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RESUMEN

Pithecellobium dulce (P. dulce) es una planta mexicana cuyo fruto o arilo tiene
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, ha sido tradicionalmente utilizada en
el tratamiento de diversas afecciones. En la literatura se analiza el papel de los
compuestos bioactivos con relaciéon a diferentes tipos de cancer. Asimismo, se sabe
que el proceso de secado postcosecha puede alterar el contenido de compuestos
bioactivos del arilo de P. dulce. Este estudio evaludé el impacto de diferentes
meétodos de secado sobre el perfil fendlico y la capacidad antioxidante del arilo, asi
como su efecto quimiopreventivo frente a lesiones preneoplasicas de colon
inducidas por azoximetano / sulfato de dextrano sédico (AOM/DSS) en un modelo
murino. El secado por horno mostré mayor contenido de fenoles totales, 80% mas
que el secado por liofilizado, y mayor capacidad antioxidante. Se identificaron 14
compuestos polifendlicos, entre ellos catequina, acido galico y quercetina. En
ensayos in vitro con células SW480, el extracto metandlico al 50% (v/v) presentd
una CLso de 13.76 mg/mL, indujo detencion del ciclo celular en G1, apoptosis,
aumentd la expresion de p53 y disminucidén KRAS. En el experimento in vivo, el
grupo con la dieta suplementada con 10% de arilo y con la administracion de
AOM/DSS presentaron atenuacion del dafo en 6rganos (higado, colon y riidn) en
comparacioén con el grupo que se administré con solo AOM/DSS. Estos hallazgos
indican que el arilo de P. dulce secado por horno presentd mayor cantidad de

compuestos bioactivos con potencial quimiopreventivo en el cancer de colon.

Palabras clave: Pithecellobium dulce, polifenoles, capacidad antioxidante,

quimiopreventivo, células SW480



ABSTRACT

Pithecellobium dulce (P. dulce) is a Mexican plant. lts fruit, or aril, has anti-
inflammatory and antioxidant properties that have traditionally been useful in the
treatment of various conditions. The role of its bioactive compounds in different types
of cancer has been studied. However, postharvest drying can alter the bioactive
compound content of the P. dulce aril. This study evaluated the impact of different
drying methods on the phenolic profile and antioxidant capacity of the aril, as well as
its chemopreventive effect against azoxymethane/dextran sulfate sodium
(AOM/DSS)-induced preneoplastic colon lesions in a mouse model. Among the
results, oven-drying showed a higher content of total phenols, 80% more than
freeze-drying, and greater antioxidant capacity. Fourteen polyphenolic compounds
were identified, including catechin, gallic acid, and quercetin. In vitro assays using
SW480 cells, the 50% (v/v) methanolic extract exhibited an LCso of 13.76 mg/mL,
induced G1 cell cycle arrest, apoptosis, increased p53 expression, and decreased
KRAS. In vivo experiments, the group supplemented with 10% aryl and administered
AOM/DSS showed attenuated organ damage (liver, colon, and kidney) compared to
the group administered with only AOM/DSS These findings indicate that oven-dried
P. dulce aril better preserves bioactive compounds with chemopreventive potential

against colon cancer.

Keywords: Pithecellobium dulce, polyphenols, antioxidant capacity,

chemopreventive, SW480 cells



. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales enfermedades cronicas con mayor causa de
muerte en la poblacion adulta mayor a 70 afios. Se estima que sea la principal causa
de muerte en algunos afios mas (Bray et al., 2018). Por otro lado, el cancer de colon
es una de las principales causas de muerte relacionadas con neoplasias a nivel
mundial. Es considerado el tercer cancer de mayor incidencia y la cuarta causa de
muerte relacionada con el cancer (Favoriti et al., 2016). Esta neoplasia es una de
las enfermedades mas comunes, principalmente en paises con mayor desarrollo
economico, a pesar de que se puede detectar y tratar en etapa temprana, sigue
siendo una de las enfermedades con mayor tasa de mortalidad (Fanali et al., 2014)

por lo que representa un problema para la salud publica.

En México, el cancer de colon es considerado el cuarto tipo de cancer mas comun
en la poblacién adulta mayor a los 50 afos (Quezada-Gutiérrez et al., 2020). Entre
el ano 2000 y 2012 se observd que las tasas de mortalidad por cada 100,000
habitantes aumentaron de 3.9 a 4.8, con una prevalencia mayor en el sexo
masculino (Sanchez-Barriga, 2017). La etiologia del CCR proviene por diversas
causas entre las que intervienen los factores hereditarios, la alimentacion y el estilo

de vida de cada persona (Alam et al., 2022; Quezada-Gutiérrez et al., 2020).

Aunque actualmente existen tratamientos quimioterapéuticos y quirurgicos que se
utilizan para el cancer de colon, estudios recientes han demostrado que la actividad
fisica aunado a una alimentacion adecuada son claves para la prevencion de esta
enfermedad (Misigg et al., 2022). Se sabe que la dieta posee un papel importante
en la etiologia del cancer de colon, las evidencias epidemioldgicas sugieren que las
dietas ricas en frutas y verduras, que tienen altos contenidos de compuestos
fitoquimicos, pueden contribuir a disminuir el riesgo de ciertos tipos de cancer. El
consumo de alimentos de origen vegetal proporciona compuestos antiinflamatorios
como la fibra, ciertas vitaminas y compuestos fendlicos, los cuales son metabolitos

secundarios de las plantas que cumplen la funcion de protecciéon ante el estrés
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bidtico y abidtico en ellas (Afrin et al., 2020). Ademas, se ha reportado que estos
compuestos bioactivos contienen actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral,
antimicrobiana y anticancerigena (Alam et al., 2018; Derry et al., 2015; Vargas-
Madriz et al., 2020) arresto del ciclo celular, la inhibicion de la cascada de
senalizacion de células oncogénicas, efectos en la angiogénesis, apoptosis,
modulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y promueven proteinas

supresoras de tumores (p53) (Anantharaju et al., 2016).

El arbol de Pithecellobium dulce (Roxb.) Beth (P. dulce) es nativo de México y
consumido en diferentes estados de este pais, principalmente en las zonas rurales,
considerado como una buena fuente de macro y micro nutrimentos (Vargas-Madriz
et al., 2020). Ademas, presenta propiedades antiinflamatorias y antioxidantes,
debido en parte a los compuestos fendlicos que se han reportado en diversos
estudios, como el acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido
p-cumarico, acido protocatecuico, apigenina, catequina, daidzeina, kaemferol,
luteolina, quercetina, miricetina, naringina y rutina (Sulekha et al., 2020; Vargas-
Madriz et al., 2020). En diferentes estudios se ha demostrado que la quercetina
tiene propiedades anticancerigenas en las lineas celulares de cancer de colon y de
mama, deteniendo el ciclo celular (Maugeri et al., 2023). Por otro lado, el kaempferol
es capaz de inhibir la proliferacién celular al detener el ciclo celular en la fase de G1
ademas de regular positivamente la proteina p53 e inducir con ello apoptosis en

diferentes tipos de cancer (Zhu & Xue, 2019).

Se ha observado también que el efecto combinado de estos dos compuestos induce
tasas de apoptosis dependientes de caspasa considerables en lineas celulares de
cancer de colon y prostata, mientras que los compuestos individuales fueron muy
pobres en la induccién de apoptosis (Jaramillo-Carmona et al., 2014). Uno de los
mecanismos moleculares con los que se basa la posible accidén anticancerigena de
los compuestos fendlicos pueden incluir radicales libres captadores, induccion de
enzimas involucradas en el metabolismo de xenobidticos, regulacion de la expresion

génica, modulacion de vias de sefalizacion celular, incluidas las implicadas en
12



reparacion del dafio del ADN, proliferacion celular, apoptosis e invasiéon (Lyubitelev
& Studitsky, 2023). Se reconoce que un aspecto importante de la carcinogénesis es
la implicacion de la inflamacién. Por ejemplo, las prostaglandinas son mediadores
de la inflamacion y la inflamacion crénica predispone a la carcinogénesis. Se cree
que la sobreexpresion de las ciclooxigenasas inducibles (COX-2), enzimas que
catalizan un paso critico en la conversion del acido araquidonico en prostaglandinas
y que son inducidas por estimulos proinflamatorios, incluyendo mitogenos,
citoquinas y lipopolisacaridos bacterianos (LPS), esta asociada con el desarrollo de

la carcinogénesis de colon (Rosa et al., 2016).

Se conoce que P. dulce es una fuente importante de moléculas bioactivas (Alam et
al., 2018; Derry et al., 2015; Vargas-Madriz et al., 2020) que exhiben numerosas
propiedades biolégicas que podrian producir un efecto protector contra el CCR.
Debido a que el CCR se considera un problema de salud publica a nivel nacional e
internacional el objetivo de esta investigacion es evaluar el perfil fendlico y la
capacidad antioxidante del arilo de P. dulce mediante diferentes procesos de
secado, asi como determinar su efecto anticancerigeno in vitro en células de
adenocarcinoma de colon humano (SW480) y el posible efecto quimiopreventivo en
lesiones de colon premalignas inducidas por azoximetano y sulfato de dextrano

sodico en un modelo murino.
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Il ANTECEDENTES

21. Compuestos fendlicos y sus efectos bioldgicos

Los compuestos fendlicos contienen un anillo aromatico (fenol) unido a uno o varios
hidroxilos (OH) su estructura quimica se presenta en la Figura 1. Estos provienen
del metabolismo secundario de las plantas, donde su funcién principal es de
fitoalexinas, pigmentacion y caracteristicas sensoriales en las plantas (Maestro-
Duran et al., 1993; Penarrieta et al., 2014). Ademas de ser compuestos importantes
para las plantas, también se caracterizan por su capacidad como antioxidantes
naturales y son incorporados a la dieta humana; principalmente se encuentran en el

reino vegetal (Porras & Lépez-Malo, 2009).

OH

Figura 1. Estructura quimica del fenol (Pefarrieta et al., 2014)

Todos los compuestos fendlicos son diferentes en su estructura por lo que se
catalogan dependiendo la solubilidad, y la cantidad de anillos fendlicos que
contienen (Valencia-Avilés et al., 2016), estos se clasifican de acuerdo a su
estructura quimica en flavonoides o no flavonoides. Dentro del grupo de flavonoides
se encuentran las antocianidinas, antocianos, flavanoles, flavonoles, taninos o
proantocianidinas; mientras que en el grupo de no flavonoides se encuentran los
acidos fendlicos, acidos benzoicos, acidos cindmicos, estilbenos, resveratrol (Valls
et al., 2000).
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2.2. Clasificacion de los compuestos fendlicos

2.2.1. Fenoles

Quifiones et al. (2012) mencionan que la biosintesis de los polifenoles en las plantas
se realiza por medio de dos rutas, la ruta del acido siquimico y la ruta de los
poliacetatos. La primera ruta depende de luz, se sintetiza fenilalanina y tirosina los
cuales son aminoacidos aromaticos. En la ruta de los poliacetatos, se sintetizan
quinonas y xantonas. En las rutas mixtas (las dos rutas mencionadas anteriormente)
y derivados de los compuestos precursores mencionados, se genera una variedad
de compuestos fendlicos como flavonoides, lignanos y taninos. Los distintos
compuestos fendlicos y la cantidad que se sintetizan en las plantas dependen de
factores agroclimaticos, del lugar geografico donde se encuentren, del tipo de suelo,
temperatura, altitud, precipitacion, requerimiento de luz, por mencionar los
principales (Valencia-Avilés et al., 2016). Algunos de los compuestos fendlicos se

representan en la Figura 2.
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Figura 2. Clasificacion quimica de los polifenoles (Bojarczuk & Dzitkowska-Zabielska, 2022)
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2.2.2. Flavonoides

Los flavonoides derivan del latin “flavus” que significa amarillo (Quifones et al.,
2012). Se encuentran dentro de un subgrupo de compuestos polifenoles y son
abundantes en la alimentacion humana. Tienen diversas funciones en la planta
como proteccién contra rayos ultravioleta, agentes desintoxicantes, estimulantes
para la germinacion de esporas, regulacion del crecimiento, defensa contra
patdgenos, resistencia a la sequia, entre otras. Por ejemplo, las fitoalexinas son
sintetizadas en respuesta a infecciones o estrés, actuando como compuestos
antimicrobianos para limitar la propagacion de patdgenos (Amalesh et al., 2011;
Ozcan et al., 2014).

Los flavonoides tienen una estructura hidrocarbonada caracteristica de Ces-C3-Cs
con dos anillos aromaticos (A y B) que estan unidos a un anillo C pirano (compuesto
de seis carbonos) heterociclico; y cada uno de los anillos contiene por lo menos un
grupo OH (Figura 3) (Porras & Lépez-Malo, 2009; Quifiones et al., 2012); el anillo A
tiene su biosintesis a través de la ruta de poliacetatos, mientras que el anillo B junto
con el C3 su biosintesis se lleva a cabo por medio de la ruta del acido siquimico
(Quinones et al.,, 2012). Los flavonoides se encuentran regularmente unidos a
glucésidos por enlaces O-glucosidicos (Amalesh et al., 2011). Su peso molecular es
superior a 30,000 Da. Los flavonoides se subdividen a su vez en 13 subgrupos con
mas de 8,000 compuestos. Los mas importantes que encontramos en la dieta son
los flavonoles, flavanoles, flavonas, isoflavonas, antocianidinas o antocianinas y
flavanonas (Pérez Trueba, 2003; Scalbert & Williamson, 2000).

La clasificacién depende de la conexion y oxidacion del anillo C al anillo B; existe
una gran cantidad de compuestos en cada familia, sin embargo, la cantidad y
posicion de los grupos OH es lo que hacen que se diferencien (Quifiones et al.,
2012).

16



Anthocyamn

o

Flavanone

Figura 3. Estructura quimica de los flavonoides y sus principales subclases (Al-Khayri et al., 2022)

2.2.3. Taninos

Flavanol

La palabra taninos proviene del francés “tanner” por su cualidad de curtir pieles.
Estos compuestos se encuentran en raices, corteza, frutos, hojas y semillas, se
encuentran en diferentes familias botanicas. Entre ellas, se encuentra la
leguminosae, tiene un peso molecular de 500 a 20,000 Da, quimicamente contienen
de 5 a 7 anillos aromaticos y 12 a 16 OH (Figura 4) (Badui Dergal, 2006; Olivas-
Aguirre et al., 2015). El color que proporcionan es amarillo café, y en su gran
mayoria son hidrofilicos, solo aquellos compuestos con alto peso molecular son
hidrofdbicos, presentan sabor amargo, astringente y tienen la capacidad de
precipitar proteinas. Los taninos se pueden clasificar en dos subgrupos, en taninos
condensados (proantocianinas) y en taninos hidrolizables (Hervas, 2001; Ozcan et
al., 2014; Valencia-Avilés et al., 2016).
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OH

Figura 4. Estructura quimica de los taninos condensados (proantocianidinas) (Schofield et al., 2001)

Los taninos condensados estan formados por polimeros de flavan-3-ol (dimeros de
catequina) y flavan-3,4-dioles (dimeros de antocianinas), tienen una deficiencia de
nucleo glucidico, mientras que los taninos hidrolizables tienen un grupo glucidico
con grupos OH, compuestos de ésteres de &acido galico (acido 3, 4, 5-
trinidroxibenzoico) o también del acido elagico (4°,5,5°,6,6 -acido
hexahidroxidifenico-2,6,2 6-dilactona) dimero del acido galico (Badui Dergal, 2006;
Olivas-Aguirre et al., 2015; Ozcan et al., 2014).

2.3. Propiedades anticancerigenas y antioxidantes de los

compuestos fendlicos

El consumo de alimentos con alto contenido energético ha provocado una reduccion
en el consumo de frutas y verduras. Esto ha promovido el incremento de ciertas
patologias como la obesidad, el cancer, la diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares, entre otras (Delgado Olivares et al., 2010). Los oxidantes son
compuestos electrofilos que tienden a robar o combinar electrones en su ultimo
orbital con otros compuestos. Las reacciones de oxidacion de un compuesto se
desarrollan desde la pérdida de electrones de hidrégenos, o la obtencion de
oxigeno, mientras que los compuestos que obtienen los hidrégenos y pierden

oxigeno se conoce como reacciones de reduccion (Figura 5).
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Figura 5. Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Curieses Andrés et al., 2022).

Los hidratos de carbono, lipidos, proteinas, y acidos nucleicos son macromoléculas
que son susceptibles a la oxidacién por ser moléculas nucleofilicas. Los agentes
oxidantes, son compuestos electrofilicos que son afines a electrones y a las
moléculas nucleofilicas. Los radicales libres pueden clasificarse en: especies
reactivas de oxigeno (ROS), los metales de transicién (Fe, Mn, Co, Ni y Cu), en
especies reactivas de nitrogeno (NO), ion hipoclorito (ClIO). Se consideran
sustancias quimicas con electrones desapareados en el ultimo orbital de una
molécula. Estos son muy reactivos y de vida corta que tienden a reducirse al tomar
un electron de otra molécula dejando a esta molécula oxidada, la cual a su vez va
a buscar a otra molécula para encontrar otro electron, realizando asi una reaccion

en cadena (Escorza Quintanar & Salinas Calderon, 2009).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se forman a nivel celular por organismos
aerobicos durante la reaccion de cadena de transporte de electrones. Los electrones
libres se unen al oxigeno donde se generan especies reactivas como ion superoxido
(O2 -.), perdxido de hidrogeno (H20:2), y radical hidroxilo (HO¢), estas especies
reactivas pueden unirse a otras moléculas para formar otro tipo de especies aun
mas reactivas. Ademas de la respiracion celular, existen otros mecanismos
enddégenos que generan ROS por la activacion de enzimas (peroxisomas, xantin
oxidasa, acil CoA oxidasa, NADPH/NADH oxidasas) (Marotte & Zeni, 2013).

Los compuestos antioxidantes que se encuentran en la dieta humana inhiben o
interrumpen reacciones que dafian a las biomoléculas. Los compuestos fendlicos
son metabolitos secundarios de las plantas, los cuales son consumidos dentro de la
dieta funcionando como antioxidantes, principalmente los flavonoides. Los
compuestos fendlicos han sido de gran interés dentro de la investigaciéon por su

actividad antioxidante para eliminar los ROS y NO, donde atrapan y disipan los
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electrones desapareados con la donacion de hidrogeno, disminuyendo asi el dafo

que pueden provocar en otras moléculas (Valencia-Avilés et al., 2016).

El estudio de las plantas ha sido de gran interés debido a los diferentes compuestos
fendlicos que se han encontrado en la naturaleza y a sus efectos a nivel bioldgico,
contribuyendo a la salud humana y a la prevencion de diferentes enfermedades
(Sun & Shahrajabian, 2023). Ademas de los efectos de su capacidad antioxidante,
estos compuestos tienen propiedades antiinflamatorias al inhibir mediadores
proinflamatorios como las citocinas y enzimas ciclooxigenasa y lipoxigenasa. Otros
compuestos tienen actividades anticancerigenas al modular ciertas rutas de
sefalizacion celular, provocando la muerte celular por apoptosis, inhibiendo la

proliferacion celular en células tumorales (Silva-Pinto et al., 2025).

Se ha descrito que los flavonoides mas activos contra el cancer son quercetina y
kaempferol. Se ha demostrado que la quercetina tiene propiedades
anticancerigenas en las lineas celulares de cancer de colon y de mama, deteniendo
el ciclo celular. El kaempferol también se puede unir con agentes anticancerigenos,
como TRAIL. El efecto combinado de estos dos compuestos indujo tasas de
apoptosis dependientes de caspasa considerables en lineas celulares de cancer de
colon y préstata, mientras que los compuestos individuales fueron muy pobres en la
induccion de apoptosis (Jaramillo-Carmona et al., 2014; Ko et al., 2015). Uno de los
mecanismos moleculares con los que se basa la posible accion anticancerigena de
los compuestos fendlicos (CF) pueden incluir radicales libres captadores, induccion
de enzimas involucradas en el metabolismo de xenobidticos, regulacién de la
expresion geénica, modulacién de vias de sefalizacion celular, incluidas las
implicadas en reparacion del dafo del ADN, proliferacién celular, apoptosis e
invasion. Se reconoce que un aspecto importante de la carcinogénesis es la
implicacién de la inflamacion. Por ejemplo, las prostaglandinas son mediadores de
la inflamacién y la inflamacion crénica predispone a la carcinogénesis. Se cree que
la sobreexpresion de las ciclooxigenasas inducibles (COX-2), enzima que cataliza

un paso critico en la conversién del acido araquidénico en prostaglandinas, esta
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inducida por estimulos proinflamatorios, incluyendo mitégenos, citoquinas y
lipopolisacaridos bacterianos (LPS) asociado con carcinogénesis de colon (Rosa et
al., 2016).

2.4. Cancer colorrectal
2.4.1. Etiologia y carcinogénesis del cancer de colon

Existen diferentes factores que pueden provocar el desarrollo del cancer de colon,
por factores genéticos se presentan en un 20%, y por factores ambientales (estilo
de vida, dieta) se presentan en un 80% de los casos. Dentro de los factores
ambientales se encuentra la poliposis adematosa familiar y el cancer colorrectal
hereditario sin poliposis (sindrome de Lynch). Dentro de los factores ambientales se
encuentra los habitos alimenticios, consumo de tabaco, alcohol, predisposicion a

contaminantes toxicos, entre otros (Hano Garcia et al., 2011).

Se ha observado que la carcinogénesis es originada en a partir de polipos benignos
que proliferan ordenadamente desde la mucosa normal a una mocosa
hiperproliferativa (Casimiro, 2002). Las fosas de criptas aberrantes son una lesion
precursora de adenomas colorrectales (un paso anterior al pdlipo). Las criptas
aberrantes presentan paredes engrosadas, con una arquitectura irregular y un
diametro luminal mayor comparado con las criptas normales, lo que indica el
crecimiento desordenado de la mucosa en colon. Estas son las principales
caracteristicas para detectar tempranamente lesiones preneoplasicas en modelos
de carcinogénesis colorrectal (Cohen et al., 2007). La funcién anormal de las células
ocurre cuando existen mutaciones o alteraciones en los genes supresores de
tumores y los pro-oncogenes los cuales mantienen el equilibrio entre la proliferacion

y apoptosis en las células (Cruz-Bustillo, 2004).

Cerca del 80% de los casos se encuentra mutado el gen APC (adenomatous
polyposis coli) asociado a inestabilidad cromosdmica, el cual actua como
controlador de proliferacion manteniendo un equilibrio entre la division y apoptosis

celular. Este gen supresor de tumores se encuentra relacionado a la via de Wnt-f3-
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catenina. También se ha descrito que entre el 10-15% de los canceres de colon se
producen debido a inestabilidad de microsatélites. En etapas tempranas del cancer
de colon la sobreexpresion de las ciclooxigenasas COX1y COX 2 se ha relacionado
con una disminucién de E-cadherina, lo que produce un aumento de la proliferacion
celular (D’Ottavio et al., 2014). Una vez mutada el gen supresor de tumores APC, la
siguiente mutacion es en el gen RAS el cual codifica a tres proteinas: H-ras, N-ras
y K-ras. Esta ultima proteina funge como interruptor en la fosforilacion en respuesta
a la estimulaciéon del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) provocando una
cascada de senalizacion rio abajo en la via RAS/RAF/MEK/ERK (Tang et al., 2021).

2.4.2. Epidemiologia del cancer de colon

La palabra cancer implica diferentes tipos de tumores malignos y cada uno de ellos
con diferentes caracteristicas. Esta patologia se caracteriza por células anormales
las cuales tienen una proliferacién sin control, las cuales pueden llegar a otros
organos por medio del torrente sanguineo o el sistema linfatico, causando dafios en
ellos (Brown et al., 2023).

El cancer de colon es considerado el tercer tipo de cancer mas comun a nivel
mundial. En el afio del 2020 se observaron alrededor de 1.9 millones de casos en
este tipo de cancer. Aunque existe una multivariedad de factores que pueden
desarrollar el cancer de colon, la alimentacién y el estilo de vida son una de las

principales causas de esta patologia (Roshandel et al., 2024).

El identificar y modificar de manera oportuna estos factores y asi como establecer
habitos adecuados (consumo de alimentos saludables y actividad fisica) es
fundamental para la prevencién del cancer de colon. Aunque existe una gran
variedad de estudios para prevenir esta patologia, aun sigue siendo un desafio para
el sector de salud, generar estrategias eficaces para la prevencion en la poblacién
general. Para el afio 2020 se observé que la incidencia de cancer de colon a nivel
mundial estaba cambiando, por un lado, los paises con que se habian reportado
con mayor riesgo de esta enfermedad presentaron tendencias decrecientes,
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mientras que aquellos paises con una transicién de riesgo ligero (Africa,
Latinoamérica, Asia) presentaron tendencias crecientes, por lo que se sugiere que
estos paises deben disenar estrategias adecuadas para la prevencion de cancer de

colon a partir de la modificacion de la dieta (Roshandel et al., 2024).

2.4.3. Lesiones preneoplasicas de colon

El CCR es una de las principales causas de morbimortalidad a nivel mundial, el
proceso ocurre cuando existe una serie de cambios histologicos con lesiones
preneoplasicas. Una de estas lesiones son las fosas de criptas aberrantes (FCA),
siendo estas lesiones uno de los primeros indicadores en la carcinogénesis de colon
(Wargovich et al., 2010). Las FCA se generan en la mucosa de colon donde su
morfologia es irregular con criptas agrandadas. Las principales caracteristicas
morfolégicas son el aumento en el tamafio de criptas, la disposicion desordenada
de ceélulas epiteliales, hiperplasia e incremento en la actividad mitética, y la

presencia de displasia en estadios avanzados (Galuppini et al., 2021).

Las caracteristicas de estas lesiones fueron reportadas en experimentos con
modelos animales que fueron expuestos a carcinogénicos quimicos como el
azoximetano (AOM) y el sulfato de dextrano sédico (DSS). Estos agentes quimicos
generan lesiones en el colon debido a factores proinflamatorios y estrés oxidativo,
provocando inflamacion, ademas, generan mutaciones en genes claves del ciclo
celular como APC, TP53, y KRAS, lo que favorece la inhibicion de la muerte celular
por apoptosis y se obtiene una proliferacion celular descontrolada (Dzhalilova et al.,
2023). Este tipo de modelos se pueden utilizar para evaluar los efectos
quimiopreventivos de algunas sustancias o alimentos, lo que permite evaluar la
efectividad de los componentes bioactivos en la inhibicidon de la carcinogénesis, por
otor lado, también permite observar el grado de progresidon de las lesiones

preneoplasicas (Fazio et al., 2011).

Algunos estudios han analizado como la alimentacion puede influir en la formacion

y propagacion de las FCA. Principalmente, un consumo elevado de alimentos ultra
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procesados y un bajo consumo de fibra se han asociado a mayor probabilidad de
generar este tipo de lesiones, siendo de esta manera los alimentos de origen vegetal
los que pueden tener un efecto protector debido a los compuestos bioactivos que
estos contienen (Caceres-Matos et al., 2024). Por otro lado, estudios en modelos in
vitro ha demostrado el potencial de los compuestos fendlicos en la modulacién del
ciclo celular y la inhibicion de la proliferacion celular, asi como la muerte celular por
medio de la apoptosis en lineas celulares de CCR, como las células SW480. Esta
linea celular es derivada de un adenocarcinoma de colon humano y es utilizado en
diferentes estudios cientificos para analizar los efectos de los compuestos
bioactivos de diferentes plantas sobre la proliferacion y viabilidad celular. Se ha
observado que los compuestos fendlicos extraidos de muestras vegetales pueden
inhibir la proliferacion y provocar la muerte celular mediante la apoptosis regulando
oncogenes y proto-oncogenes relacionados a la proliferacion y viabilidad celular del
CCR. También se ha observado la regularizacion de vias celulares relacionadas con

el estrés oxidativo y la inflamacién (Parry et al., 2025; Soltani et al., 2023).

2.5. Origeny distribucion de P. dulce

Pithecellobium es el género al que pertenece este arbol, esta palabra proviene del
griego Pithekos que significa “arete del mono” por la forma enroscada que tienen
algunos frutos, y el nombre de la especie “dulce” proviene del latin que hace
referencia al sabor caracteristico del arilo (Parrotta, 1991; Rao et al., 2018). P. dulce
pertenece a la familia de las leguminosas y subfamilia de Mimosoideae, consta de
100 a 200 especies (Chandra & Balaji, 2008; Srinivas et al., 2018). Su ubicacion
natural comprende en areas tropicales de México como Tamaulipas, San Luis
Potosi, Hidalgo, Querétaro, Jalisco, Veracruz, Yucatan, Baja California, Sonora y
Chiapas, también en partes del sur del continente americano como Venezuela,

Columbia, y Honduras.

La literatura cientifica menciona que esta planta fue introducida al continente
asiatico en el siglo XVI, por medio de los primeros galeones que zarparon de México

hacia Asia (Duno & Stefano, 2011; Parrotta, 1991). En algunas regiones de México,
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se le conoce a este arbol como “guamuchil”, “huamuchil”, “pizan”; mientras que en

la india se le conoce como “vilayati babul”, “vilayati imli”, “jangle jalebi” (Castillo
Gbémez, 2012; Srinivas et al., 2018; Tapia-Pastrana & Gomez-Acevedo, 2005). Por
otro lado, en algunas investigaciones cientificas es nombrada como “manila

tamarind” por el sabor parecido al tamarindo (Mule et al., 2016).

2.5.1. Descripciéon morfolégica.

Se han reportado alrededor de 712 especies de arboles frutales en la republica
mexicana, 65 de estas especies son comercializadas en este pais, de las cuales 32
son nativas de México. Ademas de ser comestibles, cumplen una funcién
etnobotanica en comunidades rurales (Martinez-De La Cruz et al., 2015). La familia
de las leguminosas es una de las mejor conocidas a nivel mundial. En esta familia
se encuentra el género de Pithecellobium con las especies de P. arboreum, P.
brevifolium, P. calostachys, P. dulce, P. insigne, P. lanceolatum, P. minutissimum,
P. pallens. P. schaffneri, P. leptophyllum, P. palmeri, P. revolutum, P. sect. unguis-
cati, P. tomentosum, P. pennatula, P. dulcis, P. juliflora, P. laevigata (Andrade et al.,
2007).

P. dulce es un arbol frutal nativo del continente americano, con una altura de 5 hasta
20 m y con un didmetro de 30 hasta 75 cm; su tronco es liso y tiene un color gris;
sus ramas son delgadas y espinosas, contiene hojas compuestas por dos pares de
foliolos en forma de bipinnadas, estas hojas miden de 2 a 7 cm de largo, se
encuentran en espiral y aglomeradas en la misma rama. La inflorescencia del arbol
brota entre la temporada primavera y verano las cuales logran medir hasta 30 cm
de largo (Parrotta, 1991; Rao et al., 2018). Sus picos de florescencia de 60 a 90
flores con bracteas lineales a lanceoladas que van desde 1.5 a 2.5 mm de largo; y

los estambres de las flores de 3 a 8 mm de largo (Andrade et al., 2007).

Se menciona que el arbol de P. dulce, en México, es capaz de adaptarse tanto a
climas calidos como a climas helados. Siendo resistente a ciertos factores como

plagas, termitas, al fuego, calor y a las sequias. La temperatura media para su
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crecimiento y desarrollo es de 25°C, con una precipitacion que oscila de 450 mm a
3000 mm, en una altitud de 0 msnm hasta 1,800 msnm (CONABIO, 2013; Parrotta,
1991).

2.5.2. Descripcion del arilo

Entre la temporada primavera y verano, el arbol de P. dulce proporciona una vaina
enroscada de 20 cm de largo y 15 mm de ancho, la cascara tiene tonalidades verdes
con pequefias pigmentaciones rojas. La vaina contiene de 5 hasta 12 arilos de color
rojo o blanco con sus respectivas semillas que se encuentran dentro del arilo
(Monroy & Colin, 2004; Pio-Ledn et al., 2013). En México, la temporada de cosecha
del fruto (arilo) se extiende de febrero hasta agosto, esto dependiendo la regién y
las condiciones climaticas. Algunos reportes sefalan que, en regiones como Puerto
Rico, el arilo esta disponible durante todo el afio (Parrotta, 1991). Por su parte, la
floraciéon constituye un indicador de la madurez del arilo, la cual se alcanza de cuatro

a cinco meses después (marzo a agosto).

2.5.3. Usos generales de la planta

Diferentes partes de este arbol son utilizadas como remedio tradicional,
herramientas de trabajo, artesania, forraje, entre otros usos. La madera se utiliza
para realizar cercas en los potreros, construccién de viviendas, elaboraciéon de
mangos para ciertas herramientas, y también como lefa. Sin embargo, esta ultima
funcion no es tan comun ya que produce demasiado humo (Monroy & Colin, 2004).
Tiene un uso de forraje, estudios realizados en caprinos demuestran mas apego a
P. dulce que en Cynodon sp (Martinez Rojero & Reyna SantaMaria, 2016). En un
estudio de Olivares-Pérez et al. (2011) mencionan que P. dulce es una de las
especies de leguminosa de mayor importancia de forrajera en ranchos ganaderos
del sur del Estado de México; sin embargo, Monroy & Colin (2004) mencionan que
no se les ofrece esta planta a los animales ya que después no consumen otro tipo
de forraje, puesto que este alimento esta disponible solamente algunos meses, lo

que resulta en una disminucion en el peso del animal.
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Es también utilizado como abono, mejorando la calidad nutrimental del suelo y
debido a que sus hojas son perennifolias los campesinos obtienen una buena
sombra todo el afio (Monroy & Colin, 2004). La hoja es utilizada para tratar
problemas gastrointestinales, ulcera péptica, dolor de muelas, y lepra. Existen otras
investigaciones donde mencionan que las hojas junto con las semillas funcionan
como adulticida (insecticida) contra el mosquito del dengue (Rajeswary &
Govindarajan, 2014; Srinivas et al., 2018).

2.5.4. Uso como alimento

El arilo que proporciona el P. dulce es consumido en crudo principalmente en las
zonas rurales de México, en algunos estados las vainas son cortadas de los arboles
para su venta en el mercado a un precio accesible. Segun el estudio de Monroy &
Colin (2004) mencionan que existen dos sabores, uno es agridulce, se consume en
crudo y en atole; el otro sabor es amargo con el que se preparan salsas, ademas
se preparan en agua fresca parecida al agua de limoén, asados también pueden ser
consumidas (Parrotta, 1991). La calidad nutrimental del arilo de P. dulce destaca
por su alto contenido en hidratos de carbono y proteinas tanto en peso seco como
en peso fresco, los valores de hidratos de carbono oscilan desde 70.9 hasta 83.4 g
100", y el de proteina se encuentra de 11.2 hasta 18.6 g 100" en producto seco
(Tabla 1).

Tabla 1. Analisis quimico proximal del arilo P. dulce (100 g-') materia seca.

Referencia

Componente (Cheema et al., 2017) (Chaparro-Santiago et al., 2015)
Humedad (%) 84.7 ND

Proteina 18.6 11.2

Grasa 1.4 1.9

Ceniza 5.0 1.3

Hidratos de carbono 70.9 83.4

Fibra 3.9 1.9

ND: No determinado

Fuente: Elaboracion propia con base en Chaparro-Santiago et al. (2015) y Cheema et al. (2017)
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P. dulce es una buena fuente de vitamina B1 (84.7 mg 100 g'), y de acido ascdrbico
(55.7 mg 100 g'), también se han aislaron otras vitaminas hidrosolubles del arilo
que se muestran en el Tabla 2.

Tabla 2. Contenido de vitaminas hidrosolubles del arilo de P. dulce, (mg 100 g') en
materia seca.

Referencia

Vitaminas (Suganthi & Josephine, (Longvah et al., 2017)
2018)

Vitamina B1 84.7 0.1

Vitamina B2 18.6 0.1

Vitamina C 1.4 55.7

Fuente: Elaboracion propia con base en Longvah et al. (2017) y Suganthi & Josephine (2018)

Los extractos de los arilos de P. dulce demuestran que contienen considerables
cantidades de Mg que oscilan entre 23.9 hasta 65.7 mg 100 g-'y otros minerales

que se presentan en el Tabla 3.

Tabla 3. Contenido de minerales del arilo de P. dulce, (mg 100 g-') en materia seca.

Referencia
Minerales (Longvah et al., 2017) (Dashrath &  Shashi,
2016)
Calcio 8.5 ND
Magnesio 32.9 65.7
Hierro 0.7 13.7
Zinc 0.5 5.0
Cobre 0.2 0.7

ND: No determinado
Fuente: Elaboracion propia con base en Dashrath & Shashi (2016) y Longvah et al. (2017)

El consumo excesivo del arilo puede provocar “cerrar la garganta” por los taninos
que contiene (Monroy & Colin, 2004), sin embargo, hasta el momento, no existen
datos en la literatura cientifica sobre el consumo maximo en humanos de esta

leguminosa (Pradeepa et al., 2013).
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2.5.5. Uso medicinal

Los cambios ambientales, demograficos, econémicos, sociales, culturales han sido
un factor importante en los cambios alimentarios de la sociedad en México,
presentando ciertas enfermedades cronicas. Desde tiempos antiguos la dieta de los
seres humanos se basaba en alimentos naturales (frutas, verduras, leguminosas),
sin embargo, actualmente la dieta se basa en el exceso de consumo de energia a
partir de grasas saturadas (Barba Evia, 2018). En afios recientes la alternativa de
utilizar remedios tradicionales a base de plantas naturales juega un papel importante
en el tratamiento y prevencion de ciertas enfermedades crénicas (Nagmoti et al.,
2015). Las plantas medicinales han tenido gran importancia a nivel mundial,
principalmente en aquellos paises en vias de desarrollo, ya que son mas accesibles
y economicas en comparacion con la medicina moderna (Bussmann, 2015).
Aproximadamente el 80% de la poblacién mundial utiliza alguna planta como
remedio tradicional, México es el segundo pais con una gran diversidad de plantas
medicinales, gracias a esto y aunado a una combinacion de culturas y teorias sobre
beneficios de ciertas plantas, se han utilizado con fines medicinales desde la época
prehispanica (Garcia de Alba et al., 2012). Cada individuo cuenta con su creencia
sobre los beneficios de alguna planta, el cual se va transmitiendo la informacién de
forma empirica de generacion en generacion y cada una de las regiones puede
tener una informacién para usos diferentes, el arraigo historico, cultural y social son
criterios para que una planta se considere medicinal (Granados Andrade et al.,
2005).

El uso principal del P. dulce es de alimentacion humana y del ganado. Sin embargo,
la literatura menciona la utilizacion del arilo como remedios tradicionales,
principalmente para problemas gastrointestinales (Monroy & Colin, 2004). Con base
a esto se han realizado investigaciones cientificas para determinar los compuestos
fitoquimicos de la planta y sus efectos farmacoldgicos para beneficio de la salud
humana (Rao et al., 2018).
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2.5.6. Compuestos fendlicos del arilo de Pithecellobium dulce

Los primeros estudios reportados en la literatura sobre los compuestos fendlicos y
su actividad antioxidante fueron realizados en Tailandia por Samee et al. (2006) en
el cual se determino el contenido total de fenoles por medio del método de Folin-
Ciocalteu y la actividad antioxidante por medio de la técnica de DPPH. Megala &
Geetha (2010) por medio de HPLC reportaron la presencia de compuestos fendlicos
y flavonoides como la quercitrina, kaempferol, rutina, dainzeina, y naringina en
extractos hidroalcoholicos. Para el ano del 2011, Rao et al. (2011) analizaron el arilo
de P. dulce y lo clasificaron en arilo rojo y arilo blanco, evaluaron la composicién
quimica, y la cantidad de polifenoles mediante dos sistemas de empaque (polietileno
y el de poliéster polietiieno metalizado) durante seis meses, en el analisis
encontraron que los niveles de polifenoles aumentaron tanto en arilo rojo y blanco
conforme transcurrieron los meses sin importar el tipo de empaque (Saxena
&Singhal, 1999). Megala & Geetha (2010) realizaron extractos con diferentes
solventes (agua, etanol, cloroformo, eter de petroleo) para evaluar la actividad
hepatoprotectora, sin embargo, solo el extracto acuoso y el extracto con etanol
revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides, saponinas, esteroles, taninos, y
una actividad hepatoprotectora significativa. Posteriormente en el estudio de Wall-
Medrano et al. (2016) analizaron el arilo de P. dulce en seis estados de maduracién

encontrando acido clorogénico y catequina.

2.6. Métodos de secado y su impacto en los compuestos fendlicos

En diferentes investigaciones se ha observado que los efectos bioactivos de los
compuestos fenodlicos dependen de varios factores entre ellos el procesamiento
postcosecha. Ademas de otros factores como la radiaciéon ultravioleta, las
condiciones ambientales, el procesamiento postcosecha como el tipo de secado
puede influir en la estabilidad de los compuestos bioactivos de la planta (Kumar et
al., 2017). Regularmente, las muestras vegetales suelen secarse para alargar la

vida util y no tener un deterioro de estas plantas por reacciones enzimaticas y no
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enzimaticas. Existen diferentes tipos de secado sin embargo cada uno de ellos tiene

su ventaja y desventaja.

El secado por horno es una de las metodologias mas utilizadas en la industria de
los alimentos ya que permite una eliminacion de agua mediante un proceso rapido
y eficiente. Sin embargo, algunos compuestos bioactivos son termolabiles a
temperaturas mayores a 60°C lo que puede generar oxidacion y degradacion
(Nurkhoeriyati et al., 2021). Algunas investigaciones han reportado que el secado
mayor a 60°C disminuye la cantidad de acidos fendlicos y flavonoides en muestras

vegetales lo que impacta en la actividad biologica de la planta (Chang et al., 2016).

Por otro lado, el secado por liofilizacion preserva mejor las caracteristicas
fisicoquimicas de las muestras vegetales, al eliminar la humedad de las muestras
mediante sublimacién en condiciones de baja temperatura (-60°C) y presion. En
diferentes estudios se ha observado que este método de secado preservar los
compuestos bioactivos y su capacidad antioxidante en mayor cantidad comparado

con el secado por horno (De Ancos et al., 2018).

Los compuestos fendlicos son sensibles a las condiciones ambientales, por lo tanto,
el secado a temperatura ambiente a la sombra, o bajo el sol, puede ser un factor
para la degradacion de estos compuestos ya que puede existir la activacion de las
enzimas polifenol oxidasa y otras peroxidasas (Balunkeswar et al., 2015), esto
provocaria también la disminucién de la actividad biologica lo que compromete el
potencial terapéutico (Ahmed & Ali, 2013). Por lo tanto, la eleccion del método de
secado es importante para la conservacion de los compuestos bioactivos de las
plantas.
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ll. JUSTIFICACION

El cancer de colon es un problema del sector de salud a nivel mundial debido al
indice de morbimortalidad y se espera que en los proximos afnos este indice se
incremente. A pesar de que actualmente existe avances cientificos para la detencion
oportuna de esta patologia, es necesario generar estrategias de prevencion
eficientes principalmente por medio de la alimentacién. El consumo de alimentos de
origen vegetal nos proporciona varios beneficios tales como los compuestos
fendlicos que han demostrado tener efectos antioxidantes y anticancerigenos en
diferentes investigaciones, siendo estos alimentos candidatos prometedores para la

prevencion del cancer de colon.

P. dulce es un arbol que se encuentra ampliamente distribuido en el territorio
nacional, sin embargo, su consumo es local y limitado. Se requieren de estudios
cientificos que sumen el potencial biolégico de sus compuestos presentes en el arilo
para potenciar su cuidado y consumo del fruto. Se conoce que P. dulce es una
fuente importante de moléculas bioactivas que exhiben numerosas propiedades
bioldgicas que podrian producir un efecto protector contra el cancer de colon. Sin
embargo, su actividad bioactiva puede verse afectada por los tratamientos
postcosecha como el método de secado. El analizar la composicion fitoquimica de
este fruto es importante para observar su efecto anticancerigeno en células de
cancer de colon in vitro y también su posible impacto quimiopreventivo en un modelo
in vivo. El presente estudio contribuird al conocimiento cientifico sobre el impacto
del proceso postcosecha en la conservaciéon de los compuestos bioactivos del arilo
de P. dulce y su posible efecto quimiopreventivo en el cancer de colon al consumirlo

como un complemento dietético.

32



IV. HIPOTESIS

El método de secado (horno vy liofilizado) afectara significativamente la estabilidad
de los compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante del arilo de P. dulce,
siendo que el método de secado por liofilizacidon preservara mejor los compuestos

bioactivos.

Los compuestos fendlicos de los extractos del arilo de P. dulce poseen actividad
citotoxica en células SW480, inhibiendo la proliferacion y promoviendo la muerte

celular por apoptosis, ademas de regular genes involucrados en el cancer de colon.

La administracion oral sostenida del arilo de P. dulce después de 16 semanas
disminuye la frecuencia e intensidad de lesiones preneoplasicas de colon en ratas
Sprague Dawley inducidas quimicamente por azoximetano (AOM) y sulfato de
dextrano soédico (SSD), posiblemente por su capacidad antioxidante vy

antiinflamatoria.
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V. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general:

Determinar el perfil fendlico, la capacidad antioxidante del arilo de Pithecellobium
dulce (Roxb.) Beth mediante diferentes tipos de secado (horno y liofilizado) y evaluar
el efecto anticancerigeno mediante estudios in vitro en células SW480 y el efecto
quimiopreventivo en un modelo in vivo sobre lesiones preneoplasicas de colon

inducido con Azoximetano y sulfato de dextrano sodico

5.2. Objetivos especificos:

1) Identificar y cuantificar los compuestos fendlicos del arilo de P. dulce secados
por horno y liofilizado mediante HPLC-DAD en diferentes extractos (metanol-
agua (80/20 v/v y 50/50 v/v) etanol-agua (80/20 v/v y 50/50) acuoso (100%),
asi como la cuantificacion de fenoles totales, flavonoides totales, taninos
condensados y su capacidad antioxidante por medio de diferentes métodos

mediante espectrofotometria.

2) Evaluar la actividad citotoxica (ICso), el tipo de muerte celular generado por
los extractos del arilo de P. dulce en células SW480, analizando su efecto

sobre la viabilidad celular y la expresidon de genes clave en la carcinogénesis.

3) Evaluar el efecto quimiopreventivo del consumo del arilo de P. dulce sobre
un modelo de estadio temprano de cancer de colon inducido quimicamente
por AOM/DSS en ratas Sprague Dawley en marcadores nutricios,

bioquimicos, histopatoldgicos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Consideraciones éticas
El presente proyecto fue aprobado por el comité de bioética de la Facultad de
Ciencias Naturales (20FCNZ2021).

6.2. Materia vegetal

El arilo de Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth. se registré en la base de datos World

Flora https://worldfloraonline.org/taxon/wfo-0000178252, consultado el 8 de marzo

de 2023). La colecta de arilo se realiz6 en Jalpa de Serra (Querétaro, México)
durante la temporada primavera-verano de 2021. La muestra fue identificada y
registrada por un especialista del Herbario Jerzy Rzedowski de la Universidad
Auténoma de Querétaro. Las muestras se limpiaron y se sometieron a uno de dos
procedimientos de secado: (1) secado en horno (Shel-Lab Fx 1375, Swedesboro,
NJ, EE. UU.) a 40°C durante 48 h y (2) liofilizacion a =55°C y 1 Pa en un liofilizador
(10 N Series, SCIENTZ, Ningbo, Zhejiang, China). Una vez secas, las muestras se
molieron con un molino eléctrico y se tamizaron con un tamiz de 0,5 mm. Las
muestras resultantes se almacenaron en bolsas selladas a -80°C para su posterior

procesamiento.

6.3. Proceso de extraccion

La metodologia empleada para la extraccion se bas6 en Godinez-Santillan et al.
(2019) con ligeras modificaciones. La muestra de polvo seco se utilizé para preparar
diversos extractos mezclando 5 g de muestra con 500 mL de disolvente con una
relacion solido: liquido (1:100 g/mL). Los disolventes utilizados fueron etanol-agua
(80:20 y 50:50 v/v), metanol-agua (80:20 y 50:50 v/v) y 100% agua. Para las
preparaciones se utilizé6 agua destilada, etanol y metanol grado HPLC. Se realiz6
agitacion magnética (modelo OM10E, marca OVAN, Burladingen, Alemania) a 100
romy a 22+ 1 °C durante 16 h sin luz. Las soluciones se filtraron a través de papel
Whatman 541 (Cytiva, 110 mm de diametro, endurecido y sin cenizas, adquirido en
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se concentraron en un evaporador rotatorio
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(modelo R-200, Buchi, Flawil, Suiza) a 40°C bajo una presion de vacio de 100
mmHg. Finalmente, los extractos se liofilizaron y los extractos en polvo se
almacenaron en tubos protegidos de la luz a —80°C para su posterior analisis. El
rendimiento de extraccion para los diferentes disolventes se calculé como un
porcentaje de la masa inicial de la planta, con los siguientes rendimientos: M/A 80%
viv=17%, E/IA 50% v/v = 13%, M/A 80% v/v = 20%, M/A 50% v/v = 16% y para el

extracto acuoso al 100% = 9%.

6.4. Determinaciones colorimétricas

6.4.1. Compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales (TPC, por sus siglas en inglés) en
todos los extractos se determiné espectrofotométricamente utilizando el método de
Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Este método consiste en la reduccién del
reactivo de Folin-Ciocalteu por los compuestos fendlicos en medio alcalino,
formando un complejo de color azul que se cuantifica espectrofotométricamente. En
el presente estudio el TPC se reportdé como mg equivalentes de acido galico por 100
g de extracto liofilizado (mg GAE / 100 g EL).

6.4.2. Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales (TF, por sus siglas en inglés) se determind
mediante un método colorimétrico (Zhishen et al.,, 1999). Este método se
fundamenta en la formacién de un complejo flavonoide—aluminio, el cual produce
una coloracion amarilla cuya intensidad es proporcional a la concentracion de
flavonoides en la muestra. Los resultados en el presente estudio se expresaron en
mg de (+) - equivalentes de catequina por 100 g de extracto liofilizado (mg EC / 100
g EL).

6.4.3. Taninos condensados

El contenido de taninos condensados (CT, por sus siglas en inglés) se determind

mediante el método colorimétrico de vanilina-HCI (Feregrino-Pérez et al., 2008).

Este método se fundamenta en la reaccidon de condensacion de la vanilina con los
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grupos flavan-3-ol en medio acido, que genera un complejo de color rojizo, la
intensidad es proporcional a la concentracion de taninos condensados de la
muestra. Los resultados se expresaron en mg de (+) - equivalentes de catequina
por 100 g de extracto liofilizado (mg EC / 100 g EL).

6.4.4. DPPH

Se realiz6 el ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) segun lo informado por
Dewanto et al. (2002). El fundamento de este ensayo consiste en la reduccién del
radical libre DPPH por los compuestos antioxidantes presentes en la muestra, lo
que provoca un cambio de color de purpura intenso a amarillo. La disminucion de
absorbancia se mide espectrofotométricamente. Los resultados se expresaron en

pmol de equivalentes de trolox / g de extracto liofilizado (uM ET/g de EL).

6.4.5. FRAP

Se realiz6 el ensayo de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
espectrofotométricamente de acuerdo con el método de Benzie & Strain (1996).
Este ensayo se fundamenta en la reduccién del ion férrico (Fe®**) a ion ferroso (Fe?*)
por parte de los compuestos antioxidantes presentes en la muestra, en condiciones
acidas. El ion ferroso formado reacciona con el reactivo TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazina), generando un complejo de color azul intenso cuya absorbancia se mide
espectrofotométricamente. Los resultados se expresaron en M equivalentes de

Trolox / g de extracto liofilizado (uM ET/g EL).

6.4.6. TEAC (ABTS)

Se realiz6 el ensayo de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
espectrofotométricamente de acuerdo con el método de Van Den Berg et al. (1999).
Este ensayo consiste en la desactivacion del radical catiénico ABTS" (2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) por los compuestos antioxidantes de la
muestra. La disminucién en la absorbancia del radical, que originalmente es de color
azul verdoso, se mide espectrofotométricamente. Los resultados se expresaron en
MM equivalentes de Trolox / g de extracto liofilizado (uM ET/g EL).
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6.4.7. Validacion de los métodos colorimétricos

Todos los métodos colorimétricos fueron validados a través de su linealidad,
repetibilidad, y exactitud, se utilizaron estandares certificados (Sigma-Aldrich/ Merck
(St. Louis, MO, USA)). Se utilizaron coeficientes de correlacion (R?) 2 0.99. La
precision intra e inter-dia fue menor del 5%, garantizando asi la robustez y

repetibilidad de los resultados.

6.5. Identificacion de compuestos fenélicos por HPLC-DAD

Para la identificacion y cuantificaciéon de compuestos fendlicos especificos, se utilizd
un método de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) acoplado con
deteccion por arreglo de diodos (DAD) (Vargas-Madriz et al., 2023a). Brevemente,
un equipo de HPLC (Serie 1100, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.) que
utiliza una columna Zorbax XDB-C18 (Agilent Technologies, 4,6 x 250 mm y 5 ym
de tamano de granulo). Los estandares de compuestos fendlicos utilizados para la
calibracion se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.) y tenian una
pureza de 295% (Anexo Tabla A1). La columna se ajustd termostaticamente (35 +
0,6 °C) y el caudal se fijo en 1 mL/min. La fase movil consistié en dos disolventes:
agua acidificada de grado HPLC al 0,1 % v/v con acido acético (A) y acetonitrilo de
grado HPLC al 100 % (B). Se ajustdé un gradiente lineal de la siguiente manera: 80-
83 % A durante 7 min, 83-60 % A durante 5 min, 60-50 % A durante 1 min y 50-85
% A durante 2 min. La deteccion se realizé a 280 nm y 320 nm para los acidos
hidroxicinamicos y los flavonoides, respectivamente. Se inyecté un volumen de 20
ML. La cuantificacion se realizé utilizando estandares comerciales de grado HPLC
de acidos hidroxibenzoicos (acidos elagico, 4-hidroxibenzoico y galico), acidos
hidroxicinamicos (acidos sinapico, clorogénico, cafeico, p-cumarico y ferulico), acido
4-hidroxifenilacético, flavonoles [(+)-catequina, (-)-epicatequina y (-)-
epigalocatequina-3-O-galato] y flavonoles (rutina y quercetina). Se realizd una
validacion del método HPLC para la cuantificacion de compuestos fendlicos, que
incluyd la construccion de curvas de calibracidn, la determinacion de los limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), y la evaluacion de la reproducibilidad del
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método. Los parametros especificos para las curvas de calibracion, los limites de
deteccion y cuantificacion, asi como la reproducibilidad de los tiempos de retencién

y las areas de los picos cromatograficos se presentan en Anexos (Anexo Tabla A2).

6.6. Analisis quimico proximal

La determinacion bromatoldgica se realiz6 mediante los procedimientos de AOAC
(Asociacion de Comunidades Analiticas) (AOAC, 2002). Se determind Ila
cuantificacion de cenizas, (método 942.05), proteina (método 920.87), lipidos
(920.39), humedad (método 925.10), lipidos (método 920.39) y fibra dietética
(método 962.09). Los hidratos de carbono totales se calcularon por diferencia

(Oliveira-Alves et al., 2021), mediante la siguiente ecuacion:

Hidratos de carbono totales (%) = 100 — % (humedad + fibra + grasa + ceniza +

proteina)

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado en cada analisis y los

resultados se expresaron como un porcentaje en peso de materia seca.

6.7. Preparacion de la dieta experimental

La formulacién de la dieta experimental se realizé a partir de los resultados
obtenidos del analisis colorimétrico de compuestos fendlicos y el analisis quimico
proximal. Al preservar mejor los compuestos fendlicos y observar su estabilidad
nutrimental mediante el método de secado por horno, los pellets el arilo fueron
preparados mediante este método de secado. La dieta experimental estaba
compuesta de 10% del arilo de P. dulce generado en pellet y 90% de alimento
comercial (Nutricubo®). Esta formulacion fue suministrada al grupo dos (dieta con
arilo) y al grupo tres (dieta con arilo + AOM/DSS) durante todo el estudio. Su

composicidn nutricional se presenta en la Tabla 4.

La dosis empleada para el experimento in vivo (10% p/p de arilo) se aplicé con

relacion a estudios realizados con anterioridad, simulando la ingesta diaria
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recomendada en leguminosa, se ajusto y se extrapolo del consumo humano al peso

del modelo murino (Ocampo-Anguiano et al., 2024).

Tabla 4. Composicidn nutricional comparativa entre el alimento estandar
(Nutricubo®) y la dieta experimental modificada con 10% de arilo de P. dulce.

Parametro Nutricubo (100%) Dieta modificada (90% nutricubo
+ 10% pellet de arilo)

Humedad (%) 12.00 11.74

Proteina (%) 23.00 21.10

Grasa (%) 3.00 2.73

Fibra (%) 6.00 6.10

Cenizas (%) 7.00 6.79

Hidratos de carbono 49.00 (E.L.N.) ~50.30

totales (%) (estimado por diferencia)

Los valores representan porcentajes estimados en base seca. La dieta modificada fue formulada con
un 90% de alimento estandar (Nutricubo®) y un 10% de pellet obtenido a partir del arilo liofilizado de

P. dulce. E.L.N.: extracto libre de nitrégeno, estimado por diferencia.

El consumo del arilo de P. dulce en esta proporcion buscod establecer una
concentracion viable y factible donde se pudiera evaluar los efectos biologicos del
arilo sin comprometer el balance nutricional de los animales a partir de la dieta

estandar (Nutricubo®).
6.8. Determinacion In vivo

6.8.1. Modelo experimental

Se realizé un estudio experimental, comparativo y longitudinal. Se utilizaron ratas
macho Sprague Dawley de 4 semanas de edad, con alimentacion ad libitum y se
ajusto el ciclo circadiano a 12 h de luz 'y 12 h de oscuridad. Después de una semana
de adaptacion, se formaron 4 grupos de estudio con 6 ratas cada uno de manera
aleatorizada. El grupo numero uno (control negativo), se administré con agua para

beber durante todo el estudio (16 semanas a partir de la induccidon del
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carcinogénico). El grupo numero dos (control P. dulce), se suministro la dieta con el
arilo de P. dulce descrito anteriormente durante todo el periodo del estudio. Para los
siguientes grupos (tres y cuatro) se utilizé el modelo experimental de carcinogénesis
de colon en estadios tempranos descrito por Neufert et al. (2007) con modificaciones
de acuerdo con lo siguiente. El grupo numero tres (grupo tratamiento), se administrd
con azoximetano (AOM) (Sigma Aldrich, St Louis, E.U.A., cat. A5486), via
intraperitoneal a una concentracién de 10 mg / kg y solucién salina como vehiculo,
a las semanas dos y tres de inicio de experimento seguido de una semana de
administracién de sulfato de dextrano sddico (DSS) (Sigma Aldrich, St Louis, E.U.A.,
cat. D8906) al 2% como agente inductor de inflamacion en el agua de bebida en la
semana cuatro. Como se describié en el punto anterior a este grupo de animales se
le dio la dieta de P. dulce durante todo el periodo del estudio. EI grupo numero cuatro
(control positivo) solo se administrd la dosis de AOM a las semanas dos y tres y
DSS a la semana cuatro, su alimentacion solo consistid en pellets comerciales
(Nutricubo®). Para este experimento los animales fueron aleatorizados en cada uno
de los cuatro grupos experimentales (control, P. dulce, AOM/DSS + P. dulce y
AOM/DSS) mediante un generador de numeros aleatorios (Excel, Microsoft,
Redmond, WA, EE. UU.) esto con el fin de disminuir los sesgos en el estudio. El ID
de cada uno de los animales y el de los grupos, se realizé desde el inicio del
experimento, ademas, se genero una bitdcora especial para registrar el peso de los
animales, consumo de agua, cambio de la cama en cada jaula y posibles anomalias

durante el experimento.

Se realizo el sacrificio por decapitacion al término del experimento en la semana 16.
En todo el experimento se respetaron los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999) para el uso de animales de laboratorio bajo las
consideraciones éticas correspondientes. Los 6rganos obtenidos del sacrificio se
fijaron en formaldehido al 10%, para su analisis, separando y perfundiendo las

porciones del colon ascendente, transverso y descendente para mantener la
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estructura interna del tejido y otros se congelaron a -80°C para posteriores analisis
(Adam et al., 2011).

El disefio experimental fue acorde a las recomendaciones de las guias ARRIVE 2.0
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) con el fin de garantizar
transparencia, reproductibilidad, y rigor metodoldgico en los resultados obtenidos
(Percie du Sert et al., 2020).

6.8.2. Examen histopatolégico

Todas las ratas fueron sacrificadas por decapitacion. Se retiraron los colones y se
lavaron con solucién salina tamponada con fosfato fria (PBS, Thermo Fisher
Scientific, EE.UU.). Se diseccionaron de forma longitudinal, se cortaron en tres
segmentos iguales (proximal, medio y distal). Los segmentos se fijaron planos entre
papel de filtro en formalina al 10% durante 5-10 min y se tifieron con azul de metileno
(Sigma-Aldrich, UK) (0.2% en solucién de PBS) durante 15-20 min. Cada segmento
se cortd posteriormente en secciones de 2 cm y se colocaron en portaobjetos de
microscopio con la mucosa hacia arriba. Las criptas aberrantes fueron identificadas
y contabilizadas bajo un microscopio 6ptico Leica DM500 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania) a diferentes aumentos (4%, 10x y 40x). Finalmente, un patélogo
certificado externo a la universidad realizé los analisis histopatoldgicos a ciegas
respecto a la asignacién de los grupos experimentales. Se evaluaron las estructuras
tisulares y alteraciones morfolégicas conforme a criterios histologicos
estandarizados para lesiones inflamatorias y preneoplasicas. Todos los resultados

fueron revisados y validados para garantizar consistencia y reproducibilidad.

6.8.3. Marcadores bioquimicos

La sangre de las ratas se recogio en tubos activadores de gel y se centrifugaron a
3000 rpm durante 10 minutos. El suero se separd y se enviaron al Laboratorio de
Nutricibn Humana de la Universidad de Autéonoma de Querétaro para la
determinacidén de creatinina, proteina total, glucosa, albumina, fosfatasa alcalina

(ALP), alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y niveles
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de urea. Los parametros bioquimicos se determinaran utilizando el analizador

estandar automatizado.
6.9. Determinacion In vitro

6.9.1. Ensayo de cultivo celular

Se obtuvieron células de cancer de colon humano SW480 [SW-480] (ATCC CCL-
228) de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC®). Las células se
sembraron en placas de 60 mm de diametro en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (GIBCO, Nueva York, NY, EE. UU.), suplementado con suero
fetal bovino (FBS) al 10 % (Biowest, EE. UU.) y solucién de antibiético-antimicético
al 10% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) a 37°C en una atmosfera de agua
saturada con 5 % de COz2, con cambios de medio cada dos dias hasta alcanzar una

confluencia del 80%.

6.9.2. Determinacién de la actividad metabdlica de la célula por ensayo
MTT

Las células (1.5 x 10* células/pocillo; 100 L) se cultivaron en placas de 96 pocillos
durante 24 h. Posteriormente, las células se expusieron al extracto metandlico
(80:20 v/v) del arilo de P. dulce en concentraciones seriadas 1, 5, 10, 15, 30, 50 y
100 mg/mL disueltos en DMEM suplementado con albumina sérica bovina (BSA) al
0.5%, durante 24 h (37 °C). Después de la incubacion, el medio se reemplazé con
DMEM suplementado con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) (0.5 mg/mL, 100 mL cada pozo, Sigma-Aldrich) durante 4 h (37°C).
Posteriormente se reemplazé el medio con sulféxido de dimetilo (DMSO) y se leyo
la absorbancia a 562 nm. La concentracion letal 50 (CLso) se calculé utilizando una
ecuacion de dosis-respuesta proporcionada por GraphPad Prism v. software 8.0.

Las células no tratadas se usaron como control negativo.
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6.9.3. Determinacién de necrosis celular mediante ensayo de lactato

deshidrogenasa (LDH)

Las células (1.5 x 10* células/pocillo; 100 uL) se cultivaron como se describe
anteriormente. Después de 24 h, las células se trataron con concentraciones LCso
del extracto metandlico de P. dulce, mientras que las células no tratadas (DMEM +
BSA al 0.5 %) se usaron como control negativo. Después se utilizo el kit de ensayo
de citotoxicidad de LDH (K311-400, Biovision, Milpitas, CA, EE. UU.) para evaluar
el impacto de los tratamientos en la liberacion de LDH siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las muestras se leyeron a 492 nm vy los resultados se expresaron
como porcentaje de citotoxicidad utilizando la ecuacion: % de citotoxicidad =

[(Muestra — Control negativo) /control positivo] x 100 — Control negativo.

6.9.4. Evaluacion de la apoptosis por citometria de flujo

Se utilizé el kit de ensayo de células muertas y anexina V de Muse (MCH 100105,
Millipore, Darmstadt, Alemania) para evaluar el impacto del tratamiento con el
extracto metandlico de P. dulce en la induccién de la apoptosis en las células.
Brevemente, las células se cultivaron en condiciones apropiadas como se describe
anteriormente. Después de alcanzar la confluencia, se trataron con concentraciones
del extracto metandlico de P. dulce LCso. Posteriormente de recolectar por
tripsinizacién y concentracion por centrifugacion (6,000 g, 5 min), las células se
lavaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 1 mM, se ajusté a 1 x 108
células/mL y se llevé a cabo la determinacion en un analizador de células Guava®
Muse® Cell Analyzer (Luminex, Austin, Texas, EE.UU.), un citémetro de flujo
compacto que utiliza tecnologia basada en microcapilares y deteccién por
fluorescencia. Los resultados se expresaron como el porcentaje de células vivas,
apoptaticas tempranas, apoptoticas tardias y células en necrosis. Las células no

tratadas (DMEM + BSA al 0,5 %) se emplearon como control negativo.
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6.9.5. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

Las células (3 x 10° células/placa de 60 mm) se trataron con concentracién del
extracto metandlico de P. dulce LCso durante 12 h, y luego se recogieron mediante
tripsinizacion y centrifugacion (6,000 g, 5 min), se lavaron con PBS 1 mM + EDTA'y
se fijaron en etanol al 70 % (v/v) durante 4 h a -20°C, siguiendo las condiciones del
fabricante (MCH1006, Muse OCell Cycle Assay Kit, Millipore, Darmstadt, Alemania)
en un Muse OCell Analyzer (Luminex, Austin, TX, EE. UU.). Las células no tratadas

(DMEM + BSA al 0.5 %) se usaron como control negativo.

6.9.6. Evaluacion de la expresiéon génica de p53 y KRAS mediante

analisis de qPCR

Las células se cultivaron (3 x 10° células/placa de 60 mm) y se trataron como se
indicd previamente con el LCso de P. dulce. La extraccion y purificacion del ARNm
fueron seguidas por la adicion de 400 pL de reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EE. UU.), y el ARN extraido se resuspendio en agua libre de ARN y ADN-asa,
que se utilizd para cuantificar el ARN total. La pureza se evalué en un
espectrofotometro (NanoDrop 2000/2000c, ThermoScientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Luego, cada 2 ug de ARNm se utilizé para la sintesis de ADNc utilizando un
kit (Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis, K1652, ThermoScientific). Los
cebadores para los genes p53 y KRAS se disefiaron considerando su participacion
en la carcinogénesis y la sefializacion de apoptosis del cancer colorrectal (Tabla
A3). Las secuencias de genes se analizaron en el UCSC Genome Browser de la

Universidad de California (https://genome.ucsc.edu/), consultado el 1 de marzo de

2024, y los cebadores se disefiaron utilizando el sitio web Primer3
(https://primer3.ut.ee/), consultado el 1 de marzo de 2024, seleccionando una
temperatura de fusién (MT) de 60 £ 2 °C (para 20 + 2 pb), 100-250 pb de tamano

de producto final y GC = 50%. Las secuencias fueron sintetizadas por Sigma-Aldrich

México (Toluca, México). La reaccion de gPCR se realiz6 en placas de PCR de 96
pocillos utilizando 3,4 pL de agua libre de ADN-ARN-asa, 5 uL de SYBR® Select

Mater Mix para CFX (4472942, Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) y 1
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ML de ADNCc para cada reaccién. Se utilizé un termociclador (CFX96, BioRead Lab.
Inc., Hercules, CA, EE. UU.) en las siguientes condiciones: 95 °C durante 10 min
(15sa95°C,30sa60 °C, 30 sa 72°C) por 35 ciclos y luego se mantuvo a 16 °C
hasta que se hizo la determinacion. Para el analisis de la expresién relativa de los
genes (Livak & Schmittgen, 2001)Sefal (2722¢), utilizando GAPDH como gen

constitutivo.

6.10. Analisis estadistico

Los valores se expresaron como la media + DS. Se utilizd una ANOVA
unidireccional seguido por una prueba post-hoc de Tukey para comparar las
diferencias entre grupos. Los datos fueron analizados en el programa estadistico
SPSS version 23. Se utilizé6 un intervalo de confianza del 95% y un nivel de

significacién p < 0.05.

Los resultados se expresaron como la media + 1 DE de tres experimentos
independientes por triplicado. Después de la prueba de normalidad utilizando la
prueba de Shapiro-Wilk, graficos de normalidad y analisis de homocedasticidad, se
realizdé un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba post
hoc de Tukey-Kramer, donde las diferencias se establecieron en p < 0.05. El analisis
estadistico se realizd utilizando el software GraphPad Prism v. 8.0 (Dotmatics,
Boston, MA, EE. UU.). También se realizé un analisis de componentes principales
(PCA) para evaluar la variabilidad de la muestra considerando la combinacion de
los métodos de secado y los solventes ensayados a través de los paquetes de
software FactoMineR (version 2.11) y FactoExtra R (version 1.0.7). También se
realizd un mapa de calor utilizando el paquete Pheatmap en RStudio, y las
concentraciones de compuestos fendlicos obtenidos por HPLC-DAD se
transformaron logaritmicamente (log1p) para mejorar la visibilidad en el analisis

grafico.
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VII. RESULTADOS

7.1. Impacto de los métodos de secado en la composicion polifendlica

y la capacidad antioxidante del arilo de P. dulce

Con relacién a los TPC estos variaron de 631,72 a 1149,45 mg GAE/100 g EL, los
TF variaron de 5,10 a 20,93 mg CE/100 g EL, y los CT presentaron valores entre
0,07 y 0,19 mg CE/100 g EL cémo se observa en la Tabla 5. Con relacion al método
de secado, las muestras secadas por horno mostraron mayor cantidad de TPCy TF
que las muestras secadas por liofilizado. Cabe destacar que las extracciones que
se realizaron con agua 100% y fueron secadas por horno mostraron menor cantidad
de TPC y TF, mientras que las muestras hidroalcéholicas liofilizadas mostraron
mayor cantidad de TPC, TF, y CT comparado con los extractos acuosos. El solvente
que extrajo mayor cantidad de TPC fue la concentracién metandlica al 80% (M/A
80%) por medio del secado por horno, mientras que el secado por liofilizado la

extraccién con agua obtuvo mejores rendimientos.

Con respecto a la captacion de radicales libres por medio de la técnica de DPPH en
el secado por horno las extracciones hidroalcohdlicas no mostraron diferencia
significativa siendo el extracto acuoso el que obtuvo menor capacidad antioxidante
como se muestra en la Tabla 6. El secado por liofilizado no mostré diferencia
significativa entre los diferentes disolventes y concentraciones utilizadas, sin
embargo, el secado por horno presenta mayor captacion de radicales libres

comparado con el secado por liofilizado.

Por medio de la técnica de FRAP, las extracciones hidroalcohdlicas secadas por
horno no presentaron diferencia significativa siendo el extracto acuoso el que obtuvo
menor capacidad antioxidante. Por otro lado, la muestra liofilizada medinate la
extraccion acuosa fue la que presentdé mayor capacidad antioxidante comparado
con las extracciones hidroalcohdlicas del mismo tipo de secado y del secado por
horno. Al comparar el tipo de secado, solo las extracciones E/A 80% no presentan
diferencias significativas, mientras que las otras muestras hidroalcohélicas secadas
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en horno mostraron mayor captacion de radicales libres comparadas con las
extracciones hidroalcohdlicas de la muestra liofilizada. Con respecto a la de ABTS,
la extraccion hidroalcohdlica M/A 50% presentd mayor capacidad antioxidante en

ambos tipos de secado.

Por medio del analisis de HPLC-DAD se identificaron y cuantificaron un total de 14
compuestos fendlicos en el arilo de P. dulce, incluidos 3 acidos hidroxibenzoicos
(acidos elagico, 4-hidroxibenzoico y galico), 4 acidos hidroxicinamicos (acidos

Tabla 5. Compuestos fendlicos, flavonoides y taninos condensados en extractos hidroalcohdlicos
y acuoso del arilo de P. dulce.

Extracto Compuestos fendlicos totales Flavonoides totales Taninos condensados
(alcohol/ (mg EAG/100 g EL) (mg EC/100 g EL) (mg EC/100 g EL)
agua)

Secado por horno Secado por Secado por Secado por Secado por Secado por

liofilizado horno liofilizado horno liofilizado

Agua 892.50 + 56.672 799.14 £33.94> 585+1.94* 510+240° 0.18+0.072 0.13+0.03°
E/A 80% 1061.01 £ 151.65°  631.72+28.85° 20.93+4.06° 7.10+4.31° 0.16+0.082 0.07 £0.01°
E/A 50% 1038.99 +45.392  651.55+36.33° 17.11+3.01* 6.67+1.79° 0.19+0.08% 0.08+0.01°
M/A 80% 1149.45 £ 69.272  637.36 £57.32° 18.68 +2.522 7.90+2.73" 0.15+0.07% 0.08 +0.01°
M/A 50% 1094.50 £ 54.222  726.53 +34.06® 16.84 +2.00° 6.05+1.99° 0.17+0.082 0.09 +0.02°

EAG: equivalentes de acido galico; EC: equivalentes de catequina; EL: Extracto liofilizado. Los resultados se muestran como el
promedio de n=3 determinaciones + una desviacion estandar. Letras diferentes significan diferencia significativa (prueba t Student, p

<0.05) entre extractos secado por horno y secado por liofilizado.

sinapico, clorogénico, cafeico, p -cumarico y ferulico) y acido 4-hidroxifenilacético
para los acidos fendlicos Tabla 7. Entre los flavonoides, la (+)-catequina mostré
mayores cantidades en los extractos hidroalcohdlicos de muestras liofilizadas que
en las muestras secadas al horno; la (-)-epicatequina fue la mas alta en las
muestras secadas al horno, y se observdé una tendencia similar para la (-)-
epigalocatequina-3-O-galato y la quercetina (Tabla 8). En general, las extracciones

metandlicas obtuvieron las mayores cantidades de flavonoides.
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Tabla 6. Capacidad antioxidante en extractos hidroalcohélicos y acuoso del arilo de P. dulce

Extracto DPPH FRAP TEAC
(alcohol/agua) (MM ET/g EL) (MM ET/g EL) (MM ET/g EL)
Secado por Secado por Secado por Secado por Secado por horno Secado por
horno liofilizado horno liofilizado liofilizado

Agua 37.82+3.13° 19.64 + 0.87° 26.29 + 1.97° 35.03 + 3.05P 178.75 + 9.632 151.84 + 7.87°
E/A 80% 43.03 £ 3.27° 22.28 + 0.97° 33.12+£6.532 30.67 £ 1.332 190.06 + 16.27° 159.43 + 19.13P
E/A 50% 42.43 +2.322 19.10 £ 0.83P 30.71 £2.692 27.93 £ 2.06 200.26 + 13.662 143.81 + 11.87°
M/A 80% 43.67 £ 2.62° 21.35 +1.30P 34.97 + 1.562 29.66 + 1.20° 190.16 + 5.592 153.15 + 9.27°
M/A 50% 44.63 +2.002 21.44 + 0.97° 31.74 £0.712 30.08 + 0.81b 202.23 +6.322 158.34 + 7.69b

DPPH: 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl assay; FRAP: Ferric reducing antioxidant power assay; ABTS: 2,20-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid; umol ET: micromoles equivalentes de trolox; EL: Extracto liofilizado. Los resultados se muestran
como el promedio de n=3 determinaciones + una desviacion estandar. Letras diferentes significan diferencia significativa (prueba t
Student, p <0.05) entre extractos secado por horno y secado por liofilizado.

Entre los acidos fendlicos, el acido galico y ferulico exhibieron las concentraciones
mas altas mediante el secado por horno como se muestra en la Figura 6. En el caso
de las muestras liofilizadas, se detectaron 13 compuestos. Sin embargo, algunos
compuestos, como el acido ferulico, se detectaron solo en extractos acuosos de
muestras liofilizadas. Las muestras liofilizadas exhibieron una mayor cantidad de
acido p-cumarico que las muestras secadas al horno, particularmente en el extracto

acuoso (Figura 6).

La Figura 7 muestra un analisis de PCA de los compuestos fendlicos identificados
en extracciones de P. dulce usando HPLC-DAD. Se observé una clara diferencia
entre los dos métodos de secado para los acidos fendlicos (Figura 7a) y los analisis
espectrofotométricos (Figura 7b). Los extractos hidroalcohdlicos (80% v/v)
mostraron la mayor extraccion de acidos fendlicos, pero variaron dependiendo del
meétodo de secado aplicado a la muestra original. Las muestras secadas al horno
estuvieron mas estrechamente relacionadas con el acido ferulico, acido clorogénico,
quercetina y rutina. Por el contrario, las muestras liofilizadas estuvieron mas
estrechamente relacionadas con los acidos p-cumarico e hidroxifenilacético. Los

componentes principales explorados representaron el 82.9% de la variacion total.
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Tabla 7. Contenido de acidos fendlicos en el arilo de P. dulce detectados por HPLC-DAD

Extracto T Acido  Acido sinaptico Acido Acido Acido Acido cumérico  Acidogalico  Acido caféico  Acido ferlico Total
elagico hidroxifenilacétic hidroxibenzdic  clorogénico
(alcohol/ (ma/100g EL) (mg/M00gEL)  (mgMOOgEL) (mg/M100gEL) (mag/100gEL)
o 0
agua) (mg/100g (mag/100g EL)
EL) (Mg/100gEL)  (mg/100g EL)

/A H 253+0012 8.26 + 0.53° 2064020722 4712:6.00%c 4252+0102 4559:007% 8679015152 239:003a 0860+291% 153037 2552
80% L 327£019*  7.21£ 00568  266.30£8.40% 4753:0.85% 2612:040%8* 23270:£852%  3321:d4444 ND ND 621.34 £ 2336
M/A H 253:00122  775:0.04a 21110+ 0653 4508+ 0612 4930+1132 33440812 956.50+£518% 220:005ab 31160:383% 161950 £+1230
50% L ND 49103240+ 21260:1084%8 4091:248% 1665:099% 19680+1063% 3678+240% ND ND 508.65 + 27 66
E/A 80% H 2682002 1241:304  20290:209% 3593:443= 4969:413> 3293:023= 762.90£852: 711:004ac 30790£9522 1414453201

L ND ER6£012% 26410366~ 4935:246% £5A3:0124C 2504023214 3229 0.82A% ND ND 607.23£10.39
E/A 50% H 26172005 8302029 193.9£236%  3807:045° 3672:066%  3280:100® 81820:45620 462:0122 300702408 143592:5463

L ND 511£0.24%  210.00 £1.00%8 1634 £ 15848 1303£0.13% 19520 0.31%8 3567:0.18% ND ND 47535343
Agua H ND 6.26 £ 0.41= 193.00+£ 057 2650+1.53% 3369071 19842200 92230+218.00*° 299:060° 28390018 1488.48 =

224.00
L ND 620£033% 28930+ 6.824C* T7TR3:£2404C 1185:498% 300.00+9.134C* 9946 +4 9340 ND 361003 786.05£28 63

T: Tratamiento, H: Horno, L: Liofilizado, ND: No detectado, M/A: Mefanol/agua, E/A: Etanol/agua. Los resultados se muestran como el promedio de 3 determinaciones + una desviacion estandar.

Letras mindsculas diferentes indican diferencia significativa entre Ias diferentes concentraciones de los extractos secado por homo, y letras maylsculas diferentes indican diferencia significativa

entre las diferentes concentraciones de 10s extractos secado por liofilizado (ANOVA, prueba post hoc Tukey, p <0.05). * indica diferencia significativa (Prueba t, p <0.03) entre el tipo de secado

por homo y liofilizado del mismo extracto.
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Tabla 8. Contenido de flavonoides en el arilo de P. dulce detectado por HPLC-DAD

Extracto Tratamiento Catequina Epicatequina Epigalocatequin Rutina Quercetina Total
(alcoholfagua) (mg/100g EL) (mg/100g EL) Galato (mg/100g EL) (mg/100g EL)
(mg/100g EL)
M/AB0% Horno 15.54 +(.188 21090 = 0.842 17.63 = 0.05% 4060+ 043 2134+ 003 306.01+1.53
55.42 = 2 0245 31.39+1.18% 1390 0.81% ND 13.60 = 0.49% 114.31+ 4.50
M/AS50% Horno 1595+ (.17 21320+ 0.46% 1722+ 0.108 40.68+0.192 2147 0112 308.52 1,04
36.54 2174 2563 + 1.6748* 1044 £ 070" ND 12.66 + 0.58% 8527512
E/A80% 1561+ 0.17 20330=1732 1671+ 0.182 30.06 + 8762 2136+ 0.08a 28704 + 1091
4430+ 0 42% 23321854 1534 £ 0.20~ ND 1759 + 0.68/5* 10064 + 315
E/A50% Horno 1577+ 0178 199.00 = 0.812 1585+ 011 2959 = 0688 2066+ 0.138 28087 = 1.91
3272036~ 2899 = 1694 1209+ 013~ ND 1246+ 0.024¢* 86.26 = 2.20
Acuoso Horno 13.87 = 0.842¢ 17710 = 0 58z 1574 £ 0.10z¢ 3108019 1839+ 0012 25618172
Liofiizado 11.00 = 0.334¢* 205.80 + 6.84AC* 18.80 0 564C* 2057+ 121% 1649 £ 0.34% 28166927
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ND: No detectado, M/A: Metanol/agua, E/A: Etanol/agua. Los resultados se muestran como el promedio de n=3 determinaciones = una desviacién estandar. Letras minUsculas
diferentes indican diferencia significativa entre las diferentes concentraciones de los extractos secado por horno, y letras may(sculas diferentes indican diferencia significativa entre las
diferentes concentraciones de los extractos secado por liofilizado (ANOVA, prueba post hoc Tukey, p <0.05). * indica diferencia significativa (Pruebat, p <0.05) entre el tipo de secado

por horno y liofilizado del mismo extracto.



Heatmap of Phenolic Compounds
(Grouped by Drying Method)

Methanol 80% O Method
Methanol 50% O Oven drying
Freeze drying

Ethanol 80% O
Ethanol 50% O

Water 100% O
Methanol 80% F
Methanol 50% F
Ethanol 80% F 1
Ethanol 50% F

Water 100% F

¥3
¥s
YdH
vaH
V20
v
Yo
42
w4
1%0
[E|
Uiy

unaalang

D293

P3O N O
= ] L = o =]

Figura 6. Concentracion relativa de compuestos fendlicos del arilo de P. dulce por tipo de secado (horno y
liofilizacién) y concentracion de solvente (etanol, metanol y agua). La concentracion relativa corresponde a los
valores transformados logaritmicamente (log1p) de las concentraciones de los compuestos fendlicos obtenidos
por HPLC-DAD. CAF: Acido cafeico; CAT: (+)-Catequina; CGA; Acido clorogénico; CA: Acido p -cumarico; GA:
Acido galico; EA: Acido elagico; EPI: (-)- Epicatequina; EGCG: (-)-Epigalocatequina-3- O -galato; FA: Acido
fertlico; HPA: Acido hidroxifenilacético; HBA: Acido hidroxibenzoico; SA: Acido sinapico.
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Figura 7. Analisis de componentes principales (PCA) de las mediciones de arilo de P. dulce (compuestos
fenolicos y capacidad antioxidante) obtenidas de muestras secadas en horno y liofilizadas. (a) Acidos fendlicos;
(b) Mediciones espectrofotométricas. ABTS: Acido 2,2-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico); CAF: Acido
cafeico; CAT: (+)-Catequina; CGA; Acido clorogénico; CA: Acido p-cumarico; GA: Acido galico; DPPH: Ensayo
de 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo; EA: Acido elagico; EPI: (-)-Epicatequina; EGCG: (-)-Epigalocatequina-3-O-
galato; FA: Acido ferulico; FRAP: Poder antioxidante reductor férrico; HPA: Acido hidroxifenilacético; HBA: Acido
hidroxibenzoico; SA: Acido sinapico.
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7.2. Analisis proximal del arilo de P. dulce y caracterizacién de la dieta

experimental

Se analiz6 el AQP del arilo de P. dulce mediante dos diferentes métodos de secado
(horno y liofilizado). Los resultados no mostraron diferencias significativas (p< 0.05)
mediante los dos métodos de secado, sin embargo, como se menciono
anteriormente, el secado por horno presentd mayor cantidad de compuestos
bioactivos comparado con el secado por liofilizado (Tabla 9). Por esta razén en el
presente estudio se eligio el secado por horno como el método de deshidratacion.
A partir de la muestra secada por horno se generaron los pellets para la dieta
experimental de los animales, la cual consistié solamente en hidratar nuevamente
el polvo seco del arilo de P. dulce con agua purificada y posteriormente volver a
secar mediante el horno en las mismas condiciones. El analisis del AQP del pellet
mostré una disminucion en el contenido de proteina (12.59%) y fibra (12.09%), sin
embargo, no se observaron diferencias significativas comparado con el arilo secado

por horno vy liofilizado.

Tabla 7. Analisis proximal del arilo de P. dulce en materia seca

Componentes (%) Secado por Secado por Pellet de P. dulce
horno liofilizado
Humedad 15.87 £ 0.762 17.93 £ 0.202 16.93 £ 0.352
Cenizas 3.32+0.01° 3.59 £ 0.032 2.10 £ 0.082
Proteina cruda 15.13 £ 0.262 13.55 £ 0.222 12.59 + 0.622
Fibra 12.79 £ 0.372 12.97 £ 0.332 12.09 £ 0.212
Hidratos de carbono 67.95 + 0.092 66.83 + 0.65° 66.02 + 0.322
Extracto etéreo 0.61 £ 0.022 0.78 £ 0.022 0.64 £ 0.032

Los resultados representan la media de 2 experimentos por duplicado + error estandar. Letras diferentes por
columna expresan diferencia significativa (p<0.05) ANOVA, prueba post hoc Tukey.

A partir de los resultados obtenidos del analisis colorimétrico y el AQP del arilo de
P. dulce, se realizo la dieta de los animales (grupo 2 y 3). La dieta experimental se
baso con el 90% del alimento estandar de los animales (Nutricubo®), suplementado

con el 10% del arilo de P. dulce en presentacién de pellet. Esta dieta se formuld
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para establecer un equilibrio nutricional y con ello evitar posibles sesgos en la
investigacion. Los resultados presentados en la Tabla 4 (materiales y métodos)
muestran paridad en el perfil nutrimental entre las dos dietas. Sin embargo, se
observa una reduccion minima en el contenido de proteinas, grasa y cenizas en la
dieta experimental comparado con la dieta estandar. Estos resultados muestran que
el perfil nutrimental de la dieta experimental no comprometié la alimentacion basal

de los animales.

7.3. Efecto quimiopreventivo del arilo de P. dulce sobre lesiones

preneoplasicas de colon

Dentro de los experimentos in vivo, la ganancia de peso corporal de los animales
durante las 16 semanas se observa en la Figura 8. Los resultados obtenidos no
muestran diferencias significativas (p <0.05) en los diferentes grupos. Por lo tanto,
el grupo que consumio el arilo de P. dulce y el grupo tratado con AOM/DSS + P.
dulce no provoco un efecto adverso en el crecimiento de los animales comparado

con el grupo control negativo.
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Figura 8. Ganancia de peso en ratas Sprague-Dawley durante 16 semanas. Los valores de la ganancia de peso
se representan como el promedio + desviacion estandar. Grupo Control (alimentacion estandar), Grupo P. dulce
(alimentacién estandar suplementada con arilo de Pithecellobium dulce al 10%), Grupo AOM/DSS + P. dulce
(tratado con AOM/DSS y suplementado con arilo de P. dulce al 10%), y Grupo AOM/DSS Control (tratado con
AOM/DSS sin suplementacion).
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Desde el inicio hasta el final del experimento los cuatro grupos mostraron aumento
de peso progresivo. Se observo que el grupo control negativo y el grupo P. dulce
presentaron una secuencia similar en la ganancia de peso, mientras que los dos
grupos a los que se les administro6 AOM/DSS tuvieron una secuencia de ganancia
de peso corporal similar. Los hallazgos reportados en el presente estudio indican
que el consumo del arilo de P. dulce al 10% dentro de la dieta de los animales, no

afectod su peso corporal.

Los resultados obtenidos en el consumo de agua en los diferentes grupos
experimentales se observan en la Figura 9. En las primeras semanas del estudio se
puede observar mayor variabilidad en la ingesta de agua, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos (p <0.05) a lo largo
de las 16 semanas. Por lo tanto, el consumo del arilo de P. dulce no afectd la
hidratacion de los animales. El grupo control y el grupo P. dulce muestran una
ingesta de agua similar a lo largo del estudio sin diferencias significativas (p < 0.05).
Esto indica que el consumo del arilo de P. dulce no genera efectos negativos en la

hidratacion e ingesta de agua en los animales.
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Figura 9. Ingesta de agua en ratas Sprague-Dawley durante 16 semanas. Los valores de la ingesta de agua se
representan como el promedio + desviacion estandar. Grupo Control (alimentacién estandar), Grupo P. dulce
(alimentacién estandar suplementada con arilo de Pithecellobium dulce al 10%), Grupo AOM/DSS + P. dulce
(tratado con AOM/DSS y suplementado con arilo de P. dulce al 10%), y Grupo AOM/DSS Control (tratado con
AOM/DSS sin suplementacion).
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Por otro lado, en los dos grupos que se administr6 AOM/DSS se observan
variaciones entre las semanas 4 y 5, lo cual podria estar relacionado a procesos
inflamatorios generados por estos reactivos. Sin embargo, a partir de la semana 6

el consumo de agua se regularizé comparado con el grupo control.

Los resultados obtenidos de la ingesta de alimento en los diferentes grupos de
animales se observan en la Figura 10. Los resultados no presentaron diferencia
significativa (p <0.05) entre los diferentes grupos. Dentro de estos resultados, el
grupo de P. dulce mostro una alteracion en la ingesta de alimento entre la semana
4 y 7, homogeneizandose a la semana 8 comparado con el grupo control. Este
resultado puede deberse a que el animal no esta acostumbrado al consumo del arilo
de P. dulce. Por otro lado, el grupo administrado con AOM/DSS + P. dulce mostro
una ingesta de alimento similar a la del grupo control. Sin embargo, a partir de la
semana 6 hasta al final del experimento los animales mostraron un aumento en la

ingesta de alimento.
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Figura 10. Consumo de alimento en ratas Sprague-Dawley durante 16 semanas. Los valores de la ingesta de
alimento se representan como el promedio + desviacién estandar. Grupo Control (alimentacién estandar), Grupo
P. dulce (alimentacion estandar suplementada con arilo de Pithecellobium dulce al 10%), Grupo AOM/DSS + P.
dulce (tratado con AOM/DSS y suplementado con arilo de P. dulce al 10%), y Grupo AOM/DSS Control (tratado
con AOM/DSS sin suplementacion)
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Finalmente, el grupo AOM/DSS control mostré fluctuaciones en la ingesta de
alimento a partir de la semana 3, lo que podria estar asociado con la administracion
del AOM/DSS. Sin embargo, a partir de la semana 8 hasta el final del experimento

el consumo de alimento se estabilizé comparado con el grupo control.

En el presente estudio se analizaron los pesos de diferentes érganos como el bazo,
rinones, pulmones, corazon, estdmago, ciego, intestino grueso y delgado, los cuales
se muestran en la Tabla 10. Dentro de los resultados, no se observaron diferencias
significativas (p >0.05) entre los pesos de los diferentes grupos experimentales.
Estos resultados sugieren que la administracion de AOM/DSS aunado al consumo
del arilo de P. dulce y el consumo del alimento normal del animal no provocé efectos

adversos en el desarrollo de los érganos.

Tabla 8. Peso de 6rganos de ratas Sprague-Dawley

Grupo AOM/DSS + P. Grupo AOM/DSS

Organo Grupo Control Grupo P. dulce dulce Control

Bazo 0.79 £ 0.21° 0.82 + 0.24° 0.84 + 0.202 0.84 +0.132
Rifiones 1.50 £ 0.082 1.46 +0.182 1.52+0.112 1.58 + 0.062
Pulmones 2.26 £ 0.492 2.02 £ 0.362 2.38 £ 0.422 2.54 +0.632
Corazén 1.63 £ 0.462 1.41 +£0.252 1.49+0.182 1.52 +0.162
Estomago  2.22 + 0.27° 2.39 £ 0.322 2.49 £ 0.50? 2.43+0.322
Ciego 2.16 £ 0.392 243 +0.22° 2.18 £ 0.352 2.35+0.502
I. Grueso 2.90 + 0.242 2.98 +0.17°2 3.26 + 0.292 2.75 +0.40°2
|. Delgado  10.24 + 1.222 11.23 + 1.592 9.75 £ 0.692 9.6 + 0.68°

I: Intestino. Valores expresados en gramos (g) como media + desviacién estandar. Las letras diferentes significan diferencia
significativa (ANOVA prueba post hoc de Tukey, p <0.05). Grupo Control: ratas con alimentacion estandar; Grupo P. dulce:
ratas con alimentaciéon estandar suplementada con arilo de Pithecellobium dulce; Grupo AOM/DSS + P. dulce: ratas con
carcinogénesis inducida por AOM/DSS y suplementadas con arilo de P. dulce; Grupo AOM/DSS Control: ratas con
carcinogénesis inducida por AOM/DSS sin suplementacion.
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Los resultados del analisis de los parametros hematologicos se muestran en la

Tabla 11. Dentro de los valores nutricionales, se observo diferencia significativa (p

<0.05) en las concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol total, VLDL del

grupo AOM/DSS control comparado con el grupo control. Las concentraciones

observadas en el grupo de P. dulce no muestran diferencias significativas con

relacion al grupo control. Por otro lado, en el grupo AOM/DSS + P. dulce las

concentraciones de triglicéridos, colesterol y VLDL no muestran diferencias

significativas comparado con el grupo AOM/DSS control, solamente se observa

Tabla 9. Comparaciéon de analisis hematoldgicos en los diferentes grupos experimentales

Parametro Grupo Control

Grupo P. dulce

Grupo AOM/DSS

+ P. dulce

Grupo AOM/DSS

Control

Indicadores nutricionales

159.3 £ 22.7%°
88.91 + 20.41°

Glucosa (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)

160.0 + 28.65%
101.7 £ 29.812

141.4 £20.12°
155.2 + 87.36°

196.1 + 17.45P
200.9 £ 83.41°

Colesterol total (mg/dL)  55.07 +9.232 47.81+2.712 64.47 £ 10.12> 68.68 + 13.50°
HDL (mg/dL) 31.70 £ 5.552 26.50 + 2.61° 37.46 £ 10.39° 30.51 + 4.50°
VLDL (mg/dL) 17.71 + 3.982 20.50 £ 5.70 % 23.29 £ 10.12° 33.75+£9.14°
Indicadores toxicidad renal

Acido urico (mg/dL) 1.08 £ 042° 0.63 +0.232 0.81+0.622 0.78 £ 0.19?
Urea (mg/dL) 41.08 * 4.46° 43.80 + 4.95° 67.48 £ 7.79° 67.37 £ 6.55°
Creatinina (mg/dL) 0.58 + 0.042 0.52 + 0.062 0.55 + 0.072 0.54 + 0.05?
Bun (mg/dL) 19.20 + 2.04° 20.56 + 2.402 31.50 £ 3.70° 31.43 £2.99°
Indicadores toxicidad hepatica

Bilirrubina total (mg/dL) 0.19 £ 0.032 0.21 £ 0.032 0.21 £ 0.032 0.22 + 0.02°
Fosfatasa alcalina (UL)  170.0 + 24.69° 175.0 £ 28.44° 278.2 + 84.69° 345.0 + 57.40°2
TGP/ALT (UL) 67.20 £ 6.53° 60.11 £ 13.07° 63.0 £ 18.842 62.14 + 7.58°
TGO/AST (UL) 141 £20.12° 160.0 + 28.65P 159.3 + 22.72b 196.1 £ 17.45°
Proteinas totales (g/dL) 6.46 + 0.082 6.52 +0.292 6.22 + 0.24% 6.58 + 0.192
Albumina (g/dL) 3.96 £ 0.152 4.05+0.12° 3.93+0.10% 4.08 +0.11°
Globulinas (mg/dL) 2.60 £ 0.542 2.55 + 0.522 212 £ 0.35% 2.71+0.48°2

mg/dL: miligramos por decilitros. Los resultados se muestran como el promedio de n=9 animales + una desviacién estandar.
Las letras diferentes indican diferencia significativa (ANOVA prueba post hoc de Tukey, p <0.05).

58



diferencia significativa en el parametro de la glucosa, asi como un aumento en la
concentracion de HDL (p <0.05). En los resultados derivados de la toxicidad renal,
no se observaron diferencias significativas entre el grupo AOM/DSS control y el
grupo AOM/DSS + P. dulce en los diferentes parametros de toxicidad renal. Dentro
de los resultados de toxicidad hepatica, no se observaron diferencias significativas
en las concentraciones de bilirrubina, TGP/ALT y TGO/AST, proteinas totales,
albumina y globulinas. Sin embargo, los grupos AOM/DSS control y AOM/DSS + P.
dulce presentaron significativamente mayor concentracion fosfatasa alcalina en
comparacion con los otros dos grupos (p <0.05).

Los resultados de los analisis bioquimicos permitieron observar el posible efecto
quimiopreventivo del arilo de P. dulce ante lesiones preneoplasicas por medio de

distintos parametros sanguineos como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 10. Comparacién de analisis hematoldgicos en ratas Sprague-Dawley sometidas a

diferentes tratamientos con Pithecellobium dulce y AOM/DSS

Parametro Grupo Control Grupo P. dulce Grupo Grupo AOM/DSS
AOM/DSS + P. Control
dulce
WBC (x10%uL)  10.34 £ 1.942 7.44 + 3.08 9.36 * 2.02b 11.32 + 4.86°
LYM (%) 84.54 £ 5.542 81.64 £ 5.90 90.28 + 6.262 84.47 + 10.40qb
PLT (x10%uL)  830.80 + 66.542 648.13 £245.30> 825.80 + 168.9> 806.71 + 121.482
RBC (x108/uL) 8.98 + 0.37° 9.11 £ 0.61° 9.13 £ 0.46° 9.62 + 0.692
HGB (g/dL) 15.76 £ 0.612 15.48 £ 0.592 14.38 £ 1.212 15.12 £ 1.522
HCT (%) 48.54 +1.752 47.75 £ 2.482 48.23 £ 2.762 49.31 £ 3.46°
MCV (fL) 54.08 + 1.162 52.53 + 2.04b 52.82 + 2.10p 51.23 + 1.65P
MCH (pg) 17.56 £ 0.842 17.06 £ 0.97° 15.78 £ 1.47b 15.72 £ 1.47b
MCHC (g/dL) 32.48 £ 0.90°2 32.45 + 0.882 30.61 + 1.44b 29.87 £ 2.69b

Los resultados se muestran como el promedio de n = 9 animales + una desviacion estandar. Letras diferentes en una misma

fila indican diferencias significativas (p < 0.05, ANOVA con prueba post hoc de Tukey).
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Con relacion a los resultados obtenidos, los glébulos blancos (WBC) del grupo P.
dulce muestran una disminucion significativa (p <0.05) comparado con los demas
grupos, sin embargo, el grupo tratado con AOM/DSS + P. dulce no presento
diferencias significativas en comparacién con el grupo control. Por otro lado, los
grupos P. dulce y el grupo tratado con AOM/DSS + P. dulce presentaron
significativamente menor cantidad en el conteo de plaquetas (PLT) comparado con
el grupo control (p <0.05), mientras que el grupo tratado con AOM/DSS no presento
diferencias significativas. Los resultados obtenidos sobre el numero de globulos
rojos (RBC) no presentaron diferencias significativas entre los diferentes grupos, al
igual que los niveles de hemoglobina (HGB) y hematocito (HCT).

Con relacién al volumen corpuscular medio (MCV), el contenido de hemoglobina
corpuscular media (MCH) y de hemoglobina corpuscular media (MCH) los valores
del grupo tratado con AOM/DSS vy el grupo AOM/DSS + P. dulce presentaron una

reduccion significativamente menor comparada con el grupo control (p <0.05).

En la Figura 11 se muestran los resultados en funcién del analisis histopatolégico
de los érganos evaluados (rifidén, higado y colon) en cada grupo experimental
(Grupo AOM/DSS + P. dulce y Grupo AOM/DSS Control). El analisis
histopatoldgico, realizado de forma independiente por un patélogo certificado,
evidenci6 esteatosis hepatica severa en el grupo AOM/DSS Control (Figura 11E),
caracterizado por las multiples vacuolas lipidicas provocando un desplazamiento
del nucleo a la periferia. También se observé hiperplasia de conductos biliares
(Figura 1A3), caracterizada por estructuras proliferadas, alargadas, el estroma
muestra una expansion fibrosa con discreto filtrado celular, lo que puede deberse a
procesos inflamatorios, sin embargo, no se muestra signos de necrosis
hepatocelular. En este grupo también se observo una dilatacion tubular renal (Figura
11D) con tubulos aumentados de tamafio y con contornos irregulares. Sin embargo,
no se muestra alteraciones morfolégicas o cambios en la arquitectura glomerular.
Por otra parte, a nivel de colon se pueden observar alteraciones en las vellosidades
y disminucién de la altura epitelial. En la Figura 11F se puede observar pérdida de
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la arquitectura del epitelio, desorganizacién de criptas con hiperplasia e inflamacién
conduciendo a una posible pérdida de la polaridad y funcién celular. Se observa
pleomorfismo nucleary la disminucion de células calciforme. En términos generales
el colon se muestra comprometido por la pérdida de su arquitectura, perdida de
células calciformes y presencia de un epitelio aplanado. Estos resultados muestran
un dafio hepatico significativo provocado probablemente por la administracién de
AOM/DSS.

Por otra parte, en el grupo AOM/DSS + P. dulce, el analisis independiente realizado
por patélogo certificado reveld leve citomegalocitosis en el higado (Figura 11H), los
nucleos de los hepatocitos se muestran de mayor tamafio, hipercromaticos y con
halo perinuclear. No se observaron alteraciones estructurales en los sinusoides
hepaticas ni congestion vascular marcada, en general no se presenta un dafno
severo. De igual manera, en este grupo se observé una degeneracion glucogénica
leve. Con relacion al colon, se observod atrofia en sus vellosidades y el epitelio
columnar parcialmente conservado (Figura 111). No se observa necrosis o
desorganizacion completa del epitelio, sin embargo, se muestra infiltrado linfocitario

moderado debido probablemente por una inflamacién controlada.

En la Figura 1A1 se puede observar hepatocitos con citoplasma claro y finamente
vacuolado, sin desplazamiento nuclear ni evidencia de necrosis. La disposicion
lobulillar del parénquima hepatico permanecié intacta, sin infiltrado inflamatorio,
necrosis ni fibrosis. Sin embargo, también se pudo observar en este grupo la
presencia de filtrado inflamatorio mononuclear en las regiones periportales,
adyacente a vasos sanguineos prominentes, situaciones compatibles con una
hepatitis perilobulillar leve (Figura A1B). No se observa una arquitectura dafada,
fibrosis o regeneracion nodular. En el analisis histopatoldgico del rindn del mismo
grupo 3, muestra una congestion glomerular leve (Figura 11G). Se puede observar
acumulacion de eritrocitos en los capilares glomerulares, pero no se observa
proliferacion mesangial o infiltrado inflamatorio, tampoco alteracion en la estructura

basal del glomérulo.
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Figura 11. Analisis histopatologico de rifién, higado y colon en ratas Sprague-Dawley pertenecientes al grupo
control (A—C), grupo inducido por AOM/DSS (D-F), y grupo AOM/DSS + P. dulce al 10% (G-I). Se muestran
cortes de rifion (A, D, G), higado (B, E, H), colon (C, F, I). Las imagenes muestran cambios morfologicos
asociados a los tratamientos del grupo AOM/DSS + P. dulce y del grupo AOM/DSS control, incluyendo
alteraciones hepaticas (esteatosis, degeneraciéon glucogénica y hepatitis perilobulillar), colénicas (atrofia de
vellosidades, desorganizacion epitelial) y renales (dilatacion tubular y congestion glomerular). Escala: 20 ym
(A—C, E,H)y 50 um (D, F, G, I).

7.4. Efecto del extracto de P. dulce sobre la actividad metabdlica
celular, la apoptosis, el ciclo celular, la necrosis y la expresién de

genes proapoptoéticos y antiapoptéticos

Como se muestra en la Figura 12, las concentraciones de P. dulce superiores a 10
mg/mL mostraron efectos citotoxicos (Figura 12a) al reducir la actividad metabdlica
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celular. Los calculos de la concentracion de dosis CLso utilizando una curva ajustada
a la dosis-respuesta (Figura 12b) mostraron que se necesita una concentracién de
13,766 mg/mL para lograr la mitad de la muerte de las células. Con base en la
composicidon de los extractos de P. dulce, la CLso fue equivalente a 0,35 + 0,01 ug
eq. de acido elagico/100 g EL, 5,36 + 0,06 ug eq. de acido 4-hidroxibenzoico/100 g
EL, 112,63 + 6,28 pg eq. de acido galico/100 g EL, 1,14 + 0,04 ug eq. acido
sinapico/100 g EL, 5,05 £ 0,09 pg eq. acido clorogénico/100 g EL, 0,63 £ 0,02 pg
eq. acido cafeico/100 g EL, 4,51 + 0,14 ug eq. Acido p-cumarico/100 g EL, 41,39 g
eq. acido ferulico/100 g EL, 26,69 + 0,32 ug eq. acido 4-hidroxifenilacético, 2,17 +
0,02 ug eq. (+)-catequina/100 g EL, 27,39 + 0,11 ug eq. (-)-epicatequina, 2,18 ug
eq. (—)-epigalocatequina-3- O-galato/100 g EL, 4,07 ug eq. de rutina/100 g EL y 2,84
Mg eq. de quercetina/100 g EL.
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Figura 12. Evaluacion de la citotoxicidad de los extractos de arilo de P. dulce en células de adenocarcinoma de
colon SW480 humano. (a) Impacto de los extractos de P. dulce en la actividad metabdlica celular. Los resultados
se expresan como la media + una DE de tres experimentos independientes por triplicado. Las letras diferentes
representan diferencias significativas (p< 0,05) segun la prueba de Tukey-Kramer. La linea discontinua en (a)
indica una actividad metabdlica del 80%. Se utilizaron células no tratadas como control negativo (DMEM + 0,5%
de albumina sérica bovina, BSA). Se utilizé Triton X-100 como control positivo. (b) Dosis-respuesta ajustada y
calculo de la concentracion semiletal (CLso). Los puntos negros representan el porcentaje de supervivencia en
funcion de la concentracion de extractos de arilo de P. dulce utilizados.

La Figura 13 mostré diferencias entre las células SW480 no tratadas y las tratadas

con P. dulce solo para la expresion de Tp53 y KRAS, donde la expresion de ARNm
63


https://www.mdpi.com/1420-3049/30/2/233#fig_body_display_molecules-30-00233-f003

fue menor (p <0.05) que en las células SW480 no tratadas. Por otra parte, para

CTNNB1 y APC no se observaron cambios significativos (p <0.05).
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Figura 13. Expresion relativa (2*-ACt) normalizada a GDPH en células SW480. Efecto del extracto de P. dulce
sobre la expresién de genes apoptoticos y antiapoptoticos. Los resultados se expresan como la media + una
DE de tres experimentos independientes por triplicado. Letras diferentes expresan diferencias significativas (p
<0.05).

Se evaluaron dos tipos de muerte celular en células humanas SW480 después de
su exposicién a LCso de P. dulce (Figura 14). En la Figura 14A se presentan
imagenes representativas de células vivas, muertas, apoptoticas tempranas y
apoptéticas tardias, donde su cuantificacion (Figura 14B) mostré las mayores
cantidades de células vivas en el control negativo, como se esperaba, y la mayoria
de las células tratadas con P. dulce en apoptosis temprana y tardia. Con respecto
a la necrosis (Figura 14C), medida indirectamente por la liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH), no se mostraron diferencias entre las células no tratadas y
las tratadas con LCso de P. dulce, lo que sugiere la ausencia de mecanismos
necroéticos en este modelo, aunque se deben evaluar parametros adicionales
relacionados con la necrosis para concluir completamente sobre este tipo de muerte
celular. Los histogramas representativos de las poblaciones celulares en cada etapa
del ciclo celular (Figura 14D) y su cuantificacion (Figura 14E) indicaron que la
mayoria de las células afectadas por los tratamientos con P. dulce se ubican en la
etapa G0/G1, seguido de las fases G2/M y S.
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Figura 14. Efecto anticancerigeno después del tratamiento de células SW480 con dosis LCsy de extracto de P. dulce. A)
Imagenes representativas de la apoptosis de células SW480 después del tratamiento con LC50 de P. dulce analizadas
mediante citometria de flujo. B) Cuantificacion del total (%) de células vivas, muerte celular por apoptosis temprana, apoptosis
tardia y apoptosis total. C) Liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) tras el tratamiento de P. dulce. D) Imagenes
representativas del efecto sobre el ciclo celular tras el tratamiento de P. dulce. E) Cuantificacion (%) de células vivas en el
ciclo celular. Letras diferentes expresan diferencias significativas (p < 0,05) segun la prueba de Tukey-post hoc. Para (B, D),
se realizé una evaluacion estadistica entre tratamientos para cada clasificacion de muerte celular. Para (C), la evaluacion
estadistica se completé entre todos los grupos. Las células no tratadas correspondieron a células no tratadas (DMEM + 0,5%
de BSA). Para el ensayo de LDH, se utilizé Triton X-100 como control positivo.
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VIll. DISCUSION

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el impacto del método de secado sobre
el perfil fendlico (acidos fendlicos y flavonoides) y la capacidad antioxidante de
extractos de arilo de P. dulce (acuoso e hidroalcohdlico), asi como evaluar los
efectos inhibitorios y pro-apoptoticos del mejor extracto obtenido, sobre células de
adenocarcinoma de colon humano SW480, y su efecto quimiopreventivo en lesiones

preneoplasicas de colon inducidas por AOM/DSS en ratas Sprague Dawley.

8.1. Impacto de los métodos de secado en el perfil fendlico y la

capacidad antioxidante

Los resultados indicaron que las muestras secadas por liofilizacion presentaron
menor contenido de polifenoles y menor capacidad antioxidante en comparacion
con las muestras secadas al horno. Estos hallazgos pueden explicarse por la ruta
térmica de los enlaces entre los compuestos fendlicos y la matriz vegetal durante el
secado por horno, esto puede inducir un aumento en la ruptura de la pared celular
de la muestra, asi como lo reportan en otras plantas. Por el contrario, el secado por
liofilizado, al requerir bajas temperaturas minimiza las modificaciones térmicas, lo
que provoca una menor cantidad de liberacion de compuestos fendlicos
principalmente de aquellos compuestos de alto peso molecular (Oyinloye & Yoon,
2020). Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Garcia et al.
(2021) en hojas de Urtica dioica L., observando que el secado a una temperatura
de 35 °C fue mas efectivo que el secado por liofilizacion para extraer compuestos

fendlicos de la muestra vegetal.

Nuestros resultados con respecto a la mayor cantidad de compuestos detectados
de las muestras secadas al horno se pueden explicar por la separacion inducida por
calor de los polifenoles, originalmente unidos a la matriz de la planta y los
compartimentos subcelulares, produciendo agliconas fendlicas. Al someterse a un
incremento en la temperatura (calor), los compuestos fendlicos unidos a la pared

celular pueden liberarse, acompanado de la inactivacién térmica de enzimas
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degradantes como la polifenol oxidasa. Ademas, se pueden generar nuevos
antioxidantes como productos de la reaccion de Maillard (melanoidinas) resultantes
de la reaccion quimica térmica (Garcia et al., 2021). La reaccion de Maillard es una
reaccion de pardeamiento no enzimatico compleja que ocurre entre azucares
reductores y aminoacidos en presencia de calor, formando melanoidinas con
propiedades antioxidantes. Se ha observado, por ejemplo, al tostar café, los acidos
clorogénicos se incorporan a las melanoidinas, principalmente en forma
condensada, mientras que una porcion menor permanece unida a ésteres. Una
parte de los acidos clorogénicos permanece intacta y su grado de incorporacion

depende del contenido inicial (Lim & Murtijaya, 2007).

Aunque la liofilizacién se ha destacado como uno de los mejores métodos para
conservar los polifenoles, las muestras de vegetales secos (30-120 °C) han
presentado una mayor cantidad de compuestos bioactivos que las muestras
liofilizadas (Liu et al., 2018). Por lo tanto, es necesaria una investigacion exhaustiva
sobre las interacciones unicas entre los compuestos bioactivos y la matriz
alimentaria, ya que las diferentes estructuras biolégicas y caracteristicas
fisicoquimicas afectan definitivamente el rendimiento de los compuestos bioactivos
(Nunes et al., 2016). Ademas, se necesita mas investigacién sobre los mejores
disolventes para extraer los compuestos, ya que no existe un disolvente universal
que ofrezca una extraccion optima de polifenoles (Alara et al., 2021; Boeing et al.,
2014). Investigaciones anteriores han utilizado etanol, metanol, agua y varias
mezclas para extraer compuestos fendlicos sin ninguna tendencia clara en cuanto
a cual es el mejor disolvente para este propésito. Se ha encontrado que los extractos
acuosos son menos puros porque el agua también extrae azucares y proteinas

solubles, entre otros compuestos (Vargas-Madriz et al., 2020).

Los valores reportados en esta investigacion para TPC en extractos acuosos
coinciden con los de otros reportes (Manna et al., 2011; Megala & Geetha, 2010).
En extractos hidroalcohdlicos, los valores de TPC son menores a los reportados por

Rao et al. (2011) pero mayores a los reportados por otros autores (Kubola et al.,
67



2011; Pio-Lednet al., 2013; Suganthi & Josephine, 2018). Por otro lado, los valores
de TFC fueron menores a los reportados para extractos hidroalcohdlicos, lo cual
puede ser atribuible a factores agroclimaticos, maduracion del fruto y lugar de

cosecha (Vargas-Madriz et al., 2020).

P. dulce contiene menor cantidad de TFC que otras plantas silvestres, como
Psidium guajava Linn o Pouteria campechiana (Kubola et al., 2011). Las cantidades
de compuestos identificados usando HPLC-DAD concuerdan con otros reportes
para P. dulce (Vargas-Madriz et al., 2020), pero el proceso de secado afecta
significativamente la cantidad de cada polifenol identificado. Por ejemplo, la
liofilizacion puede resultar en un contenido menor de ciertos polifenoles que los
procedimientos de secado en horno (Silva et al., 2020). Es plausible que durante el
proceso de liofilizacién los derivados conjugados y de alto peso molecular
permanezcan conservados en su forma nativa. La ausencia de acido elagico y
acidos hidroxicinamicos en las muestras liofilizadas, en comparacion con las
muestras secadas en horno, apoyarian esta hipotesis. En el proceso de secado por
liofilizacién, se ha observado que la congelacién lenta puede causar la ruptura de la
pared celular por la formacion de grandes cristales de hielo que se difunden hacia

el exterior (Nowak et al., 2016).

En nuestro estudio, probablemente ocurrié una congelacién rapida, preservando los
cristales de hielo dentro de la pared celular y manteniendo asi intactos los
compuestos fendlicos. Este efecto también puede ser favorecido por el tipo de tejido
vegetal, como lo reportan Nowak et al. (2016), quienes destacaron la influencia de
la integridad del tejido interno del material vegetal en la eficiencia de la liofilizacion
(Bhatta et al., 2020). El secado en horno, por otro lado, facilita la hidrdlisis térmica
de los conjugados, dando lugar a la presencia de compuestos fendlicos como el
acido cafeico y ferulico en sus formas libres. Ademas, es probable que se generen
nuevos compuestos antioxidantes, probablemente debido a la disponibilidad de
precursores fendlicos por interconversion no enzimatica entre moléculas de

compuestos fendlicos (Li et al., 2021), como se mencionoé anteriormente.
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Diversos estudios han demostrado que los compuestos bioactivos derivados de
plantas como el acido galico, catequina, quercetina y epicatequina, pueden ser utiles
en la prevencion o tratamiento de diferentes enfermedades metabdlicas, incluido el
cancer, debido a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y su efecto
regulador en la proliferacion celular y proteccién contra el dafio oxidativo del ADN
(Villota et al., 2022). Existen valiosas oportunidades para la investigaciéon de
productos naturales que contengan compuestos bioactivos con efectos
anticancerigenos y menos efectos secundarios que los tratamientos actuales,
dentro de los cuales los alimentos de origen vegetal y sus extractos son una opcion
viable (Sithara et al., 2017).

En este estudio, el secado por hornoa 40 °C y la extraccion metandlica al 80% (80:20
v/v) presentd la mayor concentracion de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante comparado con la extraccion etandlica y acuosa en los dos métodos
de secado. De igual manera, por medio del secado por horno se detectaron 14
compuestos fendlicos por HPLC-DAD, siendo la catequina, epicatequina,
epigalocatequina-3-O-galato (EGCG), rutina, quercetina, acido galico y acido
ferulico los compuestos mayoritarios. También se identificaron en el arilo de P. dulce
el acido hidroxifenilacético, acido hidroxibenzoico, acido sinapico, acido clorogénico,
acido cafeico y acido p-cumarico. En contraste, el secado por liofilizado se
observaron menores concentraciones y, en varias extracciones (metandlicas,
etandlicas y acuosas), no se detectaron algunos compuestos como el acido elagico,
acido cafeico, acido ferulico y rutina, lo que evidencia que el efecto térmico favorece
la liberacion de los compuestos fendlicos de la matriz vegetal, inactivando enzimas

de oxidacién como la polifenol oxigenasa.

8.2. Analisis proximal del arilo de P. dulcey caracterizacién de la dieta

experimental

El analisis proximal de las muestras analizadas no presenté diferencias
significativas (p <0.05) entre los diferentes tipos de secado. Esto sugiere que ambos

métodos de secado conservan adecuadamente los componentes nutricionales
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basicos en el arilo de P. dulce. Por otro lado, los pellets rehidratados del polvo seco
del arilo; utilizados para el estudio in vivo, presentaron una pequefia disminucion en
el contenido de proteinas y fibra en comparacion con el arilo secado al horno, sin
ser estadisticamente significativo. Esto indica que el proceso para reformular el
pellet a partir de la harina del arilo de P. dulce no compromete el valor nutrimental.
Estos hallazgos no estan comunmente reportados en la literatura cientifica, sin
embargo, estudios actuales han demostrado que algunas leguminosas secadas y
rehidratadas presentan cambios estructurales, debido al dafio en la pared celular,

sin presentar cambios en el perfil nutrimental (Aravindakshan et al., 2021).

La formulacion de la dieta experimental para los grupos 2 (P. dulce) y 3 (AOM/DSS
+ P. dulce) que fue realizada con el pellet del arilo de P. dulce al 10% sobre el
alimento estandar (Nutricubo®), presentd una ligera modificacion en el perfil
nutrimental con relaciéon a la dieta estandar, principalmente en el contenido de
proteina y grasa, asi como un ligero aumento en el contenido de fibra e hidratos de
carbono comparado con la dieta estandar. Sin embargo, la dieta experimental
mantiene los niveles nutricionales adecuados. Otros estudios han demostrado que
la suplementacion de dietas con diferentes plantas representa modificaciones
minimas en los valores nutricionales de la dieta de los animales sin comprometer
los parametros bioquimicos y la salud en general de los animales (Al-Assaff &
Takruri, 2019).

8.3. Efecto quimiopreventivo del arilo de P. dulce sobre lesiones

preneoplasicas de colon

Con relacion al estudio in vivo, la ganancia de peso en los animales de los cuatro
grupos (control, P. dulces, AOM/DSS + P. dulce y AOM/DSS control) se mostré un
aumento sostenido durante las 16 semanas. Esto indica que la administracion del
arilo de P. dulce no provocé efectos adversos como pérdida de peso. Este resultado
es importante, ya que una reduccion de peso podria indicar toxicidad, malabsorcién
o estrés en los animales, lo cual complicaria la interpretacion de los efectos del

tratamiento en las lesiones preneoplasicas (Moreno-Celis et al.,, 2017). Los
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resultados son similares a lo reportado por otros autores donde la ganancia de peso
disminuye las primeras semanas y se regula a las 16 semanas (Kuri-Garcia et al.,
2019b; Moreno-Celis et al., 2017).

En otros estudios realizados en modelos murinos con induccion de carcinogénesis
colorrectal mediante AOM/DSS, se ha reportado una disminucion en el consumo del
alimento posterior a la administracion, atribuida a los efectos antinutricionales y a la
respuesta inflamatoria generada por el modelo (Dzhalilova et al., 2023; Fazio et al.,
2011). En contraste, en nuestro estudio no se muestran este impacto negativo en el
consumo de alimento, lo que sugiere que el arilo de P. dulce no causa un efecto
adverso a nivel gastrointestinal y puede estar atenuando estos efectos negativos
provocados por la administracion del AOM/DSS, los hallazgos podrian explicarse
por los compuestos bioactivos del arilo como la catequina, kaempferol que han
demostrado tener propiedades antiinflamatorias y antioxidante (Afrin et al., 2020;

Jaramillo-Carmona et al., 2014).

En la literatura se menciona que el DSS induce dafio intestinal transitorio, y los
animales suelen adaptarse parcialmente al estrés del tratamiento hacia la 4% o 52
semanas. Este periodo de "adaptacion" podria explicar un rebote en el consumo de
alimento en el grupo AOM/DSS Control, esto debido probablemente a la inflamacién
por el DSS que puede estar provocando incremento en las demandas energéticas,
disminucién en la motilidad intestinal y en la absorcion de nutrimentos. Los
resultados son similares a lo reportado por Kuri-Garcia et al. (2019b) donde el
consumo de alimento tiende a estabilizarse a medida que avanza el tiempo, lo cual
podria interpretarse como una adaptacién al tratamiento o una resolucion del estrés
inicial del modelo murino AOM/DSS.

Diferentes estudios han demostrado que los modelos murinos administrados con
AOM/DSS provocan diarrea y pérdida de agua corporal, lo que podria explicar el
aumento de consumo de agua de bebida en esos estudios (Al-Assaff & Takruri,
2019). En nuestro estudio, los grupos AOM/DSS + P. dulce y AOM/DSS Control
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mostraron una disminucion aunque no significativa en el consumo de agua, posterior
a la administracion del AOM/DSS; sin embargo, en las semanas subsecuentes el
consumo de agua se estabilizd y se mantuvo comparable con el grupo control. Esto
podria atribuirse al dafo intestinal provocando alteraciones en la motilidad o
absorcién de liquidos afectando la sensacion de sed. La administracion del
AOM/DSS puede haber inducido una inflamacién menos severa, resultando en una
menor pérdida de liquidos y, por ende, una menor necesidad de compensacion
hidrica (Sun et al., 2023).

En el presente estudio, el modelo murino inducido por AOM/DSS mostré una
disminucién significativa en el peso del higado, esto puede estar asociado a
procesos inflamatorios sistémicos y estrés oxidativo generado por estos reactivos,
por lo cual esto puede alterar el metabolismo hepatico y afectar la sintesis de
glucégeno, lo que lleva a una reduccion en el peso del higado (Sewduth &
Georgelou, 2024). Esta reduccion podria estar asociada con el desarrollo de
esteatosis o dafo hepaticos inducido por el modelo, como se ha reportado
previamente en estudios relacionados (Kuri-Garcia et al., 2019a). Ademas,
diferentes estudios han observado que el modelo inducido por AOM/DSS genera
dislipidemia y niveles de glucosa elevados debido a inflamacion sistémica y dafio
hepatico (Al-Assaff & Takruri, 2019; Kuri-Garcia et al., 2019a). Esto concuerda con
los resultados observados en el presente estudio. Investigaciones previas han
demostrado que compuestos bioactivos como los presentes en el arilo de P. dulce,
principalmente la catequina, epicatequina, quercetina, rutin y acido galico, pueden
mejorar la homeostasis metabdlica y lipidica al reducir el estrés oxidativo y la

inflamacion (Murugesan et al., 2019).

Los resultados bioquimicos observados en nuestro estudio son comparables a lo
reportado en otros trabajos donde se menciona que el modelo inducido con
AOM/DSS provoca danos a nivel renal (Ranganathan et al., 2013). En nuestro
estudio, los grupos tratados con AOM/DSS y AOM/DSS + P. dulce presentaron

concentraciones elevadas en los niveles de urea y BUN (Tabla 11). Esto indica que
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el consumo sostenido del arilo de P. dulce no logré disminuir de manera significativa
el dafo renal en este modelo. En la literatura se ha demostrado que los compuestos
fendlicos presentes en el arilo de P. dulce como la catequina, epicatequina,
quercetina y acido galico tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, sin
embargo, estos resultados sugieren que la sinergia de los compuestos fendlicos, en
la dosis administrada, no es suficiente para revertir el dafio renal causado por el
estrés metabdlico y los procesos inflamatorios asociados a este modelo (Dhanisha
et al., 2022a; Murugesan et al., 2019).

Por otro lado, los resultados observados en este estudio a nivel hepatico muestran
un patrén similar al descrito por Kuri-Garcia et al. (2019b) donde destacan que el
modelo murino administrado con AOM/DSS provoca dafio hepatico significativo
debido a la inflamacidn sistémica, dano oxidativo y estrés metabdlico. Este dafio se
refleja en alteraciones en FA 'y TGO/AST (Tabla 11), como se observa en los datos
del grupo AOM/DSS Control. Los compuestos fendlicos como antioxidantes son
capaces de mitigar el dafio hepatico al neutralizar especies reactivas de oxigeno y
modular la inflamacién. Esto se alinea con los efectos protectores observados en el
grupo tratado con AOM/DSS + P. dulce. Los compuestos fendlicos y antioxidantes
del arilo de P. dulce podrian tener un impacto positivo en la modulacién de la
inflamacion y el estrés oxidativo al neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS)
y modular vias inflamatorias a través de la activacion de Nrf2 y la inhibicion de NF-
kKB (Afrin et al., 2020; Chairez-Ramirez et al., 2021).

Adicionalmente, los estudios realizados por Servais et al. (2018) y Kuri-Garcia et al.
(2019b) han demostrado que extractos ricos en flavonoides pueden atenuar la
leucocitosis y trombocitosis que se ha destacado como respuesta inflamatoria
cronica en modelos inducidos por AOM/DSS, estos resultados concuerdan con lo
observado en este estudio al tener una ligera reduccion en el conteo de leucocitos
en el grupo AOM/DSS + P. dulce, mientras que los valores de plaquetas se
mantuvieron sin cambios significativos. Estos hallazgos sugieren que, aunque el

efecto a nivel renal no fue significativo, los compuestos del arilo de P. dulce como
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la catequina, epicatequina, quercetina y acido galico podrian estar participando en
la modulacién sistematica, principalmente a nivel de higado y en los parametros
hematoldgicos, favoreciendo un ambiente menos proinflamatorio que contribuye a

una menor severidad histologica observada en colon.

Los resultados reportados en los analisis histopatologicos de riiidn, colon e higado
en el grupo AOM/DSS control y AOM/DSS + arilo de P. dulce mostraron algunas
alteraciones. En el grupo AOM/DSS control, se encontré esteatosis hepatica,
hiperplasia de conductos biliares y expansion estromal fibrosa, pero sin presentar
evidencias de necrosis. Estos resultados son similares a los reportados por otros
autores donde observan dano hepatotéxico inducido por carcinégenos como el
AOM (Sewduth & Georgelou, 2024). A nivel renal también se observo dilatacion
tubular, con tubulos agrandados e irregulares, lo cual también esta previamente
reportado en otros estudios como un efecto de la administracion de DSS en este
modelo animal (Chang et al., 2019). El colon fue el 6rgano con mas dafio
presentando una disminucion de la altura epitelial pérdida de células caliciformes,
alteracion en la arquitectura cripta-lumen y nucleos hipercromaticos. Estos dafios
presentados a nivel de colon han sido reportados también en este tipo de animales
al administrar el AOM/DSS el cual provoca una colitis y procesos proinflamatorios
(Sewduth & Georgelou, 2024).

Por otro lado, el grupo AOM/DSS + arilo de P. dulce, mediante el analisis
histopatoldgico, se presentaron notables dafios en higado, riidn y colon, pero no
tan agraviantes con el grupo AOM/DSS control. En el grupo AOM/DSS + arilo de P.
dulce, a nivel de higado se detectd citomegalocitosis y degeneracion glucogénica
leve en los roedores, asi como hepatitis perilobulillar, sin presentar necrosis o
fibrosis, ademas, el parénquima hepatico se mantuvo integro. El andlisis
histopatolégico en el mismo grupo AOM/DSS + arilo P. dulce a nivel renal se
observd congestion glomerular, pero sin presentar dafio en la membrana basal o
proliferacion mesanginal. Estos hallazgos sugieren que los compuestos bioactivos

del arilo de P. dulce podrian estar atenuando el dafo provocado por la
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administracién de AOM/DSS en el modelo murino. Algunos compuestos fendlicos
como la catequina, acido galico, acido elagico y quercetina han demostrado tener
efectos hepatoprotectores, nefroprotectores asi como propiedades antiinflamatorias

y antioxidantes (Murugesan et al., 2019).

El mecanismo de accion de estos compuestos depende de su estructura quimica,
por ejemplo, la catequina y epicatequina mediante sus grupos hidroxilos pueden
atenuar las especies reactivas de oxigeno (ROS) al donar sus electrones, esto
activa la via de antioxidantes dependiente de Nrf2, lo que provoca una activacion
de enzimas enddégenas como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPx) (Afrin et al., 2020; Alam et al., 2018). Por otro lado, la
quercetina debido a su estructura quimica, esta inhibe la activacién del factor
nuclear NF-kB lo que provoca una regulacion negativa en citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1B e IL-6, esto permite disminuir el dano tisular provocado por la
inflamacion crénica (Lyubitelev & Studitsky, 2023; Maugeri et al., 2023) El acido
galico y acido elagico han demostrado en otros estudios mantener la estructura
funcional de las membranas celulares y érganos, asi como regular la expresiéon de
genes relacionados con el equilibrio redox (Silva-Pinto et al., 2025). Estos
mecanismos de accion de los compuestos fendlicos reportados en el arilo de P.
dulce coinciden con lo observado en el presente estudio, donde el grupo tratado con

AOM/DSS + P. dulce presenta menor alteraciones histopatolégicas.

Diversos estudios han demostrado que los compuestos fendlicos como los
reportados en el arilo de P. dulce pueden interferir en etapas tempranas del cancer
de colon al disminuir el dafno tisular y la pérdida de células calciformes (Kuri-Garcia
et al., 2019a; Kuri-Garcia et al., 2019b; Rosa et al., 2016). Estos hallazgos proponen

que el arilo puede ser un coadyuvante dietario quimiopreventivo.

Los cambios histolégicos observados en el presente estudio se deben
probablemente a la accién de los compuestos fendlicos mayoritarios que se

reportaron en el arilo de P. dulce. Se ha demostrado que la catequina y epicatequina
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tienen propiedades para quelar hierro/cobre y reducir la propagacion de radicales,
protegiendo de esta manera las membranas del higado vy rifién (Afrin et al., 2020;
Lyubitelev & Studitsky, 2023).

Por otro, la EGCG esta asociado a la activacién de Nrf2, elevando enzimas
antioxidantes enddgenas y de esta manera atenuar la accion oxidativa, ademas se
relaciona con la inhibicion de COX-2/iNOS, y la reduccion de PGE2 en colon,
regulando asi los procesos proinflamatorios a nivel local (Afrin et al., 2020; Alam et
al., 2018; Lyubitelev & Studitsky, 2023). La quercetina y el acido elagico podrian
estar inhibiendo a NF-kB, y reducir asi la accién de TNF-a, IL-1B e IL-6 (Lyubitelev
& Studitsky, 2023; Maugeri et al., 2023). En general la sinergia de estos compuestos
podria estar explicando el efecto antiinflamatorio y el mantenimiento de la integridad
tisular relativa que se observo en rindn, higado y colon en el grupo AOM/DSS + P.
dulce comparado con el grupo AOM/DSS control. Estos efectos se pueden observar
a nivel molecular, con el aumento de p53 que promueve el arresto del ciclo celular
y la muerte por apoptosis, también la disminucion de KRAS, que esta relacionado a
la inhibicion de vias proliferativas como MAPK/ERK y PI3K/AKT, limitando asi la
progresion de lesiones preneoplasicas en colon (Meng et al., 2021; Tang et al.,
2021; Teixeira-Guedes et al., 2019).

8.3.1. Relacion dosis-respuesta y biomarcadores mecanisticos

En los resultados de este estudio, se observd que el arilo de P. dulce presento
efectos quimiopreventivos en el modelo murino tratado con AOM/DSS. Sin
embargo, al evaluar solo la dosis administrada (10%) del arilo de P. dulce puede
delimitar el umbral minimo efectivo y descarta respuestas bifasicas de los
compuestos fendlicos (Cid-Gallegos et al., 2023). El estudio realizado por
Tajasuwan et al. (2022) demostraron que la pulpa de arroz desgrasada (defatted
rice bran) en diferentes dosis disminuy6 el numero de focos de criptas aberrantes,
asi como marcadores inflamatorios como NF-kB, COX-2 e IL-6 en el modelo

AOM/DSS, presentando mejores efectos protectores en dosis mas elevadas. En
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futuras investigaciones se recomienda incorporar tres niveles de dosis (0.5%, 1x y
2x de la dosis actual) en este modelo y asi realizar correlaciones con el
numero/tamarno de focos de criptas aberrantes y el puntaje histolégico con procesos
mecanisticos: activacion de Nrf2 (HO-1, NQO1, GCLC) e inhibicién de NF-kB (p65,
COX-2, TNF-a). Esto garantizara de manera cuantitativa analizar el efecto del arilo
de P. dulce sobre células dianas biologicas clave en carcinogénesis colorrectal y

fortalecera los posibles efectos quimiopreventivos del arilo de P. dulce.

8.4. Efectos del extracto de P. dulce en la actividad celular y expresién
génica

Con relacién al estudio in vitro, el extracto metandlico (80:20 v/v) del arilo de P. dulce
demostrd efectos antiproliferativos en células SW480 (ATCC CCL-228), con una
CLso de 13,76 mg/mL, mediante el ensayo de MTT tras 24 horas de exposicién a
concentraciones de 1, 5, 10, 15, 30, 50, y 100 mg/mL. Este valor puede considerarse
alto en comparacion con estudios previos donde las concentraciones de Clso se
manejan en ug/mL. Dhanisha et al. (2022b) observaron efectos citotéxicos utilizando
un extracto de metanol/agua al 50% de arilo de P. dulce en lineas celulares A549 y
B16F10 (adenocarcinoma epitelial basal alveolar). Sus resultados mostraron
valores de Clso de 119 y 114 pg/mL, concentraciones inferiores a las reportadas en
el presente estudio. En otro estudio utilizando el mismo extracto, estos autores
observaron citotoxicidad en células DLA (células asciticas del linfoma de Dalton)
con valores de Clso de 50, 100 y 250 ug/mL (Dhanisha et al., 2022b). Otros estudios
han reportado los efectos citotdéxicos y antiproliferativos de diferentes partes del
arbol de P. dulce. Por ejemplo, Alhamed et al. (2023) determinaron los efectos
citotoxicos de la semilla de P. dulce usando un extracto metandlico al 80% v /v en
la linea celular de cancer de colon Lovo (células epiteliales). Su estudio encontro
que 3 pg/mL del extracto de semilla redujeron la viabilidad de las células Lovo en
un 50% (ICso). Por otro lado, Sharma (2016) us6 un extracto acuoso de hojas de P.
dulce en células MCF-7 (carcinoma de mama humano), demostrando un efecto

citotoxico dependiente de la dosis con una concentracién ICso de 400 pug/mL.
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Estos estudios indican que el efecto antiproliferativo de los extractos de P. dulce
varia entre diferentes lineas celulares, lo que puede deberse a la susceptibilidad de
las lineas celulares a los compuestos bioactivos en los extractos de P. dulce (Rao
et al., 2019). Por otra parte, la CLso obtenida en esta investigacion no invalida la
efectividad observada; la variabilidad en las métricas podria explicarse por los
diferentes objetivos evaluados en los estudios (inhibicidn vs. letalidad), los métodos
experimentales, la concentracibn de compuestos bioactivos presentes en el
extracto, o incluso las caracteristicas especificas de las lineas celulares utilizadas
(Rao et al., 2019; Vargas-Madriz et al., 2023b).

La diferencia entre ICso y CLso es crucial para interpretar los resultados de este
estudio. En el caso de la ICso (Inhibitory Concentration 50, por sus siglas en ingles),
se refiere a la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la actividad biolégica
(proliferacién de células tumorales o actividad enzimatica), por otro lado, la CLs,
(Concentracién letal 50) es la concentracion letal para el 50% de las células, indica
toxicidad en general. El indice de selectividad (S| = IC5¢/CLso) €s un valor
determinante para estimar el potencial terapéutico de los compuestos. Cuando el Si
es cercano a 1, esto indica que el extracto posee alta toxicidad y no tiene un efecto
terapéutico, por otra parte, un Sl > 10 indica que el extracto tiene actividad bioldgica
especifica y no provoca toxicidad en células normales. En el presente estudio el
valor de CLso del extracto del arilo relativamente alto, menciona que bajo en
toxicidad, por lo tanto, los resultados respaldan que el extracto puede funcionar
como un potencial agente quimiopreventivo, lo que puede ser una ventaja para
aplicaciones terapéuticas en las que se busca un efecto mas selectivo sobre las
células cancerosas y potencialmente minimizar los efectos adversos sobre las
células sanas (Vargas-Madriz et al., 2023b). Sin embargo, se deben de realizar mas
estudios para demostrar efectos apoptéticos en estas lineas celulares (Sharma,
2016).

La inhibiciéon observada del crecimiento celular en células SW480 causada por los

efectos citotoxicos del extracto de arilo de P. dulce puede deberse a uno o mas
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componentes bioactivos de esta planta como la catequina, epicatequina, quercetina
y acido elagico que fueron identificados en el perfil fendlico del arilo. Estos
compuestos fendlicos han demostrado tener efectos de modulacion en rutas
moleculares relacionadas a la apoptosis, arresto del ciclo celular y la regulacion del
estrés oxidativo, principal caracteristica en los diferentes modelos de cancer
colorrectal (Afrin et al., 2020; Silva-Pinto et al., 2025). Se ha observado que la
quercetina inhibe la activacion del factor nuclear NF-kB, y por consiguiente
disminuye la accion de las citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-18 e IL-6)
promoviendo asi la apoptosis con la activaciéon de las caspasas 3 y 9 (Zhang et al.,
2015). En otros estudios se ha observado que la catequina y epicatequina
promueven el arresto celular en las fases G1 y G2/M (Tsouh Fokou et al., 2025).
Por otra parte, el acido elagico y galico induce el arresto celular en la fase G1
mediante la modulacién de p21y p53, ademas de regular las vias MAPK y PISK/AKT
(Sanchez-Martin et al., 2022). La accion sinérgica de estos compuestos sugiere que
el extracto del arilo de P. dulce podria estar ejerciendo una modulaciéon en el

ambiente tumoral e inhibir el crecimiento celular.

Ademas de los efectos citotoxicos, es importante comprender el tipo de muerte
celular que puede inducir el extracto de P. dulce y los mecanismos que conducen a
este tipo de muerte celular. Como es bien sabido, la apoptosis es un mecanismo de
muerte celular controlada que evita la proliferacion celular descontrolada (Sithara et
al., 2017). Durante la carcinogénesis de colon, las células transformadas proliferan
de forma descontrolada, por lo que los extractos o compuestos capaces de activar
la muerte celular via apoptosis se consideran agentes anticancerigenos en la terapia
del cancer de colon (Sithara et al., 2017). En nuestro estudio, las concentraciones
LCs del extracto metandlico de P. dulce resultaron en significativamente mas células
experimentando apoptosis total que el control. Estos resultados son similares a los
reportados por Dhanisha et al. (2022a), donde el extracto metandlico de arilo de P.
dulce causo dano a nivel de la membrana celular en células DLA, conduciendo a la

fragmentacién del ADN y apoptosis.
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En este estudio, los autores analizaron los efectos del extracto de P. dulce en las
fases del ciclo celular, mostrando un aumento en la fase GO/G1. En los mamiferos,
las células sanas estan controladas por varios complejos proteicos formados por
ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas. Las células sanas deben pasar por las
fases G1, S, G2 y M a través de un mecanismo controlado para generar dos nuevas
células. Sin embargo, en el caso del cancer colon, las células malignas proliferan
sin este control (Migkovi¢ Spoljari¢ et al., 2023). Se ha observado que algunos
compuestos fendlicos pueden intervenir en la regulacion del ciclo celular en células
de cancer de colon. Por ejemplo, se ha demostrado que el acido cafeico tiene
propiedades anticancerigenas en células SW480, deteniendo el ciclo celular en la
fase GO/G1 (Rosa et al., 2016).

Ademas, se ha demostrado que el acido cafeico tiene efectos antiproliferativos en
células de cancer de colon HT-29 y HCT-15, con el efecto propuesto posiblemente
mediado por compuestos fendlicos presentes, que causan un arresto del ciclo
celular en la fase sub-G1, asi como dafio a nivel de la membrana celular a través
de la generacion de ROS, activando asi p53, regulando positivamente Bax y
regulando negativamente Blc2 (Jaganathan, 2012). En otro estudio, el acido galico
demostrd efectos antiproliferativos en células SW480, y sus efectos se analizaron
en diferentes fases del ciclo celular, causando un arresto del ciclo celular en las
fases S y G2/M, posiblemente debido a alteraciones en la replicaciéon del ADN
(Sanchez-Martin et al., 2022). Ademas, se ha demostrado que la epigalocatequina
inhibe la actividad de las quinasas dependientes de ciclina p27 y p21 (Miskovic
Spoljarié et al., 2023). Se ha demostrado que otro compuesto fendlico identificado
en el arilo de P. dulce, la rutina, tiene efectos citotoxicos en las células SW480 y
mejora el metabolismo en estas células al detener el ciclo celular en la fase G1, lo

que conduce a la apoptosis (Nouri et al., 2020).

En el presente estudio, se observé un aumento significativo en la expresion de Tp53
y una disminucion en la expresion de KRAS, dos genes antagonicos que realizan

las funciones de apoptosis y proliferacion celular, respectivamente (Wang et al.,
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2022). Tp53 es un gen supresor de tumores (que codifica la proteina p53) que se
encuentra en estado activo y esta relacionado con la apoptosis y el arresto del ciclo

celular cuando se detecta dafo en el ADN (Sheikhnia et al., 2023).

El gen diana p21 es un miembro de los inhibidores de quinasas dependientes de
ciclina (reguladores del ciclo celular). Se encuentra aguas abajo de p53 y participa
en el arresto celular de las fases G1, S y G2/M inducidas por p53 y otros genes (Li
et al., 2019). Durante el cancer de colon, la proteina p53 suele estar suprimida, lo
que conduce a una reduccidon en la transcripcion de genes que promueven la
apoptosis, permitiendo la proliferacion descontrolada de células cancerosas (Peng
et al., 2023; Rao et al., 2019; Sheikhnia et al., 2023).

En nuestro estudio, el incremento en la expresion de Tp53 puede deberse a los
compuestos bioactivos presentes en el extracto de P. dulce. Esto sugiere que los
compuestos fendlicos podrian estar reactivando la funcion de p53, promoviendo la
detencidn del ciclo celular en la fase G1 e induciendo muerte celular programada
(Chairez-Ramirez et al., 2021). Otros estudios han observado que algunos
compuestos fendlicos como la quercetina, acido ferulico, acido cafeico, (-)-
Epigalocatequina-3-O-galato; encontrados en el arilo de P. dulce, regulan
positivamente las proteinas p53, p21 y p27. Esto puede ocurrir por el aumento de la
acetilacion o fosforilacion de p53, lo que provoca la detencién del ciclo celular
GO0/G1, mejora su estabilizacién y unién al ADN e induce apoptosis; esto en
diferentes tipos de lineas celulares de cancer como ME180, CRPC, HaCaT
(Anantharaju et al.,, 2016; Chairez-Ramirez et al., 2021). Nuestros resultados
coinciden con los reportados por Dhanisha et al. (2022a), quienes demostraron que
el extracto metandlico del arilo de P. dulce indujo apoptosis en células DLA (Dalton’s
lymphoma ascites) mediante el aumento de la expresion de p53, de caspasas 3 y
9, y la regulacién negativa de Bcl-2 y Bcl-XL, asi como la inhibicion de NF-kB y
citocinas proinflamatorias. En su estudio, las concentraciones fueron de 50, 100 y
250 ug/mL, siendo este ultima concentracion la que presentdé mayor actividad

proapoptoética a las 24 horas. Aunque en nuestro estudio con células SW480 se
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utilizaron concentraciones mas elevadas (1 a 100 mg/mL), se observé un patron
consistente en la inhibicion del crecimiento celular y la induccién de apoptosis, esto
evidencia que los compuestos fendlicos reportados en el arilo como catequina,
epicatequina, quercetina, acido galico y acido elagico podrian estar modulando las
vias similares. Por lo tanto, esto podria indicar que el extracto de P. dulce ejerce un
efecto anticancerigeno a nivel in vitro, evidenciado en lineas celulares
transformadas SW480.

El gen APC es otra proteina supresora de tumores que esta mutada en el cancer de
colon. La mutacion de esta proteina impide la degradacién de 3-catenina, activando
asi la via Wnt, que inhibe las enzimas implicadas en la apoptosis, como la caspasa
3, la caspasa 9 y el citocromo c, o que permite que las células malignas evadan la
apoptosis y provoquen la progresion del cancer de colon (Ismail et al., 2019). Sin
embargo, en el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas en la

expresion de APC y B-catenina.

KRAS, por su parte, es un oncogén que regula el crecimiento y diferenciacion
celular. En estado inactivo, puede unirse a GDP (guanosin difosfato), y en estado
activo, puede unirse a GTP (guanosin trifosfato). En condiciones normales, ambos
estados se alternan (Meng et al., 2021). Sin embargo, KRAS se encuentra
frecuentemente mutado en el cancer de colon, provocando que la proteina
permanezca en estado activo sin poder ser inactivada. Esto conlleva a la activacion
de vias de sefializacién descendentes de KRAS que promueven la proliferacion y
supervivencia celular, como la via MAPK/ERK vy la via PISK/AKT (Sheikhnia et al.,
2023; Teixeira-Guedes et al., 2019; Vargas-Madriz et al., 2023b). En consecuencia,
se produce crecimiento, proliferacidon y supervivencia celular con resistencia a la
apoptosis. En el presente estudio, este oncogén presenta una disminucién
significativa en su expresion tras el tratamiento con extracto de P. dulce. Esta
disminucién podria estar relacionada con una reduccion en la activaciéon de ERK'y

AKT, lo que provoca el arresto del ciclo celular y muerte por apoptosis (Anantharaju
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et al., 2016). Esto sugiere que el extracto de P. dulce puede tener un impacto en la

regulacion de sefiales que promueven la progresion del cancer de colon.

La disminucion de KRAS en el presente estudio podria deberse a la presencia de
algunos compuestos fendlicos encontrados en el extracto de P. dulce, como la
quercetina, ya que se ha demostrado que este flavonoide reduce la expresion de
KRAS, particularmente en lineas celulares con mutaciones en este oncogén, como
es el caso de las células SW480 (Maugeri et al., 2023; Teixeira-Guedes et al., 2019).
En otros estudios, se ha observado que la epicatequina actuia como un potente
modulador de la via MAPK/ERK y la via PI3K/AKT al inhibir la activacion de estas
vias durante mutaciones oncoldgicas (Chairez-Ramirez et al., 2021). Ademas,
Maugeri et al. (2023) mencionaron que la quercetina induce apoptosis en lineas
celulares DLD-1, COLO205, HT29 y WIDR al inhibir AKT y activar JNK. Esta ultima
proteina contribuye a la regulacion positiva de proteinas proapoptéticas como Bax
y caspasa-3 y a la regulacién negativa de Bcl-2, favoreciendo la apoptosis (Chairez-
Ramirez et al., 2021). La rutina, otro flavonoide presente en el extracto, juega un
papel clave en la modulacion de las vias de sefializacion intracelular (proliferacion
y muerte celular). Se ha demostrado que este flavonoide influye significativamente
en la sefalizacion de MAPK al reducir los receptores de muerte 4 y 5 (DR4/DR5),
asi como las proteinas AKT, ERK y NF-kB, tanto en estudios in vitro como in vivo
(Vargas-Madriz et al., 2023b). También se ha demostrado que EGCG inhibe la
proliferacion celular inducida por KRAS en las células epiteliales intestinales,
ademas de bloquear la transicion del ciclo celular en |la fase G1 a través de la
inhibicion de la expresién de ciclina D1 (Chairez-Ramirez et al., 2021). Esto sugiere
que los compuestos bioactivos del extracto de P. dulce pueden disminuir las sefiales

que favorecen la proliferacion y supervivencia celular en las células cancerosas.

En este estudio se determind la CLso y no la Clso, por lo tanto, nuestros valores
(mg/mL) no se pueden comparar directamente con las concentraciones Clso
(ug/mL). La diferencia metodoldgica y la linea celular utilizada en este estudio

explica la disparidad de magnitudes, sin embargo, la inhibiciéon del crecimiento y la
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muerte celular por apoptosis proporcionan un efecto antiproliferativo del extracto

metandlico del arilo de P. dulce en células SW480.

El perfil fendlico del arilo de P. dulce concuerda con los efectos observados a nivel
celular. La catequina y epicatequina se han relacionado con arresto del ciclo celular
(G1y G2/M)y la muerte celular por apoptosis, la quercetina puede estar modulando
NF-kB, reduciendo TNF-a, IL-1 e IL-6 y activando caspasas, mientras que el acido
galico protege las membranas celulares y regula el balance redox (Al-Khayri et al.,
2022; Hadidi et al., 2024; Pandey et al., 2025). Ahora bien, el efecto sinérgico de los
compuestos reportados en el arilo de P. dulce puede estar relacionado con la
modulacién de rutas como Nrf2/Keap1 y NF-kB/PI3K/AKT, lo que se alinea con el
aumento de p53 y disminucion de KRAS, efecto observado en el presente estudio.
Estos mecanismos de acciones son coherentes con la atenuacion de la inflamacion
y el estrés oxidativo en tejidos periféricos, como se observé en el estudio
histopatoldgico en la reduccion del dafo a nivel de colon en el grupo AOM/DSS +
P. dulce.

8.5. Implicaciones terapéuticas y perspectivas futuras

En general, los resultados sugieren que el extracto metandlico de P. dulce no solo
ejerce un efecto citotoxico, sino que, debido a sus compuestos fitoquimicos
reportados, incluyendo catequina, epicatequina, quercetina, acido galico, acido
elagico, acido clorogénico, acido cafeico, rutina, acido sinapico y la EGCG activan
mecanismos de muerte celular programada (apoptosis) y arresto celular para
detener la proliferacion celular en el cancer de colon, exhibiendo asi efectos
anticancerigenos y proapoptéticos. Estos compuestos han demostrado modular
diferentes vias involucradas en la supervivencia celular, por ejemplo, la quercetina
y el acido elagico que participan en la regulacion negativa de NF-kB y disminuye la
expresion de citocinas proinflamatorias. La catequina, epicatequina y EGCG activan
la via antioxidante dependiente de Nrf2, aumentado los antioxidantes enddgenos
(SOD, CAT y GPx); mientras que el acido clorogénico y el acido cafeico se ha

relacionado con la modulacion de las vias MAPK y PISK/AKT. El perfil fendlico del
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arilo de P. dulce compuesto principalmente por sus compuestos mayoritario como
catequina, epicatequina, EGCG, quercetina y acido galico, muestra un potencial
efecto quimiopreventivo al interferir en procesos iniciadores (oxidacion/inflamacion)

y promotores (proliferacién y bloqueo de apoptosis) en la carcinogénesis colorrectal.

Relevancia traslacional. Estudios realizados en humanos y ensayos dietarios
mencionan que el consumo de compuestos fendlicos esta relacionado con una
menor incidencia de cancer de colon, asi como la mejoria de biomarcadores de
inflamacion y estrés oxidativo (Fike et al., 2022; Lépez-Gémez & Uranga, 2024). Sin
embargo, para valorar la aplicabilidad dietaria en humanos se debe de estimar la
dosis equivalente humana (HED) a partir de la dosis efectiva en roedores,
posteriormente ajustarla a la superficie corporal considerando los margenes de
seguridad (NOAEL), por otro lado, también se debe de tomar en cuenta que la
biodisponibilidad de los compuestos fendlicos sufren glucoronidaciones vy
sulfataciones asi como metabolismo colénico que genera metabolitos secundarios
potencialmente activos en el epitelio del colon (Di Lorenzo et al., 2021; Scott et al.,
2022). Como ya se ha mencionado con anterioridad, la evidencia clinica muestra
propiedades de modulacion de biomarcadores inflamatorios y oxidativos, sin
embargo, esto puede variar por varios factores como la matriz alimentaria, dosis y
tiempo de exposicidn. En futuros trabajos se requiere integrar la estimacion de HED,
asi como estudios de curva dosis-respuesta e integracion PK/PD (niveles
plasmaticos y fecales de metabolitos fendlicos) para definir las dosis dietarias

equivalentes con potencial efecto quimiopreventivo.

Algunas limitaciones en este estudio es el tamafo de la muestra (n=6/grupo) y la
ausencia de un control positivo farmacolégico, esto limita la estadistica y la
comparacion externa. Por otro lado, debido a la naturaleza del estudio, no se evalué
la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos. Aunque se
identificaron algunos compuestos fendlicos mediante HPLC-DAD, es necesario
realizar una identificacion con mayor precision para determinar los perfiles de
metabolitos fendlicos glucurdnidos/sulfatos, por lo tanto, con los datos obtenidos en
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este estudio la traslacién de dosis para humanos no se puede proporcionar con
exactitud. En futuros estudios se recomienda incorporar biomarcadores de estrés
oxidativo (MDA, 8-OHdG), citocinas y metabolomica para mapear dianas y vias con

mayor precision.
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IX. CONCLUSION

En el presente estudio, el arilo de P. dulce secado por horno a 40 °C y la extraccion
metandlica al 80% (80:20 v/v) presentdé una mayor cantidad de compuestos
polifendlicos y capacidad antioxidante en comparacion con las extracciones

acuosas Yy etandlicas mediante los dos métodos de secado.

Mediante el analisis de HPLC-DAD, se detectaron 14 compuestos polifendlicos en
la muestra secada al horno, siendo la catequina, epicatequina, epigalocatequina-3-
O-galato (EGCG), rutina, quercetina, acido galico y acido ferulico los mayoritarios.
También se detectaron otros compuestos como el acido hidroxifenilacético, acido
hidroxibenzoico, acido sinapico, acido clorogénico, acido cafeico y acido p-
cumarico. Por otra parte, en el secado por liofilizado mostré una reduccion en la
concentracion los compuestos fendlicos comparado con el secado por horno,
incluso en algunas extracciones los compuestos como el acido elagico, cafeico,
ferulico y rutina no se detectaron mediante este método de secado. El perfil fendlico
reportado en el arilo de P. dulce presenta actividad moduladora en vias
proinflamtorias (NF-kB, PI3K/AKT y MAPK), lo que sugiere un efecto antiinflamatorio

y anticancerigeno.

En el estudio in vivo, que fue realizado con un modelo murino de lesiones
premalignas de colon inducidas por AOM/DSS, no se detectaron cambios
significativos en las variables de ganancia de peso, consumo de agua, consumo de
alimentos o los marcadores bioquimicos entre los diferentes grupos. Sin embargo,
el grupo tratado con el AOM/DSS + P. dulce mostré ligera disminucion en el dano
histolégico en rifidn, higado y colon, presentando menor grado de inflamacion y

lesiones menos severas comparado con el grupo tratado con AOM/DSS.

Con relacién al estudio in vitro, el extracto metandlico al 80% del arilo de P. dulce
demostrd efectos anticancerigenos y citotéxicos en las células SW480. Dentro de

los hallazgos, se observo la detencidn del ciclo celular, aumento en la expresion de
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p53 y la disminucion de KRAS, provocando muerte celular por apoptosis y posible

actuacion en vias criticas de la carcinogénesis colorrectal.

No obstante, existieron limitaciones en este estudio como el uso unico de un modelo
murino y la falta de evaluaciones farmacocinéticas para determinar Ila
biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos en el organismo. Ademas, se
necesita mas evidencia sobre ensayos clinicos en humanos para confirmar la
eficacia y con ello proporcionar mas informacion sobre los mecanismos de accién
que efectua la sinergia de los compuestos del arilo de P. dulce. Futuros trabajos
deberan incluir enfoques integros de metabolémica y transcriptomica, para
comprender la sinergia de los compuestos y de esta manera generar estrategias

preventivas ante lesiones preneoplasicas y cancer de colon.
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Xl. ANEXOS.

Tabla A1. Parametros analiticos de los patrones de compuestos fendlicos utilizados en el
analisis HPLC-DAD.

N . Peso molecular Referencia del Grado de
ombre del estandar
(g/mol) producto pureza
Acidos fenélicos
Acido elagico 302.19 E2250 >95.0 %
" Ac.ido 4- . 138.12 240141 >99.0 %
idroxibenzoico
Acido galico 188.13 27645 > 98.50 %
Acido clorogénico 354.31 C3878 >95.0 %
Acido cafeico 180.16 C0625 >98.0 %
Acido p-cumarico 164.16 C9008 >08.0 %
Acido ferulico 194.18 W518301 >99.0 %
_ Apidq 4-’ . 152.15 H50004 >98.0 %
hidroxifenilacético
Flavonoides
(+)-Catequina 290.27 C1251 > 98.0 %
(-)-Epicatequina 290.27 E4018 > 98.0 %
(-)-Epigalocatequina-3- 458.37 E4143 >95 %
O-galato
Rutina 610.52 R5143 >94 %
Quercetina 302.24 Q4951 >95 %
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Tabla A2. Parametros analiticos de los estandares de compuestos fendlicos utilizados en
el analisis HPLC-DAD

Longitud de Rando de Coeficiente
Nombre del onda de TR | angs de Ecuacion LOD LOQ
. o, . . linealidad ..
estandar deteccion (min) (mg/mL) correlacion calculada (mg/mL) (mg/mL)
(nm) (R3)
Acido Fendlicos
Acido elagico 280 334  0-100 0.982 y:+13'59§10" 001 056
Acido 4- y: 2.441x +
Lgpadod- 280 1234  0-100 0.990 2T 022 098
Acido galico 280 749  0-100 0999 VAT 016 052
Acido clorogénico 280 10.57  0-100 0999 V009X 041 038
Acido cafeico 280 11.82  0-100 0999 Vo093 o414 038
] y:
Acido p-cumarico 280 1442  0-100 0.999  129.146x+ 061  2.04
60.01
Acido ferdlico 280 1534  0-100 0999 V'O 031 103
Acido 4- y: 5.3642x
hidroxifenilacético 280 9.88 0-100 0.999 -5.7511 0.34 1.10
Flavonoides
+)-Catequina . - . o . .
(+)-Catequi 320  10.85 0-100 0.998 yﬁg;’;* 005 0417
-)-Epicatequina . - . e . .
(-)}-Epi i 320 1155 0-100 0991 V[T 003 022
(-)-Epigalocatequina- ) y: 12.14x -
A Oaiats 320 1179  0-100 0.999 12T 042 o4
Rutina 320  12.89  0-100 0999 Y ISIB 004 014
Quercetina 320 1844  0-100 0998 V202N 008 027

Tabla A3. Secuencias de cebadores para la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (QPCR).

Gen Cebador directo (5°-3’) Cebador inverso (5’-3°)
pS53 CCAACAACACCAGCTCCTCT TCAGGAAGTAACACCATCGTAAG
Kras TGTGATTTGCCTTCTAGAACAGT ACACCCTGTCTTGTCTTTGCT
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Figura A1. Alteraciones histoldgicas en tejido de colon e higado inducidas por AOM/DSS y efecto modulador

del arilo de P. dulce.
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