en ese mismo afio fueron
cancer de mama (2.26 M), pulmoén (2.21 M), colorrectal (1.93 M) y préstata (1.41 M).
Los tipos de cancer que registraron un mayor nimero de fallecimientos en 2020 fueron
cancer de pulmoén (1.8 M), colorrectal (916 mil), hepético (830 mil) y gastrico (796 mil).
(OMS, 2021).

8.2 Cancer de colon

8.2.1 Epidemiologia mundial

A nivel mundial, el cancer colorrectal (CCR) es el segundo cancer mas frecuente con
una prevalencia de 1.4 millones de casos segun registros de Global Cancer
Observatory publicados en 2020; en este mismo afio se estimé una tasa de mortalidad
a nivel mundial de 8 defunciones por cada 100,000 habitantes en pacientes de sexo
masculino y 5 defunciones por cada 100,000 habitantes en pacientes femeninos
(GLOBOCAN, 2023).

8.2.2 Epidemiologia nacional
En México, el CCR es el tercer cancer mas comudn con una prevalencia de 37,473

casos en el periodo 2015 a 2020.

En el 2020, se registr6 un aumento en la incidencia de CCR del 7.6% y una
prevalencia de 8 casos por cada 100,000 habitantes entre la poblacién mexicana,
siendo 2.2% mas prevalente en pacientes masculinos en comparacion con pacientes
femeninas. En ese mismo afo, el CCR represento el 8.6% de defunciones en nuestro
pais, posicionandose en segundo lugar de causa de muerte por cancer (GLOBOCAN,
2023).
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8.2.3 Etiologia
La etiologia del CCR aun no esta del todo esclarecida, sin embargo, se ha encontrado

relaciéon con los siguientes factores:

8.2.3.1. Factores genéticos

Diversas investigaciones han demostrado que existe un riesgo 3 veces mayor de
cancer en familiares de primera generacion de pacientes con CCR. La poliposis
adenomatosa familiar (PAF) se ha identificado como un sindrome genético que
predispone al CCR asi como el gen de reparacion de desajustes (MMR) también

guarda relacion con el CCR hereditario (Maida, 2017).

8.2.3.2. Factores dietéticos

Una alimentacion escasa de frutas y verduras, alta en grasa, alta en proteinas de
origen animal, consumo de alimentos ultraprocesados y baja en celulosa estan
relacionadas con la incidencia de CCR. La ingesta alta en grasas promovera la
secrecion seguida de la descomposicion de acidos biliares lo que resultara en el

aumento de carcindgenos intestinales (Murphy, 2019).

8.2.3.3. Enfermedades no cancerosas

Los polipos colorrectales, adenomas colorrectales, colitis ulcerosa y enfermedad de
Crohn, entre otras, pueden contribuir a la evolucién de CCR. Estudios demuestran
gue alrededor del 3-5% de los pacientes con colitis ulcerosa desarrollaran CCR. El
15-40% de los casos de CCR se originan a partir de pélipos colénicos con un curso
pre canceroso de 2 a 5 afios. Los adenomas de mas de 3 cm de diametro tienen una
probabilidad mayor al 40% de convertirse en cancerosos (Sun, 2014; Roncucci,
2015).

8.2.3.4. Otros factores
El estilo de vida, como el sedentarismo y sobrepeso, son factores de riesgo para el
CCR (Sun, 2014).

8.2.4 Sellos distintivos del cancer
En el afio 2000, los investigadores Hanahan y Weinberg propusieron el modelo de
sellos del cancer que agrupa 6 caracteristicas de las células neoplasicas que

intervienen en la progresion tumoral en las cuales se incluyen sefales proliferativas
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constitutivas, inhibicibn de sefales antiproliferativas y resistencia a la apoptosis
(Hanahan y Weinberg, 2000).

8.2.4.1. Senales proliferativas constitutivas

Los proto-oncogenes tienen un papel importante en el control de la divisién y muerte
celular (NIH,2023). Sin embargo, en el proceso de carcinogénesis estos genes mutan
a oncogenes por medio de translocaciones genéticas, amplificaciones en la secuencia
de los proto-oncogenes o mutaciones puntuales lo que condiciona a la célula a
adquirir la capacidad de proliferar de manera independiente a las sefiales que regulan

la activacion del ciclo celular.

Entre las oncoproteinas con mayor relevancia para la progresion de diversos tipos de
tumores se incluyen Src, Abl; c-Kit, c-Myc, intermediarios de sefalizacion de la ruta
de quinasas activadas por mitégenos (MAPK, del inglés Mitogen- Activated Protein
Kinases) como RAS, RAF y PI3K (Leon, 2019).

8.2.4.2 Evasion de sefiales antiproliferativas: Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores codifican proteinas que actian como freno de la
division celular (NIH,2023). Las mutaciones deletéreas, la inhibicion parcial o total de
estas moléculas favorecen la progresion tumoral, al disminuir la efectividad de puntos
de control que regulan el ciclo celular, de las vias de retroalimentacion negativa de
las cascadas de sefializacion celular y de los mecanismos de reparacion de acido

desoxirribonucleico (ADN).

En su forma natural, la proteina p53 tiene la funcion de controlar el ciclo celular
regulando la transcripciéon o la replicacion del ADN, por lo que se le denomina “el
guardian del genoma” (Gallego, 2010). La inhibicién de la actividad de p53 favorece

la acumulacién de mutaciones y la libre progresién del ciclo celular. (Le6n, 2019)

8.2.4.3. Resistencia a la apoptosis

La apoptosis es un proceso de muerte estructurado que ocurre por etapas. El
desbalance en las sefiales pre y anti-apoptéticas es una caracteristica de las células
neoplasicas; la pérdida de la actividad de p53 favorece la resistencia a la apoptosis

pues se ve afectada su capacidad de inducir la muerte programada en caso de que

14



se produzca una alteracién en la fidelidad de la replicacion del ADN durante la mitosis
(Muller, 2014).

Figura 1 Principales sellos distintivos del cancer.Modificado de Hanahan y Weinberg, 2000.

8.2.5 Carcinogénesis colorrectal

Las bases principales del cancer son la pérdida de la identificacion celular y la
proliferacion celular inapropiada (Menéndez et al. 2012). El primer modelo de
carcinogénesis fue propuesto por Fearon y Vogelstein en 1990 el cual, se basa en la
acumulacion progresiva de mutaciones genéticas tanto en oncogenes como en genes
supresores de tumores que conducen a la transformacién de la mucosa normal hacia
adenoma vy, luego, hacia carcinoma. A la fecha, se han dado a conocer dos vias
moleculares clasicas que ha permitido entender mejor a esta patologia; la via de la
inestabilidad de microsatélites (MSI) o via mutadora y la via de la inestabilidad
cromosomica (CIN) o via supresora, la cual, nos enfocaremos en el presente escrito
(D’Ottavio, 2014).

8.2.5.1 Mecanismo de malignizacién del epitelio colorrectal

Es importante el entendimiento del recambio celular que ocurre en las criptas
intestinales como parte del proceso de malignizacion del tejido colorrectal. Tal y como
se muestra en la Figura 2, las criptas intestinales son invaginaciones del epitelio
superficial y se dividen en dos zonas: la zona proliferativa o nicho de células madre,
ubicadas en la base, y la zona de diferenciacién ubicada hacia la luz intestinal
(Sanabria et al, 2012).
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Figura 2. Alteraciones en las criptas en cancer de colon (Sanabria et al, 2012).

El recambio celular ocurre cada tres a seis dias y conlleva la generacion de nuevos
clones de células madre de la zona proliferativa (donde es preeminente las sefiales
antiapoptoticas como la proteina Bcl-2, y proliferativas como la via Wnt/B-catenina)
gue posteriormente que especializan en células epiteliales intestinales en la zona de
diferenciacion (donde existen sefiales antiproliferativas como la proteina APC y Bmp,
gue regulan negativamente la via Wnt/B-catenina (Sanabria et al, 2012).

Las alteraciones en las vias de sefializacion que regulan el recambio celular de las
criptas coldnicas pueden iniciar el proceso de carcinogénesis que concluye en la
apariciéon de CCR al promover la supervivencia celular (Sanabria et al, 2012).

8.2.5.2 Carcinogénesis (Secuencia adenoma - Carcinoma)

8.2.5.2.1 Adenoma

El término adenoma hace referencia a las neoplasias epiteliales benignas que forman
patrones glandulares, denominandose pdlipo a la neoplasia que produce una
proyeccion macroscopica sobre una superficie mucosa (Menéndez et al, 2012).
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Los adenomas colorrectales se clasifican en polipoideos y no polipoideos. Los
adenomas polipoideos que poseen un tallo se denominan polipos pediculados,
mientras que los que tienen una base de implantacién extensa se consideran poélipos
sésiles. En lo que

respecta a los adenomas no polipoideos se encuentran los adenomas planos que
cuentan con una discreta elevacion de la mucosa con eritema de la superficie, y los

adenomas ulcerados (Lanza, 2011).

En 1999, un grupo de patdlogos occidentales y asiaticos reunidos en Viena lleg6 a un
consenso sobre la clasificacion de la neoplasia epitelial gastrointestinal (Rubio, 2006).
Basados en el fenotipo histoldgico, los adenomas colorrectales se clasificaron en:
e Tubulares: se caracterizan por manifestar una displasia epitelial, mayor del
80% dispuesta en tubulos.
e Vellosos: constan de una displasia epitelial organizada en vellosidades rectas
gue presentan una longitud de mas del doble que las criptas normales.
e Tubulo-vellosos: se caracterizan por estar constituidos de ambas disposiciones
displasicas.
e Serrados: el epitelio cubre ambos lados de las criptas formando una morfologia
de dientes de sierra en al menos 50% del tejido displasico.
e Microtubulares: se dispone formando microtubulos epiteliales a lo largo de la

cripta.

Con respecto al potencial de malignizacion, solo una minima parte de los adenomas
desarrollan un carcinoma; los adenomas <1 cm se malignizan en un 1%, los
comprendidos entre 1-2 cm se incrementa el porcentaje en hasta un 10% y en los

adenomas >2 cm malignizaran un 50% (Tanaka, 2009).

8.2.5.2.2 Carcinoma
El progresivo crecimiento de tamafio y el grado de displasia de los adenomas hace
gue estas lesiones representan un paso intermedio en este modelo secuencial que

resulta en un carcinoma infiltrante.
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Dado que los carcinomas mucosos se comportan como un polipo benigno, los
carcinomas intramucosos se clasifican como neoplasia con alto grado de displasia,

neoplasia epitelial de alto grado o neoplasia mucosa de alto grado.

Atendiendo a la histologia tumoral y en funcién de la extension glandular, segun la
clasificacion de Viena de 1999, los carcinomas de colon se clasifican en:
e Bien diferenciadas (grado 1) muestran estructuras glandulares en mas del 95%
del tumor
e Moderadamente diferenciadas (grado 2) que contienen entre 50-95% de
glandulas
e Pobremente diferenciadas (grado 3) en el que existen entre 5-50% de
estructuras glandulares
e Neoplasia indiferenciada (grado 4) se muestra un componente glandular menor
al 5%

8.2.5.3.1 Via de inestabilidad cromos6mica/ via supresora

La via de inestabilidad cromosdémica (CIN), también conocida como via supresora del
CCR, es la via mas preeminente pues representa del 65-85% de los casos de CCR
esporadicos, asi como también explica los casos de poliposis adenomatosa familiar
(Sanabria et al, 2012). Vogelstein propuso la carcinogénesis como un modelo
secuencial de mutaciones que provocan la inactivacion de los genes supresores de
tumores (APC, p53, DCC, DPC4/Smad4, nm32, etcétera), la activacion de proto-
oncogenes (K-ras, c-myc, c-neu, c-erb-2, c-src, etcétera) y la metilacién aberrante de
ADN. El modelo molecular de la secuencia adenoma a carcinoma atribuye a la
mutacion a nivel APC el evento germinal del CCR, para posteriormente activarse K-
ras y alterarse las funciones de p53 (Menéndez, 2012; D’Ottavio, 2014)

Via supresora o inestabilidad cromosémica
DCC

APC
K-RAS SMAD2 TP53
CTNNB1 SMAD4
Mucosa » Adenoma » Adenoma > Adenoma > .
Normal temprano intermedio tardio Cancer

Figura 3. Via supresora o inestabilidad cromosdmica en CC.Modificado de Sanabria, 2012.
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8.2.6 Estadificacion del cancer colorrectal

El estadio de un cancer define cuanto cancer hay en el organismo y qué tan grave es,

asi como determinar el tratamiento adecuado.

Los canceres en etapas tempranas se identifican como etapa 0 (cancer temprano)

posteriormente van desde las etapas | (1) al IV (4). Por lo general, mientras mas bajo

sea la etapa, menos se ha propagado el cancer, por lo contrario, un nimero mas alto

refiere una mayor propagacion del cancer (American Cancer Society, 2020).

El sistema de estadificacibn mas empleado para el CCR es el TNM del American Joint

Committee on Cancer (AJCC) que se fundamenta en 3 puntos clave; la extension del

tumor (T), la propagacion a los ganglios linfaticos adyacentes (N) y la propagacion a

sitios distantes (M).

Tabla 1. Estadificacion de CCR por TNM y AJCC.

Etapa Agrupacién Descripcion de la etapa
AJCC por etapas
0 Tis El cancer se encuentra en una etapa temprana. Esta
NO etapa también se conoce como carcinoma in situ o
MO carcinoma intramucoso (Tis). No ha crecido mas alla de
la capa interna (mucosa) del colon o recto.
TloT2 El cancer ha crecido a través de la capa muscular de la
NO mucosa (muscularis mucosae) hasta la submucosa (T1),
MO es posible que haya crecido hasta la muscular propia
(T2). No se ha propagado a los ganglios linfaticos
adyacentes (NO) ni a sitios distantes (MO)
A T3 El cancer ha crecido hacia las capas mas externas del
NO colon o del recto, pero no ha atravesado estas capas (T3).
MO No ha alcanzado o6rganos adyacentes. No se ha

propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO), ni a

sitios distantes (MO).
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1B T4a El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del
NO recto, pero no ha crecido hacia otros tejidos u érganos
MO adyacentes (T4a). El cancer ain no se ha propagado a
los ganglios linfaticos adyacentes (NO) ni a sitios distantes
(MO).
IIC T4b El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del
NO recto y estd unido o crece hacia 6rganos adyacentes
MO (T4b). El cancer aun no se ha propagado a los ganglios
linfaticos adyacentes (NO) ni a sitios distantes (MO0).
A Tlo0T2 El cancer ha crecido a través de la mucosa hasta la
N1/ Nlc submucosa (T1) y también es posible que haya crecido
MO hasta la muscular propia (T2). Se propag6 a entre 1y 3
ganglios linfaticos adyacentes (N1) o hacia areas de
grasa cercanas a los ganglios linfaticos, pero no a los
ganglios en si (N1c). No se ha propagado a sitios
distantes (MO0).
T1 El cancer ha atravesado la mucosa hasta la submucosa
N2a (T1). De 4 a 6 ganglios linfaticos cercanos estan
MO afectados por la propagacion del cancer (N2a). No se ha
propagado a sitios distantes (MO0).
B T20 T3 El cancer ha crecido a través de la mucosa hasta la
N2a submucosa (T1) y también podria haber crecido hasta los
MO tejidos de la muscularis propia (T2). Se propag6 a siete o
mas ganglios linfaticos adyacentes (N2b). No se ha
propagado a sitios distantes (MO0).
TloT2 El cancer ha crecido a través de la mucosa hasta la
N2b submucosa (T1) y también podria haber crecido hasta los
MO tejidos de la muscularis propia (T2). Se propag6 a siete o
mas ganglios linfaticos adyacentes (N2b). No se ha
propagado a sitios distantes (MO0).
c T3 o0 T4a El cadncer ha crecido hacia las capas méas externas del
N2b colon o del recto (T3), o a través del peritoneo visceral
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MO

(T4a), pero no ha alcanzado los 6rganos adyacentes. Se
propag0 a siete o mas ganglios linfaticos adyacentes
(N2b). No se ha propagado a sitios distantes (MO).

T4b
N1 o N2
MO

El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del
recto y esta unido o crece hacia otros tejidos u érganos
adyacentes (T4b). Se propagd por lo menos a un ganglio
linfatico cercano o hacia areas de grasa cercanas a los
ganglios linfaticos (N1 o N2). No se ha propagado a sitios
distantes (MO).

IVA

Cualquier T
Cualquier N
Mla

El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared
del colon o del recto (Cualquier T). Podria o no haberse
propagado a los ganglios linfaticos adyacentes.
(Cualquier N). El cancer se propagd a un 6rgano distante
(como el higado o el pulmén) o a un grupo de ganglios
linfaticos distantes, pero no se ha propagado a partes
distantes del peritoneo (el revestimiento de la cavidad
abdominal) (M1a).

IBV

Cualquier T
Cualquier N
M1b

El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared
del colon o del recto (Cualquier T). Puede o no haberse
propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (cualquier
N). El cancer se propagd a mas de un organo distante
(como el higado o el pulmén) o a un grupo de ganglios
linfaticos distantes, pero no se ha propagado a partes
distantes del peritoneo (el revestimiento de la cavidad
abdominal) (M1b).

IVC

Cualquier T
Cualquier N
Mlc

El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared
del colon o del recto (Cualquier T). Puede o no haberse
propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (cualquier
N). Se ha propagado a partes distantes del peritoneo (el
revestimiento de la cavidad abdominal) y puede o no
haberse propagado a érganos o a ganglios linfaticos
distantes (M1c).

T: Tumor, N:Neoplasia, M:Mitosis, is: in situ.
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Opcionalmente, se utiliza la clasificacion de Dukes modificada (Motta-Ramirez et al,
2011).

Tabla 2. Clasificacion basada en TNM y Dukes para cancer colorrectal.

Clasificacion basada en Clasificacion basada en el
el sistema TNM sistema Dukes
Estadio Definiciéon Estadio Definicién
0 TisNOMO ----
| TINOMO A Limitado a la pared
T2NOMO colénica
' T3NOMO B Extension a la serosa o
T4ANOMO grasa mesentérica
" Cualquier TN1IMO - Metastasis a ganglios
Cualquier TN2MO linfaticos
Cualquier T, ) ) )
Y] _ D Metastasis a distancia
cualquier N M1

T: Tumor, N: Neoplasia, M: Metastasis, Is: in situ.

8.2.7 Tratamiento convencional del cancer colorrectal por etapas

El tratamiento del CCR se basa en gran medida en la extension de este mismo. La
cirugia es el tratamiento principal en pacientes en los que el cancer no se ha
propagado a 6rganos distantes. Tras la cirugia, se puede administrar quimioterapia
(referida como tratamiento adyuvante) por un tiempo aproximado de 6 meses.

(American Cancer Society, 2020)

8.2.7.1 Etapa 0
En la etapa 0 el CCR no se ha desarrollado mas all4 del revestimiento del colon por

lo que una cirugia que extraiga el area afectada es lo Unico que se requiere. Esto se
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puede hacer al extraer el pdlipo o el area con el tumor canceroso mediante una
escision local. En caso de que el tumor maligno sea de mayor tamafio y no se realice
con éxito una extraccion total, se procede a realizar una colectomia parcial

(extirpacion de una parte del colon).

8.2.7.2 Etapa |

Los CCR en etapa | conllevan el crecimiento mas profundo hacia las capas de la pared
del colon, sin embargo, no se ha propagado fuera de esta ni se ha dirigido hacia
ganglios linfaticos adyacentes. Si el polipo se extrae completamente con
colonoscopia, sin la presencia de células cancerosas en los bordes de la muestra
obtenida, no es necesaria la administracion de otro tratamiento. De lo contrario, si hay
presencia de células cancerosas en los bordes del polipo, se sugiere una segunda
cirugia. En el caso de canceres que no se desarrollan en un pdlipo, el tratamiento

convencional sera una colectomia parcial.

8.2.7.3 Etapa Il
Frecuentemente, en la etapa Il del CCR, la proliferacion celular traspasa la pared del
colon, asi como de tejidos circundantes. Sin embargo, ain no alcanzan los ganglios
linfaticos.
En esta etapa, la colectomia parcial y la extirpacion de ganglios linfaticos cercanos
son la unica opcion de tratamiento. No obstante, se puede recomendar llevar a cabo
una quimioterapia adyuvante si hay riesgo de que el cancer reincida debido a los
siguientes factores:
- El cancer posee un aspecto de alto grado durante su analisis en el laboratorio.
- El cancer ha crecido hacia los vasos sanguineos o vasos linfaticos cercanos.
- Se cuenta con la presencia de células cancerosas en el borde del tejido
extraido, lo que se traduce en que no se realizo la extirpacion total del cancer.
- El desarrollo del cancer ha concluido en la obstruccion del colon.

- El cancer originé una perforacién en la pared del colon.

Las principales opciones de quimioterapia incluyen 5-FU, leucovorin oxaliplatino o

capecitabina.
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8.2.7.4 Etapa lll

En el estadio Il del CCR ocurre la propagacion de células cancerosas a los ganglios
linfaticos adyacentes pero sin metastasis. El tratamiento de cabecera es la colectomia
parcial en conjunto con la extirpacion de ganglios linfaticos cercanos, seguida de
guimioterapia adyuvante.

Para la quimioterapia, el régimen FOLFOX (5-FU, leucovorin y oxaliplatino) o
CAPEOX (capecitabina y oxiliplatino) son los mas empleados. Existen casos en los
gue la extraccion total mediante cirugia no puede llevarse a cabo, por lo que la
guimiorradiacion (quimioterapia suministrada junto con radioterapia) es la alternativa
como tratamiento para la reduccion del tamafio del tumor, de modo que la extirpacion
del tumor por medio de cirugia sea una opcion, asi mismo, este tratamiento se lleva

a cabo en pacientes que no son candidatos para someterse a cirugia de extirpacion.

8.2.7.5 Etapa IV

En el estadio IV del CCR ya existe la presencia de metastasis donde 6rganos como
el higado, pulmones o cerebro suelen ser los mas afectados. En caso de que las areas
de propagacion en dichos érganos sean pocas, su extraccion en conjunto con el
cancer de colon puede ser una opcion para prolongar el tiempo de vida del paciente;
esto conlleva la realizacion de una colectomia, la eliminacién de ganglios linfaticos
adyacentes y areas de propagacion del cancer. Con frecuencia, tras la cirugia de

extirpacion se procede a suministrar quimioterapia.

Si la metastasis no se puede extirpar por medio de cirugia a causa de que las areas
de propagacion son grandes o muchas, se administra quimioterapia previa con el
objetivo de reducir el cancer. Posteriormente se determina si se lleva a cabo la
extraccion del cancer mediante cirugia. Existe la posibilidad que tras la operacién se
administre quimioterapia. En caso de que la metastasis afecte al higado, la ablacion

0 embolizacion pueden ser opciones de tratamiento.

En esta etapa del cancer la quimioterapia suele ser la opcion principal. En caso de
gue exista una obstruccion del colon se recurre a la colectomia o colostomia de
derivacion (cortar el colon a nivel del cancer y adherir el extremo a una abertura en la

piel estomacal para permitir la expulsion de los desechos del organismo).
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En el siguiente cuadro, se resume el tratamiento a realizar dependiendo el estadio de

cancer en el que se encuentre el paciente.

Tabla 3. Descripcion de los tratamientos por clasificacion de TNM y Dukes.

TRATAMIENTO

Etapa | Dukes | Col Cp Q Qa Qna C R
TNM
0 -
I A
I B
1] C
v D

Col: Colonoscopia, Cp: Colectomia parcial, Q: Quimioterapia, Qa: Quimioterapia
adyuvante, Qna: Quimioterapia neoadyuvante, C: Cirugia, R: Radioterapia.

8.2.8 Tratamientos alternativos

En la actualidad, el tratamiento estandar para el cancer se basa en el empleo de
farmacos citotoxicos, radioterapia, quimioterapia y cirugia (O’Reilly,1997). Sin
embargo, muchos de los medicamentos nuevos obtenidos por sintesis quimica o
derivados de plantas no tienen el efecto esperado, esto debido a la complejidad de la
patologia (Couffignal, 2000). Como ejemplo, tenemos la quimioterapia que consiste
en administrar un farmaco que tenga la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral
y/o provocar la muerte celular. El principio de accion de gran parte de estos
compuestos se basa en el mayor potencial replicativo de la célula cancerosa en
comparacién con el de las células sanas, por lo que también ocasionan la muerte de
células no cancerosas que crecen y se dividen de manera rapida como lo son las

25



células de la sangre. El dafo a las células sanas causa efectos secundarios que
pueden ser graves, incluso mas severos que la enfermedad per se (Schlaepfer, 2010).

Aunado a esto, paises que se encuentran en vias de desarrollo tienen un acceso
limitado a métodos e instalaciones para el tratamiento de la patologia que sean
eficaces y modernos, esto especialmente en zonas rurales (Edgar, 2007). Por lo tanto,
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que alrededor del 80% de la
poblacién mundial utiliza tratamientos tradicionales (Holaday, 2009). Parte de dichos
tratamientos incluye la fitoterapia, también conocida como fitomedicina, que hace
referencia al uso de plantas o una mezcla de extractos de plantas para el tratamiento
de enfermedades (Aiello, 2019).

Asi mismo, estudios epidemiolégicos han relacionado solidamente el consumo
abundante de alimentos de origen vegetal como frutas, verduras, cereales,
leguminosas, entre otros, con un riesgo disminuido de desarrollar varios tipos de
cancer (Gescher, 1998). Esto es particularmente cierto para los canceres del tracto
gastrointestinal; los estudios indican que el 75% de los canceres colorrectales podrian
prevenirse aumentando la cantidad de alimentos de origen vegetal en la dieta
(Béliveau, 2007).

El efecto protector de dietas con alto consumo de frutas y verduras contra el CCR se
atribuye a sus metabolitos secundarios que ejercen efectos anticarcinogénicos. Este
grupo de compuestos se denomina fitoquimicos y son responsables en gran parte del
sabor y color de plantas comestibles. Los fitoquimicos incluyen compuestos fendlicos,
flavonoides y carotenoides, que se han empleado para suprimir etapas tempranas y

tardias de la carcinogénesis (Chaparro, 2015).

8.2.8.1 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
guimicas, con diferentes estructuras, propiedades quimicas y actividad biologica,
englobando mas de 8,000 compuestos distintos. Quimicamente, los compuestos
fendlicos son sustancias que poseen un anillo aromatico, con uno 0 mas grupos
hidréxidos. (Gutiérrez, 2008)
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Como antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las células contra el dafio
oxidativo, por lo tanto, limitan el riesgo de mdultiples enfermedades degenerativas
asociadas al estrés oxidativo (desequilibrio entre las especies oxidantes y reductoras
a nivel celular en un organismo) causado por radicales libres (Martinez, 2002;
Scalbert, 2005).

En conjunto con las vitaminas, los compuestos fendlicos se consideran importantes
antioxidantes en la dieta pues se encuentran presentes en frutas, verduras, raices y
cereales. Miles de compuestos fendlicos se encuentran en las plantas, y se clasifican
en diferentes tipos de grupos funcionales, como se indica a continuacioén (Pefarrieta,
2014).

8.2.8.1.1 Fenoles

Para comprender la estructura quimica de los compuestos fendlicos es importante
comenzar con el fenol, que es la molécula basica. El fenol se compone de un anillo
aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH). La presencia del anillo aromético
hace que los &cidos sean débiles, generando un efecto inductivo en el hidrégeno del
grupo hidroxilo. El anillo aromético juega un papel importante en las propiedades

antioxidantes (Pefarrieta, 2014).

OH

Figura 4. Estructura quimica del fenol. Modificado de Pefarrieta,2014.

e Fenoles simples
Los fenoles simples son compuestos que tienen dos (en las posiciones 1,2, 1,3
0 1,4) o tres (en las posiciones 1,3,5 o 1,2,3) grupos hidroxilo en el anillo
aromatico. Hay pruebas de que, ademas de sus propiedades antioxidantes,
estos compuestos fendlicos tienen una actividad biolégica importante, como

los antibioticos, antiparasitarios y citotoxicos (Ross, 2003).
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Figura 5. Estructura quimica de los fenoles simples. Modificado de Pefarrieta,2014.

8.2.8.1.2 Flavonoides

Los flavonoides son un tipo particular de los polifenoles presentes en plantas, y son
los compuestos responsables del color de las flores y frutas. Los flavonoides son
compuestos fendlicos diaril-propanicos, es decir, su estructura es del tipo C6-C3-C6,
con dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos
ciclada a través de un oxigeno. Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en las
partes aéreas jévenes de las plantas y también en areas que estan mas expuestas al
sol como hojas, frutos y flores ya que favorece su sintesis. La actividad antioxidante
de los flavonoides depende principalmente de su capacidad de reducir radicales libres
y quelar metales, impidiendo las reacciones catalizadoras de los radicales libres
(Pefarrieta, 2014; Lopez, 2002).
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Figura 6. Estructura basica de flavonoide. Modificado de Pefarrieta,2014.

8.2.8.1.3 Taninos

Los taninos son diversos compuestos fendlicos con la particularidad de que se unen
a proteinas y precipitan. Los taninos se clasifican en tres grupos segun su estructura
guimica: condensada, hidrolizables y complejos. En el presente trabajo de
investigacion nos enfocaremos en los taninos condensados los cuales son derivados
de flavan-3-ol encuentra como mondmeros, asi como unidades estructurales en las
cadenas que van desde proantocianidina catequina y / o dimeros derivados de
catequina a polimeros de mayor tamafio (Pefarrieta, 2014)
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Figura 7. Procianidina. Modificado de Pefiarrieta,2014.

Los taninos estan presentes en hojas, frutos y cortezas. Este compuesto forma parte
de la proteccion de las plantas contra infecciones y herbivoros (Vermerris et al, 2008).
En el campo clinico tiene una importante actividad como antioxidante, antitumoral,

antibacterial. (Isaza, 2007)

En este contexto, existe una amplia variedad de alimentos, como las verduras, que
poseen un gran potencial terapéutico atribuido al alto contenido de fitoquimicos
(Drago, 2006). Tal es el caso de los quelites, los cuales, son consideradas plantas
tolerantes a condiciones adversas como lo son climas secos, escasez de agua y
nutrientes. Estos factores han sido una ventaja para esta variedad de especie vegetal
ya que promueven mecanismos de proteccién ante el estrés; esto resulta en la
acumulaciéon de aminoéacidos y sintesis de compuestos fendlicos y polisacaridos, lo
que les otorga capacidades antioxidantes y un perfil nutrimental muy extenso.
(Santiago et al, 2019).

8.3 Quelites

Quelite viene del vocablo nahuatl quilitt que significa verdura o planta tierna
comestible (Basurto 2011, Linares y Aguirre 1992). Los quelites son plantas de uso
gastronémico tradicional que son poco utilizadas debido al desconocimiento como
plantas comestibles. Sin embargo, en los ultimos afios se han convertido en

tendencias gastrondémicas para revivir tradiciones culinarias (Petrini 2012).
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En México se consumen mas de 350 especies de quelites y entre los mas comunes
se encuentran el papalo Porophylum ruderale subsp. macrocephalum), la verdolaga
(Portulaca oleracea), el quintonil (Amaranthus spp.), el romerito (Suaeda nigra), el
guelite cenizo (Chenopodium berlandieri subsp. berlandieri), la chaya (Cnidoscolus
aconitifolius), la hoja santa (Piper auritum) entre otros (Mera et al. 2011, Linares y Bye
2015).

La presentacion del consumo de quelites puede ser variada ya que en algunos
platillos constituyen el componente principal y en otros cumplen la funcién como
condimentos ya que proporcionan una diversidad de aromas y sabores (Basurto et al,
1998).

El conocimiento y consumo sobre los quelites se ha mantenido de manera local,
asentandose en su mayoria en comunidades locales donde pequefios agricultores
mantienen a las especies nativas. Estas plantas poseen una gran importancia
nutricional por su considerable contenido de minerales, vitaminas, antioxidantes y

acidos grasos como el omega-3 y omega-6 (Mera et al. 2003, Morales et al. 2013).

La composicion de gran parte de los quelites consiste en 75% agua y 25%
corresponde a hidratos de carbono, fibras y en menor cantidad lipidos (Linares y Bye
2015).

Quelites como el chepil, quelites cenizo y rojo, chaya, huauzontle y romeritos pueden
llegar a contener 6g de proteina por cada 100g de muestra, superando el contenido
proteico de otras verduras. Asi mismo, contienen vitaminas como la riboflavina, la
tiamina y la niacina, esta ultima con mayor presencia en la flor de calabaza, el chepil
y la chaya; ademas los quelites contienen diversos carotenoides con concentraciones
variables desde 2.23 mg (“lengua de vaca”) hasta de 8.52 mg (chaya) lo cual podria
ser comparable con el de verduras como la zanahoria y superior al de frutas como el

meldn, mango y papaya (CONABIO, 2020).

8.4 Cnidoscolus aconitifolius
Cnidoscolus aconitifolius es un arbusto semiperenne de la familia Euphorbiaceae
originario del sur de México y Guatemala. Puede llegar a medir hasta 6 m de altura'y
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posee tricomas en hojas, tallos y pedunculos. Estos pueden ser largos o pequefios,
verticales o inclinados y se distribuyen en diferentes partes de la planta. (Chin-
chan,2021)

Figura 8. Hoja de Cnidoscolus aconitifolius (chaya). Fotografia tomada y editada por Purnamawati.

Es comunmente conocida como chaya o espinaca maya debido a su mudltiples
propiedades nutritivas y medicinales, conocidas desde tiempos precolombinos, en los
gue era considerada una fuente importante de alimento para los mayas. En la
actualidad, algunas especies de Cnidoscolus son de interés humano por su mismo
potencial nutrimental y medicinal, sin embargo, la Chaya es la mas importante al ser
la Unica planta cuyas hojas son consumidas como verdura; estas hojas contienen
glucosidos cianogénicos que pueden formar acido cianhidrico (HCN) al hidrolizarse
generando toxicidad, pero este compuesto es eliminado mediante el vapor y no se

retiene en el agua de coccion. (Chin-chan,2021)

Analisis del contenido nutrimental de las hojas de chaya han revelado un alto

porcentaje de vitaminas y minerales, mismos que se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Contenido de vitaminas y minerales en hojas de Cnidoscolus aconitifolius (Sanches,
2017).

Contenido
Componente Cantidad
mg/g
K 3.14
Ca 2.3
mg/100g
Fe 4.7
Vit C 142.11
Vit A 13.1
B6 1.34
B9 1.06
B12 0.13

La Chaya se considera un cultivo subutilizado debido al conocimiento limitado que
existe sobre ella y la falta de programas de conservaciéon. No obstante, en los ultimos
afios su importancia ha incrementado debido a las facilidades de su cultivo, su alto
valor nutrimental y sus usos medicinales potenciales: antiséptico, antitumoral,
antiinflamatorio y para el tratamiento del reumatismo, infecciones urinarias y

trastornos estomacales (Chin-Chan, 2021; Goncalves, 2018).

9. JUSTIFICACION

Debido al alza de la prevalencia del CCR tanto a nivel nacional como mundial, se
requieren de mas medidas preventivas para hacerle frente a dicha patologia. Un punto
importante a considerar es la baja accesibilidad y/o disponibilidad que se tienen a
alimentos que se les reconoce su potencial anticancerigeno como arandanos, fresas,

frambuesas, almendras, nueces, entre otros.
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Estudios han demostrado el importante papel de plantas medicinales como parte de
las medidas preventivas contra enfermedades cronicas y la planta Cnidoscolus
aconitifolius no ha sido la excepcion pues se ha demostrado su efectividad como

antiséptico, antitumoral, antiinflamatorio, entre otros.

Por lo anteriormente dicho, el interés del presente trabajo es evaluar un extracto
acuoso de CA para determinar su participacion como alimento con propiedades
anticancerigenas para poder ser considerado como parte de una medida preventiva

mas.

10. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la composicion fendlica y la capacidad antioxidante de un extracto
acuoso de Cnidoscolus aconitifolius y determinar el efecto citotdxico en apoptosis y

ciclo celular de cancer de colon in vitro.

11. OBJETIVO ESPECIFICO

Generar extracto acuoso de Cnidoscolus aconitifolius.
Caracterizar el perfil de fenoles, flavonoides y taninos condensados totales.

Determinar la capacidad antioxidante por DPPH, FRAP y ABTS.

Determinar el efecto del extracto en citotoxicidad, apoptosis y ciclo celular en
células SW480.

12. MATERIALES Y METODOS

12.1 Materia vegetal

Las hojas frescas de Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.I. Johnst. (Euphorbiaceae) (CA)
se obtuvieron de mercados tradicionales del estado de Querétaro. Los registros de la
planta se obtuvieron de la base de datos Plant List (http://www.theplantlist.org,
consultada el 2 de julio de 2022). Las hojas fueron identificadas por un especialista
del Herbario Jerzy Rzedowski de la Universidad Autbnoma de Querétaro y se tomaron
muestras. Una vez identificadas, lavadas con agua destilada y desinfectadas con

hipoclorito de sodio (200 ppm), las hojas se secaron en un horno de aire caliente
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forzado (Shel Lab FX 1375, Sheldon Manufacturing, Cornelius, OR, EE.UU.) a 40°C
durante 72 horas hasta obtener un peso constante.

Las hojas secas se molieron en un molino eléctrico (Thomas Model 4 Wiley Mill,
Thomas Scientific, New Jersey, EE.UU.) y se tamizaron a través de un tamiz
granulométrico de 0.5 mm. El polvo molido se recogié en una bolsa hermética y se

almacend a -80°C para su posterior procesamiento.

P4

3 afios de edad 40°C por 72 hrs Thomas Wiley Model 4 Tamiz 0.5 mm
Shel Lab FX 1375 Scientific

-80<C

Figura 9. Obtencidn de la materia vegetal.

12.2 Generacion de extracto acuoso

Se pesaron 5g de muestra en polvo de CA y se disolvié en 500 mL de agua destilada.
La solucion se agité durante 16 horas a 100 rpm a una temperatura de 22 + 1 °C,
protegidas de la luz. La solucién de filtr6 con papel Whatman (0.22 pum) y se liofilizé
durante 72 horas (FreeZone 6 Liter Benchtop Freeze Dry System, Labconco, Kansas
City, MO, EE.UU.). El extracto resultante se almacené en tubos falcon protegidos de

la luz a -80 -C para su posterior analisis.

Solucion al 1%
100 What 0,22
1g CA/ 100 mL H20 'R atman (0,22 pm)

16 hrs
[ e ]

« gl FALCON

30-35ml FreeZone 6 Liter Benchtop
cada uno Freeze Dry System, 72 hr

Figura 10. Generacién del extracto acuoso
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12.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y taninos
condensados

Los compuestos fendlicos totales (CFT) se determinaron siguiendo el método de

Folin-Ciocalteu y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido

galico por gramo de extracto liofilizado (mg EAG/g EL). El contenido total de

flavonoides (CTF) se determiné siguiendo el método de Zhishen et al. y los resultados

se expresaron en miligramos equivalentes de catequina por gramo de extracto

liofilizado (mg EC/g EL). Los taninos condensados (TC) se determinaron mediante el

meétodo de vainillina y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de

catequina por gramos de extracto liofilizado (mg EC/g EL).

Tabla 5. Métodos utilizados para la determinacién de compuestos fendlicos.

Técnica

Método Unidades

Compuestos
fenodlicos totales

Folin-Ciocalteu | mg EAG/ g EL

Flavonoides totales Zhishen mg EC/ g EL
Taninos -
Vainillina mg EC/ g EL
condensados

EC: Equivalentes de catequina, EAG: Equivalentes de acido galico, EL: Extracto

liofilizado.

12.4 Cuantificacion de capacidad antioxidante

Tabla 6. Métodos utilizados para la determinacién de capacidad antioxidante

Técnica Método Unidades
DPPH Brand-Williams umol ET/ g EL
FRAP Benzie-Strain pmol ET/ g EL
ABTS Miller umol ET/ g EL
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ET: Equivalente de trolox, EL: Extracto liofilizado.

12.5 Ensayos de cultivo celular

Las células humanas de cancer de colon SW480 (ATCC CCL-228) se obtuvieron de
la American Type Culture Collection (ATCC®). Las células se sembraron en placas
de 60 mm de diametro en medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (GIBCO, Nueva York, EE.UU.), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Biowest, Lakewood Ranch, FL, EE.UU.) y solucion antibiotico-antimicética al
10% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) a 37°C bajo una atmosfera acuosa
saturada de CO:2 al 5%, con cambio de medio cada dos dias hasta alcanzar el 80%

de confluencia como se muestra en la Figura 7.

SW-480
American Type Culture
Collection (ATCC)

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium + 1% .
Anti-Anti + 10% SFB CO02 al 5%

Cambio de medio cada 2 dias hasta el
80% confluencia

Figura 11.Ensayos de cultivo celular.

12.6 Determinacion de la actividad metabdlica celular mediante el ensayo de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

Las células (1.5 x 10* células/pocillo; 100 pL) se cultivaron en una placa de 96 pocillos
durante 24 horas. Las células se expusieron a concentraciones seriadas del extracto
acuoso de CA (0.5, 1.0, 2.5,5.0, 7.5 y 10 mg/mL), disueltos en DMEM suplementado
con 0.5% de albumina sérica bovina (ASB) durante 24 horas a 37°C. Tras la
incubacion, el medio se sustituye por DMEM suplementado con 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (0,5 mg/mL, 100 pL cada pocillo, Sigma-Aldrich) durante
4 h a 37 -C. Posteriormente, el medio se sustituy6 por dimetilsulféoxido (DMSO), y se
realizo la lectura de la placa por espectrofotdmetro a una absorbancia de 562 nm. La

concentracion letal media (CLso) se calcul6 utilizando la ecuacién dosis-respuesta

36



proporcionada por el software GraphPad Prism v.8.0. Las células no tratadas se
consideraron como grupo control negativo. Como grupo control positivo se
implemento Triton X-100 (Sigma-Aldrich) (se disolvio 1 pl del reactivo puro en 100 pl

para cada pocillo).

"N
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e
4

-
g DMEM \ e
MTT
J s

1.5 x 10* células por pocillo; 100 CA:[0.5,1.0,2.5,5.0,7.5y 10] 0.5 mg/mL, 100 pL
pL mg/mL 4 hrs
24 hrs 24 hrs
w
DMSO Ve
»~
. 3P
Cd
Z —
23
100 pL 562 nm

Figura 12. Determinacion de la la actividad metabdlica celular mediante el ensayo
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)

12.7 Evaluacion de la apoptosis mediante citometria de flujo

Se utilizo el kit Muse® Annexin V and Death Cell Assay Kit (MCH 100105, Millipore,
Darmstadt, Alemania) para evaluar el impacto de los tratamientos con CA en la
induccion de la apoptosis en las células. Las células se cultivaron en condiciones
adecuadas, tal como se ha descrito anteriormente vy, tras alcanzar la confluencia, se
trataron con concentraciones de CA-CLso. Tras la recoleccién por tripsinizacion y la
concentracion por centrifugacion (6000x g, 5 min), las células se lavaron con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) 1 mM, ajustada a 1 x 10° células/mL, y la
determinacion se realizo en un analizador celular Guava® Muse (Luminex, Austin, TX,
EE.UU.). Los resultados se mostraron en porcentaje de células vivas, apoptoticas

tempranas, apoptGticas tardias y apoptoticas totales.
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Figura 13. Evaluacién de la apoptosis mediante citometria de flujo

12.8 Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

Las células (3 x 10> células) se trataron con la concentracién de CA-CLso durante 12
horas, posteriormente se recogieron por tripsinizacion y centrifugacion (6000x g, 5
min). Se lavaron con PBS 1 mM + EDTA y se fijaron en etanol al 70% v/v durante 4
horas a -20 -C, siguiendo las condiciones indicadas por el fabricante (MCH1006,
Muse® Cell Cycle Assay Kit, Millipore, Darmstadt, Alemania) en un analizador celular
Muse® (Luminex, Austin, TX, EE.UU.). Células no tratadas (DMEM + 0,5% BSA) se

utilizaron como control negativo.

12.9 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media + DE de al menos tres experimentos
independientes por triplicado. Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos, se
realizo estadistica descriptiva utilizando media + DE. Por otro lado, para los ensayos
in vitro se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) con post hoc de Dunnett

utilizando una p < 0.05 como parametro de significacion.

13. RESULTADOS Y DISCUSIONES

13.1 Determinacidn espectrofotometria de compuestos fendlicos totales, flavonoides
totales y taninos condensados del extracto CA.
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Tabla 7. Métodos utilizados para la determinacion de capacidad antioxidante

Compuesto fendlico Cnidoscolus aconitifollius
Compuestos fendlicos totales (mg EAG/ 5,109.00 + 1,034.00
g EL)
Flavonoides totales (mg EC/g EL) 309.50 = 29.00
Taninos totales condensados (mg EC/g 2.40 £0.10
EL)

Los resultados se expresan como la media + desviacidn estandar de tres mediciones
independientes por triplicado CA: Cnidoscolus aconitifolius, EAG: equivalente de acido galico,

EC: equivalente de catequina, EL: extracto liofilizado.

La Tabla 7 muestra los resultados del contenido de fenoles totales, flavonoides totales
y taninos condensados a partir de un extracto acuoso de hojas de CA. Las hojas de
CA mostraron un mayor contenido de fenoles totales (5109 + 1034 mg EAG/ g EL) en

comparacion a los dos compuestos fendlicos restantes.

Los resultados publicados por Flores et al, (2019), en su estudio de caracterizacion
fendlica de plantas de uso medicinal muestran valores inferiores a los obtenidos en el
presente estudio; un extracto de metanol al 40% de Chenopodium ambrosioides L
(epazote) reportd 1106.31 £ 184.69 mg EAG/ gy 196.42 + 43.72 mg EAG/ g de fenoles

totales y flavonoides respectivamente.

El contenido de fenoles totales es 6.5 veces mayor al reportado para el extracto de
hojas de Cnidoscolus chayamansa con etanol al 80% con un valor obtenido de 780 +
12 mg EAG/ g (Posada, 2020). Estudios relacionados con la extraccion de fenoles
con diferentes solventes, (Do et al, 2014) mencionan que la extraccion incrementa
con el aumento del contenido de agua, lo que puede deberse a la facilidad de
extraccion por la solubilidad que presentan los compuestos de la muestra. Asi mismo,
la diferencia de cuantificacion de fenoles totales se puede deber a que la muestra

recolectada de C. Chayamansa tenia en su mayoria hojas con un proceso de
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maduracion o una limitada exposicion a los rayos del sol pues esto disminuye la

distribucién de compuestos fendlicos.

Con lo anteriormente mencionado el CA no solo posee un mayor contenido de
compuestos fendlicos a comparacién de otros quelites como el epazote, sino también

entre sus variedades.

13.2 Determinacion espectrofotometria de capacidad antioxidante por DPPH, FRAP
y ABTS

Tabla 8. Capacidad antioxidante del extracto acuoso de Cnidoscolus aconitifolius

Capacidad antioxidante Cnidoscolus aconitifolius
DPPH (umol ET/g EL) 360.2 +17.9
FRAP (umol ET/g EL) 138.0 £ 6.0
ABTS (umol ET/g EL) 413.4 +20.5

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar de tres mediciones
independientes por triplicado. ET: equivalente de trolox, EL: extracto liofilizado. DPPH: 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo, FRAP: fluorescence recovery after photobleaching, ABTS: azino-bis-

3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico.

La capacidad antioxidante se define como el potencial de una sustancia o compuesto
para inhibir o dificultar la oxidacion de un sustrato hasta en cantidades pequefias
(Lopez, 2013). La Tabla 8 muestra los resultados de la cuantificacion de la capacidad
antioxidante mediante las técnicas de DPPH, FRAP y ABTS de la muestra acuosa de
CA, los cuales, indican que los métodos que mostraron la mayor cantidad de actividad
antioxidante fueron ABTS y DPPH, respectivamente. Ambos métodos cuantifican la
eliminacion de radicales libres a través de la donacion de electrones de los
antioxidantes presentes, esto convierte a los radicales libres en productos mas
estables y detienen las reacciones en cadena que generan dafo celular (Mesa et al,
2015; Mejia et al 2021). Con respecto a la relacion de ambos métodos de
cuantificacion de capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) con el contenido de fenoles

totales, diversos estudios han encontrado una relacion lineal positiva y significativa,
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tal es el caso de la investigacion realizada por Zenil et al (2014) al obtener un
coeficiente de correlacion (r) entre los fenoles totales y la capacidad antioxidante
medida con el ensayo ABTS de 0.87 y DPPH de 0.92 para hoja de rosa Freedom.
Dudonné et al (2009), en un estudio de 30 especies de diferentes plantas encontraron
entre la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales un r de 0.94 con
DPPH y 0.97 con ABTS. Los compuestos fenélicos son considerados el principal
grupo fitoquimico que contribuye a la actividad antioxidante de las plantas
(Balasundram et al, 2006).

Lo obtenido en este presente trabajo se contrastd con los resultados del estudio
realizado por Vargas-Madriz et al (2023) al cuantificar la capacidad antioxidante en
un extracto acuoso de Porophyllum Ruderale (PR), una de las especies de quelites
mas empleadas en nuestro pais (Linares y Bye, 2015). El extracto de CA obtuvo 1.42,
1.05 y 2.63 mayor capacidad antioxidante por los métodos ABTS, DPPH y FRAP
respectivamente vs el extracto de PR. Como similitudes tenemos que en ambos
extractos el mayor compuesto fendlico fueron los fenoles totales y que la mayor
cantidad de capacidad antioxidante se obtuvo a partir de los métodos ABTS y DPPH,

lo que evidencia la correlacion de ambas variantes.

Se ha sugerido que la capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos también
se puede llevar a cabo a través de la quelacién de iones metalicos de transicion que
participan en la produccion de radicales libres (Mira et al., 2002), sin embargo, en el
presente estudio no se evalud la capacidad de quelacidbn de metales lo que
probablemente seria necesario para esclarecer los mecanismos de capacidad

antioxidante de nuestra planta.

Por otro lado, el método FRAP se basa en el principio de que los antioxidantes son
sustancias capaces de reducir el ion férrico al estado ferroso, por lo tanto, es un
método que evalla la capacidad reductora de la muestra por transferencia de
electrones (Mercado et al, 2013). Como se menciono con anterioridad, el método con
menor cuantificacion de capacidad antioxidante fue por medio de FRAP resultando
en 138.0 £ 6.0 umol ET/g EL. Para comparar la precision de los resultados obtenidos,
se realiz6 una busqueda bibliografica para identificar estudios que determinaran la

CAT a partir del método FRAP con la misma especie vegetal y empleando un extracto
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acuoso. Un estudio realizado por Jaramillo et al en el 2015 proporcion6 informacion
sobre el contenido de FRAP en un extracto acuoso de CA reportando un resultado de
81.6 umol ET/g EL. En 2023, un estudio realizado por Rosa-Millan et al, reporté una
CAT de 572,41 + 4,93 ug equivalentes de acido ascorbico en un extracto acuoso de
CA. Asi mismo, en 2019 Godinez-Santillan et al determinaron el contenido de FRAP
de CA, reportando 133 + 1 ymol TE/g en el extracto metanol-agua (50:50), y 86 £ 2

pMmol ET/g en el extracto etanol-agua (50:50).

Dichos resultados no nos permiten atribuir un mayor potencial de reduccion segun el
solvente empleado ya que nuestros resultados se asemejan a los obtenidos por
Godinez-Santillan et al con un extracto de metanol-agua (50:50) y discrepan
significativamente con Rosa-Millan et al apesar que se empled el mismo solvente en
una misma porcion. Estas diferencias podrian mas bien atribuirse a diversos factores,
como las variaciones en las muestras de plantas, los métodos de extraccion o las
diferencias en las técnicas de laboratorio empleadas. Se requieren mas analisis y
exploraciones para determinar las razones especificas que esclarezcan dichas

diferencias.

Otro punto a considerar seria la adicion de la cuantificacion de Vitamina C en el
presente estudio ya que esta vitamina actia como antioxidante y agente reductor
(Vilaplana, 2007). Con respecto a los resultados obtenidos por FRAP, podriamos
deducir que la muestra empleada en la investigacion no contenia un valor importante
de vitamina C o que la coccién de CA habria aumentado sus niveles ya que en 1996m,
Wholers et al, compararon el valor nutritivo antes y después de la coccién de esta
misma planta por 15 minutos en 100 ml de agua resultando en un contenido de 2.62
a 7.12 mg Vit.C/g respectivamente.
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13.3 Efecto del extracto de CA en la actividad metabodlica de SW-480
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Figura 14. Efecto de los extractos de CA en la actividad metabdlica de SW480. (A) Efecto de los extractos de CA
(mg/mL) en la actividad metabdlica; (B) Ecuacion dosis-respuesta ajustada y célculo de la concentracion letal
(CL50) a partir de los extractos de CA. Los resultados se expresan como la media + DE de tres experimentos
independientes por triplicado. Letras diferentes representan diferencias significativas (p < 0,05) mediante la prueba
de Tukey-Kramer. La linea discontinua de (A,C) indica una actividad metabdlica del 80%. Las células no tratadas
correspondieron a células no tratadas (DMEM + 0,5% de albamina sérica bovina, BSA). Se utilizd Triton X-100

como control positivo. CA: C. aconitifolius.

El ensayo por MTT se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en formazan, un compuesto de color azul,
por medio de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa que nos permite
determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas (Monteiro-Riviere et
al, 2009). La cantidad de células vivas es proporcional al formazan producido que

resulta en su actividad metabdlica (Arencibia, 2003).

Los resultados del comportamiento de la actividad metabdlica a diferentes
concentraciones de CA se muestran en la figura 10. La clasificacion de citotoxicidad
con base al porcentaje de viabilidad celular es la siguiente: 100-75%: no citotéxico,
74-50%: ligeramente citotdxico, 49-25%: moderadamente citotoxicos, 24-0%:
extremadamente citotoxico (Young, 2005). Como podemos observar, en las

concentraciones al 5% y 10% la actividad metabdlica en los cultivos es superior
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incluso a las células sin tratamiento pues, en ambos casos, la viabilidad celular supera
el 100%, lo que se interpretaria que, a ambas concentraciones, nuestro extracto
genera un efecto protector. Es a partir de la concentracion al 25% que nuestro extracto
empieza a fungir un efecto ligeramente téxico sobre las células cancerosas, sin
embargo, no es hasta la concentracion al 44.7% que nuestro extracto logré matar el
50% de la poblacion celular a una DL de 4.47 mg/mL lo que lo clasifica como un

extracto con efecto moderadamente citotdxico.

Un estudio realizado en 2014 por Venciana et al evaluaron la actividad metabdlica en
un extracto de huesos de aceituna donde obtuvieron un valor tedrico aproximado de
DLso 800 mg/mL. Al contrastar ambos resultados nos podemos percatar que el
extracto de CA es mas efectivo que el extracto de huesos de aceituna debido a que
este Ultimo requeriria 179 dosis de CA para matar al 50% de la poblacion celular. Esto
se podria deber a las diferencias metodolédgicas: su método para determinar la
viabilidad celular fue por medio del ensayo colorimétrico con el reactivo AlamarBlue
(invitrogen), asi como la linea celular evaluada fue THP1 y el disolvente empleado
PBS. Otros factores a considerar son la naturaleza de los compuestos bioactivos de
cada materia vegetal que pueden variar debido a las condiciones ambientales y de
crecimiento del lugar donde se encuentran, asi como la sensibilidad de las diferentes
lineas celulares a los compuestos bioactivos extraidos (Luzardo-Ocampo, 2020), que
cabe mencionar que en dicho estudio no fueron cuantificados.

13.4 El extracto CA induce apoptosis en células de cancer de colon SW-480
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Figura 15. Evaluacion de la muerte celular del tratamiento de células SW480 con dosis LC50 de extractos de
CA.(A) Iméagenes representativas de citometria de flujo del impacto de las dosis LC50 de CA en la apoptosis de
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SW480; (B) Cuantificacion del total (%) de células vivas, apoptéticas tempranas, apoptoéticas tardias y apoptéticas
totales; (D) Imagenes representativas del impacto de cada tratamiento en el ciclo celular; (E) Cuantificacion del
total de células (%) para cada ciclo celular. Los resultados se expresan como la media + DE de tres experimentos
independientes por triplicado. Las letras diferentes expresan diferencias significativas (p < 0,05) mediante la
prueba de Tukey-Kramer. Para (B), se realiz6 una evaluacion estadistica entre tratamientos para cada clasificaciéon
de muerte celular. Las células no tratadas correspondieron a células no tratadas (DMEM + 0,5% BSA). CA: extracto
de C. aconitifolius (CL50: 5,28 mg/mL).

La citometria de flujo se emplea para detectar células en proceso de muerte celular
programada (MCP) a través de la deteccion de anexina V (fluorocromo) unida a la
superficie celular; esta glucoproteina dependiente de calcio se une a la
fosfatidilserina, la cual, esta expuesta en cuerpos apoptoéticos (Martinez-Torres et al,
2016). El yoduro de propidio (Pl) se utiliza en conjunto con la anexina V para
determinar si las células se encuentran viables, moribundas o muertas por medio de
la medicion de la integridad de la membrana plasmatica (Vermes et al, 1995); el Pl no
puede entrar a una célula con una membrana plasmatica intacta, en el caso de las
células muertas la integridad de la membrana plasmatica se pierde lo que permite que
el Pl pase a través de ella, se intercale en &cidos nucleicos y emita una fluorescencia
roja (Faleiro, 2000).

La evaluacién de la muerte en células SW-480 tras emplear el tratamiento con la CLso
del extracto de CA se muestra en la Figura 11 A. Las graficas representativas (Figura
11 B) de la viabilidad celular frente a la deteccion de Anexina V nos ayudan a
visualizar con mayor facilidad la diferencia entre las células que no se les suministré

el tratamiento con el extracto acuoso de CA vs las que si.

Contrastando los resultados de las células sin y con tratamiento, podemos observar
gue la diferencia de las células vivas es significativa entre ambas intervenciones pues
estas disminuyeron un 66.25% después se les administré la CLso de CA. Del mismo
modo, ambos cuadrantes derechos superior e inferior, que nos indican la induccion
del extracto de CA a la apoptosis, tuvieron una diferencia de +26.45% una vez

aplicado el tratamiento de nuestro extracto de CA. .

Sin embargo, si bien el porcentaje de células muertas aumentd una vez aplicado el
tratamiento, debemos de prestar atencion a sus causas pues tanto las células muertas
como las células en apoptosis tardia predominan en porcentajes. En las células

muertas, también entendidas como células muertas por muerte celular accidental,
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atraviesan una muerte instantanea causada por agravios severos; fisicos (altas
temperaturas o presiones), quimicos (detergentes potentes o variacién en el pH) o
mecanicos. Este proceso no conlleva la activacion de la maquinaria celular por lo que
no puede ser prevenida ni modulada; esto a su vez implicaria la falta de selectividad

y dafio en tejidos circundantes (Galluzzi et al., 2014).

Por otro lado, el cuadrante de apoptosis tardia hace inclusion a la escision y
degradacion de proteinas celulares especificas, compactacion y fragmentacion de la
cromatina nuclear y pérdida de la integridad de la membrana (Lizarde, 2007; Martinez-
Torres et al.,2016). Por otro lado, las células muertas pueden ser degradadas sin ser
fagocitadas liberando el DNA, los procesos de degradacion pueden ser incompletos
y los nucleosomas (unidades estructurales fundamental de la cromatina) pueden salir
de los macréfagos ya incapaces de mantener la carga, y por ultimo, cuando la
capacidad de fagocitosis y degradacion se exceden, los mismos macréfagos sufren

apoptosis (Yassin et al.,2006).

Compuestos fendlicos de extractos de plantas medicinales como los acidos p-
cumarico, protocatecuico y cafeico, son inductores apoptoticos que elevan los niveles
de caspasa-3, reducen el potencial de membrana e inducen cambios morfolégicos en
las células de cancer de mama, prostata, pulmén, cuello uterino, fibrosarcoma y
colorrectal (Soto, 2022; Rahim, 2021). En el presente estudio haria falta determinar la
cuantificacion de compuestos fendlicos por HPLC-DAD para determinar si dichos
componentes forman parte de la composicion del extracto de CA y asi, poder

relacionar su presencia con la induccién apoptoética.

13.5 El extracto CA induce al arresto celular en la fase GO/G1
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Figura 16. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo.(D) Imagenes representativas del impacto de cada
tratamiento en el ciclo celular; (E) Cuantificacion del total de células (%) para cada ciclo celular. Los resultados se
expresan como la media + DE de tres experimentos independientes por triplicado. Las letras diferentes expresan
diferencias significativas (p < 0,05) mediante la prueba de Tukey-Kramer. Para (D), se realiz6 una evaluacion
estadistica entre tratamientos para cada clasificacion de muerte celular. Las células no tratadas correspondieron
a células no tratadas (DMEM + 0,5% BSA). CA: extracto de C. aconitifolius (CL50: 5,28 mg/mL).

Los fluorocromos permiten estudiar diversas caracteristicas estructurales vy
funcionales de células que se encuentran en suspension. En los experimentos
realizados con radon y taxol se utilizd la citometria de flujo para analizar la cantidad
de ADN presente en las células, y con ello, la fase del ciclo celular. Por lo general, la
cantidad de ADN se analiza para determinar la presencia de células aneuploides (con
alteraciones en su contenido de ADN) y el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular las cuales estan divididas en regiones; G0/G1, Sy G2/M (Sainz, 2005).
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Los datos obtenidos revelaron que la mayor cantidad de células se encontraban en la
fase GO/G1, seguida de G2/M y S, teniendo el extracto de CA una diferencia
significativamente superior en las células en las que no se empleoé tratamiento. Esto
sugiere una detencién que impide que las células SW480 entren en la fase S, lo que
es una clara indicacién de que los fitoquimicos inducen dafio al ADN en las células.
La detencion del ciclo celular es probablemente una de las estrategias mas exitosas
en el tratamiento del CCR, ya que las mutaciones de la quinasa dependientes de
ciclina influyen en gran medida en el desarrollo y la progresion del CCR (Perumal et
al.,2015). Antes de la detencion de GO/G1, se produce una rapida induccion de
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas inhibiendo asi la progresion del ciclo
celular (Sangfelt et al.,1999).

14. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en el presente estudio refuerzan la evidencia sobre el

potencial nutrimental del extracto de Cnidoscolus aconitifolius frente a células
cancerigenas, ya que se observo que su contenido de compuestos fendlicos era 6.5
veces mayor al reportado en Cnidoscolus chayamansa en 2020 por Posada. Ademas,
se evidencio el notable efecto pro-apoptético de la Cnidoscolus aconitifolius, ya que
la poblacion de la linea celular SW-480 disminuyd en un 66.5% tras la aplicacion del
extracto. Por ultimo, se report6d la detencién del ciclo celular en fases tempranas
(GO/G1) con la administracion de una dosis de 4.47 mg/mL. Seria de gran importancia
realizar estudios in vivo para esclarecer los mecanismos adicionales implicados en el
tratamiento del cancer colorrectal. Asimismo, se espera que los resultados obtenidos
fomenten el consumo de plantas nativas como el Cnidoscolus aconitifolius, ya que no
solo posee propiedades nutritivas y antioxidativas, sino que representa una alternativa

accesible y disponible para la obtencion de estos compuestos.
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