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RESUMEN

En las ultimas décadas se ha estudiado el efecto de extractos de diferentes especies vegetales en
diversos tipos de células incluyendo células cancerigenas, en estos estudios se ha observado un
efecto citotoxico y/o antiproliferativo a nivel in vitro, los autores de dichos estudios mencionan que
algunos de los compuestos bioactivos de las especies vegetales son los responsables de estos efectos
aludiendo a que presentan capacidad antioxidante y diferentes compuestos antioxidantes, siendo
interesante evaluar estos compuestos provenientes de otras especies vegetales de interés alimentario
como lo es la hoja de Amaranto ya que a diferencia de otras partes de la planta de Amaranto, como
la semilla 6 el tallo, la hoja posee el mayor contenido de compuestos con capacidad antioxidante,
estos pueden participar en la prevencion de diversas enfermedades incluyendo céncer, ya que
pueden actuar como secuestradores bioldgicos de los radicales libres, el interés en los tltimos afios
ha pasado de lo preventivo al posible tratamiento con dichos compuestos antioxidantes de manera
que ciertos compuestos fenolicos sirven como moléculas sefializadoras en rutas de muerte celular.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante y los compuestos responsables de
los extractos liofilizados acuoso y metandlico de la hoja de Amaranto Amaranthus hypochondriacus
[. y con los mismos determinar la citotoxicidad sobre células de cancer de colon humano (HT-29) y
fibroblastos murinos (3T3), utilizando citometria de flujo para evaluar pardmetros de muerte
celular. Se realiz6 una extraccion acuosa y otra metandlica a partir de la hoja de amaranto y estos
fueron rotaevaporados y liofilizados. Se evalu6 la capacidad antioxidante (CA) por los métodos
(FRAP y DPPH), se determiné el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) por el método
de Folin-Cicalteau, Antocianinas (AT) por diferenciacion de PH y Taninos Condensados (TC) por
el método de vainillina-catequina. Se determind la concentracion inhibitoria media (CI50) y la
concentracion letal media (CL50) posteriormente se utilizé un kit de Anexina V y Muerte Celular
para determinar apoptosis y un kit de Lactato Deshidrogenasa (LDH) para determinar necrosis en
las células tratadas con los Extractos Liofilizados (EL). Se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) seguido por una prueba pos hoc de Tukey y Dunnet con un nivel de significancia (p
<0,05) utilizando el programa estadistico SPSS v21 y el Software Prism GraphPad v5.

Palabras Clave: Hoja de Amaranto, Amaranthus hypochondriacus I., HT-29, 3T3, Citotoxicidad,

Extracto acuoso y metanolico.



SUMMARY

In recent decades has studied the effect of extracts of different plant species in various cell types
including cancer, these studies have shown a cytotoxic effect and / or antiproliferative in vitro level,
the authors of these studies mention that some of bioactive compounds of plant species are
responsible for these effects alluding to exhibit antioxidant capacity and different antioxidant
compounds, it is interesting to evaluate these compounds from other plants of food interest as is the
leaf Amaranth because unlike other parts of the amaranth plant, as seed or stem, leaf has the highest
content of compounds with antioxidant capacity, they can participate in the prevention of various
diseases including cancer, as they can act as biological scavengers of free radicals, interest in recent
years has shifted from the possible treatment with preventive antioxidants such compounds so that
certain phenolic compounds serve as signaling molecules in cell death pathways. The aim of this
study was to evaluate the antioxidant capacity and the compounds responsible for the aqueous and
methanolic extracts lyophilized leaf Amaranth Amaranthus hypochondriacus I. and therewith
determine cytotoxicity on cells human colon cancer (HT-29) and murine fibroblasts (3T3) using
flow cytometry to evaluate cell death parameters. an aqueous methanol extraction and another was
made from leaf amaranth and these were broken evaporated and lyophilized. antioxidant capacity
(AC) by methods (FRAP and DPPH) was evaluated, the content of total phenolics (TPC) was
determined by the Folin-Cicalteau, Anthocyanins (AT) by differentiation of PH and condensed
tannins (CT) by the method of vanillin-catechin. inhibiting concentration (IC50) and the median
lethal concentration (LC50) was determined subsequently Annexin V and Cell Death to determined
apoptosis and Lactate Dehydrogenase (LDH) kit was used to determine necrosis in cells treated
with lyophilized extracts cells (LE). An analysis of variance (ANOVA) followed by a post hoc
Tukey and Dunnet with a level of significance (p <0.05) using SPSS v21 and GraphPad Prism

Software v5 was performed.

Key Words: Amaranth leaves, Amaranthus hypochondriacus I, HT-29, 3T3, Cytotoxicity,

methanolic and aqueous extract.
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I. INTRODUCCION

El interés hacia el consumo del amaranto en la alimentacion humana se ha visto favorable desde
épocas antiguas (Becker et al., 1981) ademas el amaranto no sélo brinda semillas comestibles sino
hojas para consumo humano que tienen hoy en dia una gran variedad culinaria (Breene, 1991). Este
cultivo de origen prehispanico en el que se consider6 como sagrado, ha sido destacado en los
ultimos afos por sus compuestos con capacidad antioxidante, la hoja por su parte es la que contiene
mayor contenido de compuestos antioxidantes a diferencia de otras partes de la planta como: raiz,
tallo, flor, germinado y semilla; Dentro de las especies mayormente cultivadas en México la especie
Amaranthus hypochondriacus es la que presenta el mayor contenido de flavonoides, compuestos
fenolicos totales y capacidad antioxidante en comparacion con A. cruentus y A. caudatus (Hongyian
et.al, 2015) estos compuestos son de gran importancia ya que pueden participar en la prevencion de
diversas enfermedades asociadas con el estrés oxidativo enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y cancer (Valko et.al, 2007). En este contexto, los antioxidantes recientemente
han recibido especial atencion ante un enfoque prometedor para el cancer, ademds del efecto
preventivo, ya que por otra parte la actividad de una amplia gama de enzimas y receptores de las
cé¢lulas también se modula por los polifenoles, por estas razones, ademés de tener propiedades
antioxidantes, pueden también ser utiles como un posible tratamiento del cancer, debido a varias
acciones bioldgicas especificas (Dai y Mumper, 2012). Resulta interesante que a los antioxidantes
se les conoce por su capacidad de secuestrar radicales libres y neutralizarlos en una célula normal,
sin embargo cuando existe una elevada cantidad de antioxidantes presentes en la célula se ha
sugerido un efecto pro-oxidante dando lugar a la generacioén de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que en elevadas concentraciones estos son toxicos y pueden causar dafio oxidativo en la célula
deteniendo el ciclo celular y llevandolas a la muerte (Valko et.al, 2007). En los tltimos afios se ha
estudiado de manera in vitro diversas lineas celulares de cancer debido al posible efecto
antiproliferativo y/o citotoxico provocado por diferentes tipos de extractos ricos en compuestos
fenolicos y/o antioxidantes provenientes de distintas especies vegetales, los responsables de dichos
efectos anticancerigenos pudieran ser los compuestos que presenten y se encuentran dependiendo de
la especie o fuente vegetal y que algunos mismos puedan o no poseer capacidad antioxidante,
ejemplos de estos compuestos son los compuestos fendlicos, taninos, antocianinas, flavonoides

entre otros (Roleira et.al, 2015).



II. MARCO TEORICO
2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL AMARANTO

El género Amaranthus proviene de la palabra del griego “amarantos” que significa:
imperecedera o no se marchita, lo que alude a la resistencia de la planta ante diversas situaciones
climaticas (Amicarelli y Camaggio, 2012, Morales et:al., 2009) pertenece a la familia
Amaranthaceae e incluye mas de 60 especies de amaranto entre las que destacan la Amaranthus
hypochondriacus [. (Stallknecht y Schulz-Schaeffe, 1993). El amaranto es una planta con hojas
brillantes coloreadas y flores violetas, anaranjadas, rojas y doradas, las panojas algunas mas de 50
cm de largo, parecen a las del sorgo, estan formadas por muchas espigas que contienen numerosas
florecitas pequefias, que alojan a la pequefia semilla (0.9 - 1.7 mm de didmetro), estas se producen
en cantidades masivas, la planta del amaranto puede llegar a medir hasta 3 metros de alto
(Stallknecht y Schulz-Schaeffe, 1993). Es uno de los pocos cultivos considerado como de usos
multiples, ya que pueden suministrar ademas de semillas, verduras por sus hojas de alta calidad
nutricional como alimento humano (Breene, 1991, Abbott y Campbell, 1982). Desde la antigiiedad
hasta nuestros dias, el amaranto es un producto de alta calidad nutritiva y un aliado de la salud
humana (Becker et al., 1981), el interés por su amplio consumo en la alimentacién humana ha
crecido en las ultimas décadas debido a los informes favorables del valor nutricio del amaranto y

beneficios para la salud (Millan et.al., 2012).

Figura 1. Amaranthus hypochondriacus I. Flores y Crecimiento de la planta. (Fern et.al, 2014).

En México se cultivan principalmente las especies A. hypochondriacus y A. cruentus,

(Mohinder , 1971, Alvarez-Jubete et al., 2010). El A. hypochondriacus tiene un crecimiento anual



répido y es la especie de mayor robustez y rendimiento, debido a su capacidad de producir
grandes inflorescencias de semillas comestibles (Mohinder, 1971; Legaria, 2010).

México es uno de los principales productores de amaranto a nivel mundial junto con Guatemala,
Peru, Ecuador, Estados Unidos y Republica Checa. Entre los principales estados productores de
amaranto en México se encuentran Puebla, Morelos, Tlaxcala, el Distrito Federal, el Estado de

México y Guanajuato, segiin datos publicados en la SAGARPA y SEFOA en el 2014.
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Figura 2. Distribucidon Geografica de A. hypochondriacus I. en México (Espitia-Rangel et.al, 2010).

A menudo se distinguen plantas que sirven de alimento tanto su grano como su hoja y el amaranto
es una de ellas (Amicarelli y Camaggio; 2012) sus hojas pueden ser consumidas o utilizadas desde
que son pequefias hasta que son més maduras, asi como su raiz (Stallknecht y Schulz-Schaeffe,
1993) la hoja es preparada con una variedad de platillos gastronémicos donde se incluye a esta
misma en diferentes cocciones, como fresca para ensaladas o en agua fresca, o cocida en sopas y

guisados (Abbott y Campbell, 1982).

Figura 3. Fotografia de Hoja de Amaranto 4. hypochondriacus .
En contraste con el grano de amaranto, las hojas han recibido significativamente menor atencion

para ser estudiadas y analizadas (Makus, 1984). Sin embargo las hojas de amaranto como verdura



han sido comparadas con otras hojas comestibles que incluso son parte de la dieta humana como la
espinaca (Abbott y Campbell, 1982). La hojas frescas de amaranto contienen de 27 a 53 kcal/100 g
y un valor elevado de proteinade 4 - 6 g, 0.2 - 0.6 g de grasay 4 - 7 g de hidratos de carbono en 100
g respectivamente (Uusikua, 2010). y son considerablemente mas altas en contenido de calcio,
hierro y fosforo (Makus, 1984, Igbokwe et al. 1988). También las hojas del amaranto comparada
con algunos otros vegetales verdes tradicionales es rica en compuestos Fenolicos, Flavonoides y

Capacidad Antioxidante (Khair et.al., 2012).

2.2 COMPUESTOS FENOLICOS

Los fenoles o compuestos fenodlicos son compuestos orgdnicos en cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol. Muchos son clasificados como metabolitos
secundarios de las plantas, es decir productos sintetizados en las plantas que poseen la caracteristica
biologica de ser productos secundarios de su metabolismo. Algunos son solubles en solventes
orgénicos, otros son glucésidos o acidos carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son
polimeros muy grandes e insolubles (Tomas-Barberan, 2003). Muchos trabajos han demostrado el
efecto que tienen los fenoles sobre el ciclo celular en células tumorales en cultivos in vitro. Esto ha
sido demostrado en células de varios tipos de leucemia, cadncer de estdbmago, de pulmoén, de colon,
de vejiga, y prostata (Kuo, 1996). Los fenoles también pueden proteger frente al cancer mediante su

inhibicion del dafio oxidativo del ADN (Omenn, 1995).
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Figura 4. Clasificacion Esquematica de los Compuestos Fenodlicos (Badui Dergal et.al, 2006).



En el Cuadro 1 se muestra lo encontrado en un estudio sobre la caracterizacion de la hoja de
amaranto 4. hypochondriacus I. extraidos en diferentes solventes en cuanto a sus compuestos

antioxidantes.

2.2.1 FLAVONOIDES

Los flavonoides son un grupo de los compuestos fenodlicos (flavonoides, antocianinas y
taninos) contienen dos anillos aromaticos unidos por un anillo heterociclico. Los compuestos
fenolicos reaccionan facilmente con un acido organico o un azticar, como los flavonoides y las

antocianinas, o entre si para formar polimeros, como los taninos (Badui Dergal et.al, 2006).

2.2.2 ANTOCIANINAS

Las antocianinas son los compuestos fendlicos solubles en agua, se consideran una subclase
de los flavonoides, son responsables de la pigmentacion roja, azul y purpura principalmente, las
antocianinas son formas catidnicas de flavilo, por lo que se sabe que el ntcleo de flavilo es
deficiente en electrones y por lo tanto muy reactivo, lo que lo hace muy sensible a cambios de pH.
Al madurar las frutas, el pH cambia, y con ello el color, estos cambios de las antocianinas se deben
a modificaciones en su estructura, debido a una deficiencia del nucleo de flavilo, estos pigmentos
funcionan como verdaderos indicadores de pH (Baublis et.al, 1994; Cheynier, 1999). Las
antocianinas son estables a bajo PH y en presencia de oxigeno, exposicion a la luz, o altas
temperaturas las antocianinas se degradan (Walton et al. 2006). Después de la administracion oral,
las antocianinas pueden ser absorbidos directamente desde el tracto gastrointestinal (principalmente
en el estdbmago y el intestino delgado) (Felgines et al 2006; Talavera et al 2004). Se ha observado
que las antocianinas ejercen un efecto antioxidante pues participan en la regulacion de la expresion
asi como actividad del super oxido dismutasa (SOD), principal agonista del sistema glutation
reductasa. Ademas posiblemente actian en la disminucién en la oxidacion lipidica de las
membranas celulares (Chen y Luo 2010). Se expresan en cianidina-3-glucésido al ser la cianidina la

antocianina mas abundante de la parte comestible de las plantas (Ghosh y Konishi 2007).

2.2.3 TANINOS

Son una clase de compuestos fenolicos incoloros pero por medio de una modificacion

quimica pueden formar su correspondiente antocianina coloreada, tienen sabor astringente y



amargo, son solubles en agua, alcohol y acetona. De acuerdo con su estructura y reactividad con
agentes hidroliticos, particularmente &cidos, se han dividido en dos grupos: taninos hidrolizables o
pirogalicos y taninos no hidrolizables o condensados. Los taninos no hidrolizables o condensados
son dimeros de la catequina o de antocianidinas y tienen una estructura flavonoide (Cheynier,
1999). Los taninos se consideran también antioxidantes, con capacidad de atrapar los radicales

libres y se oxidan con facilidad en presencia de oxigeno (Badui-Dergal et.al, 2006).

Cuadro 1. Compuestos Antioxidantes de la hoja de Amaranto 4. hypochondriacus .

Solvente Compuesto Autor
Metanol 2-Methoxy-4-vinylphenol (Lopez-Mejia et.al, 2014)
Hexano Retinoic  acid, methyl ester 24,25- (Lopez-Mejia et.al, 2014)

Dihydroxyvitamin D

Etanol 2-Methoxy-4-vinylphenol (Lopez-Mejia et.al, 2014)

2.3 CANCER

El cancer es una enfermedad en la que las células anormales se dividen sin control y pueden
invadir otros tejidos (metastasis), la carcinogénesis es la consecuencia de diferentes mutaciones que
transforman a los protooncogenes y a los genes supresores de tumores que participan en la
proliferacion celular, y a los que codifican enzimas reparadoras del DNA estas alteraciones
producen una pérdida en el control del mecanismo homeostatico de la proliferacion celular, de la
diferenciacion y del programa de muerte celular, las células cancerosas son capaces de formar
tumores malignos que tienden a crecer de manera invasiva, afectando tejidos y 6rganos normales

(Cox y Sinclear, 1998 ; Byrnes et. al, 2014).

2.3.1 INCIDENCIA, PREVALENCIA Y MORTALIDAD DE CANCER COLORECTAL (CCR)
EN MEXICO Y EN EL MUNDO

El cancer es uno de los mayores problemas de salud y de las principales causas de muerte
en el mundo, la probabilidad de desarrollar algiin tipo de cancer en la poblaciéon va en aumento
debido a los malos habitos y factores ambientales, aunado a la predisposiciéon genética. La

Organizacion Mundial de la Salud report6 8,2 millones de defunciones en el 2012 y se prevée que



los casos anuales de cancer aumenten de 14 millones en 2012 a 22 millones en unas décadas
(OMS,2014), Siendo el cancer de pulmén, estdbmago, colon, higado y mama entre los mas
frecuentes de entre 100 tipos de cancer conocidos (OMS,2014). Los tipos de cancer con mayor
prevalencia son el cancer de pulmoén (12.7%), de mama (10.9%), colorectal (9.7%), y estémago
(7.81%) (Bray et.al, 2013). Ocupando el 4to lugar en mortalidad el CCR a nivel mundial y una
incidencia del 5% presentando 6,437 casos en 2008 (GLOBOCAN, 2008). En México el cancer
representa la tercer causa de muerte (OMS, 2013) y el INEGI reportd en 2010 que el 13% de las
muertes en México fueron por cancer, de las cuales 5.4% son por CCR (Aldaco et.al, 2012). Este
cancer (CCR) ocupa el tercer lugar mas comun en hombres y el segundo en mujeres, y sus factores
de riesgo estan ligados con la edad (més propenso arriba de los 40 afios) existe una sensibilidad
heredada sin embargo la mayoria de los casos son esporadicos y no familiares; En 1980 con la
medida de extirpacion de polipos y la deteccion temprana del cancer de colon los casos de
mortalidad se redujeron (Instituto Nacional de Cancerologia y Sociedad Americana del Cancer,

2014).

2.3.2. ETAPAS DEL CANCER

En el desarrollo del cancer se pueden diferenciar tres etapas principales (Figura 5). La
primera se conoce como iniciacion y se caracteriza por ser un dafio permanente y transmisible en el
DNA de una célula que, al no ser reparado, se fija como una mutacion. El segundo paso es la
promocion, en donde ocurre la expansion clonal a partir de la célula iniciada. Esta etapa puede ser
reversible y es en la que se forma propiamente la neoplasia es decir, el tumor. El nivel de acciéon en
el que sucede la promocion es el de la activacion de los mecanismos de transduccion de sefiales
(Torroella y Villa, 1998). La tercera etapa es la progresion, en la que las células adquieren
autonomia y son capaces de migrar a sitios distantes del lugar de donde se originaron (metéstasis)
(Arteaga, 2003). El rasgo distintivo de esta etapa terminal es la capacidad de escapar, invadir y

colonizar o metastatizar 6rganos distantes (Fidler, 2003).
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Figura 5. Etapas del Desarrollo del Cancer (Cornejo et.al, 2012)

Existen genes que contribuyen a originar algiin tipo de cancer los cuales, en sus versiones normales,
estan relacionados con el control de crecimiento y la supervivencia de la célula. Entre ellos se
encuentran los protooncogenes, que estimulan la proliferacion celular y los genes supresores de
tumor, que la controlan. Se ha sugerido que las células cancerosas presentan mutaciones que
inducen inestabilidad genomica y, por lo tanto, aceleran la tasa de mutaciones. Algunas de estas
mutaciones afectan a estos genes supresores de tumores que codifican para componentes de los
mecanismos de control del ciclo celular, mismos que determinan el orden de los eventos, asi como
la fidelidad e integridad de los sistemas de replicacion y reparacion del DNA que, de no llevarse a
cabo, provoca un descontrol en la proliferacion celular que, a su vez, se relaciona con el proceso de
tumorogénesis (Miyashita y Reed, 1995). En resumen, las funciones de los genes supresores de
tumores son: regular el crecimiento, reparar el DNA, inducir apoptosis, estabilizar el cromosoma, la
adhesion celular y regular la transcripcion (Menendez et.al, 2013) En el conocimiento de los genes
supresores se han dado algunos pasos importantes. Los estudios moleculares han identificado hasta
la fecha més de 17 genes supresores de tumores implicados directamente en el cancer humano.
Ellos codifican para una serie de proteinas localizadas en distintas regiones dentro de la célula, tanto
en el citoplasma como en el nticleo. Los 2 genes mejor caracterizados de esta clase codifican para
las proteinas p53 y Rb (Donley y Thayer, 2012). El ejemplo mas importante de gen supresor es p53,
cuya pérdida o mutaciones producen principalmente inestabilidad gendémica e inhibicion de la
apoptosis. Este gen se considera el “guardidan del genoma” y su mutacion se acompaia de mal
pronostico de céncer (Torroella y Villa, 1998). Bajo condiciones normales, p53 determina que el
dafio es irreparable, entonces ordena que se pongan en marcha los mecanismos genéticos para que
la célula entre en apoptosis o muerte celular programada. Si este gen sufre alguna mutacion, no
permite que la célula sea eliminada mediante la muerte programada, tampoco se ocupa de reparar

los dafios en el DNA y da lugar al inicio del proceso tumoral. Este gen es el mas frecuentemente



mutado en los canceres humanos, se presenta en mas de un 50% de todos los tipos de cancer (Lim y

Park, 2009).

2.3.3. MODULACION DE LOS ANTIOXIDANTES EN CELULAS DE CANCER

Se ha estudiado que la capacidad antioxidante tiene una funcién crucial en el desarrollo del
cancer, varias investigaciones han apoyado la funcion de los fendlicos como moduladores de los
procesos celulares relacionados con el crecimiento del cancer. La evidencia in vitro e in vivo indica
que los compuestos fendlicos pueden modular la sefalizacion celular y la inhibicion de la
proliferacion de células cancerigenas a través de la desmetilacion de genes supresores de tumores,
detienen el ciclo celular, promueven apoptosis y suprimen la angiogénesis tumoral (Atalay y col.,

2003; Wang y col., 2013).
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Figura 6. Compuestos fenolicos en el desarrollo del cancer (Day y Mumper, 2010)

Cuadro 2. Efectos Biologicos de los Compuestos Fendlicos en Céncer in vitro

Caracteristica Compuesto Autor (es)
Promocion de Arresto de Ciclo celular y Polifenoles, Antocianinas, flavonoides Mabher et.al, 2011; Wang et.al, 2013; Yang
apoptosis et.al, 2012)
Modulacién de Oncogenes Fenoles Atalay et.al, 2003
Metilacion de genes relacionados con la Fenoles, Curcumina, Antocianinas Atalay et.al, 2003; Link et.al, 2013; Wang
supresion de cancer et.al, 2013




Otros polifenoles actian inhibiendo la proliferacion celular que se encuentra completamente desre-
gulada en los casos de céancer. Esta inhibicion de la proliferacion ha sido demostrada in vitro en
muchas lineas celulares tumorales. Por ejemplo, Kuo publico el efecto antiproliferativo de los
flavonoides sobre células de carcinoma de colon a través de mecanismos de induccion de la
apoptosis. Aunque los efectos antiproliferativos de los polifenoles en general, y flavonoides e
isoflavonoides en particular en cultivos celulares parece bien demostrado, existen relativamente
pocos datos en relacion con la actividad antiproliferativa in vivo, y no se conoce practicamente nada
de la relevancia clinica de esta bioactividad (Kuo, 1996; Birt et.al, 2001). Los polifenoles también
pueden proteger frente al cancer mediante su inhibicion del dafio oxidativo del ADN

(Omenn,1995).

2.3.4. MUERTE CELULAR

La muerte celular puede ser producida por necrosis o apoptosis. En la apoptosis la célula
dirige por si misma su programa de muerte, es decir la célula muere de una manera controlada que
finaliza en la muerte celular individual sin alterar la estructura de las células vecinas (Bialostozky
et.al, 2008). ya sea porque fue determinada genéticamente o porque fue inducida por sefales
originadas del exterior (Saiukumar et.al, 1999). Para la homeostasis del organismo resulta esencial
la existencia de un balance adecuado entre mitosis y apoptosis ya que nuestro organismo se
encuentra en constante recambio celular. En cambio, en la necrosis el proceso es diferente: la
ruptura del ADN ocurre en forma descontrolada, la membrana celular es lesionada de manera
abrupta por causas mecanicas, térmicas o quimicas produciendo desnaturalizacion de las proteinas,
dafio nuclear con pérdida de la integridad de la membrana, liberando residuos y sustancias celulares

al exterior, lo cual provoca inflamacién (Shirai, 1999).

2.3.4.1 APOPTOSIS

La apoptosis se caracteriza por la muerte celular que ocurre en ausencia de inflamacion en
las células o en los tejidos vecinos, y se define por las caracteristicas morfologicas especificas tales
como fragmentacion de la cromatina y del citoplasma. La cromatina se condensa y el DNA es
cortado entre los nucleosomas, el citoplasma experimenta condensacion, reduccién de volumen y
fragmentacion con formacion de los denominados cuerpos de apoptoticos (Bialostozky et.al, 2008).
La apoptosis es un proceso que no deja secuelas en el tejido que la sufre, debido a la ausencia de

respuesta inflamatoria y a que los fragmentos celulares son fagocitados por los macréfagos
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(Giansanti et.al, 2011). En condiciones fisiologicas, las células estdn expuestas a numerosos
mutagenos, de tal forma que cuando una célula acumula varias mutaciones y comienza a
experimentar transformacién maligna, se ponen en marcha diferentes mecanismos de control, entre
los cuales se encuentra la activacion de la apoptosis. Pero el bloqueo de la apoptosis puede ser
causado por mutacién de genes supresores de tumores, dando como consecuencia la pérdida de este
mecanismo y resultando en la inmortalizacion celular caracteristica del proceso de carcinogénesis
(Tabas y Ron, 2011). La mayoria de los cambios morfolégicos, tales como la fragmentacion nuclear
y de las proteinas celulares, son causados por las caspasas (Cysteine Aspartyl Specific Proteases)
son parte de la familia de las cisteina-proteasas, que juegan un papel clave en el proceso de
apoptosis (Lakhani et.al, 2006). Se sintetizan como precursores inactivos que se convierten en la
forma activa por ruptura proteolitica. Una vez activas, las caspasas producen la hidrdlisis a partir de
residuos de acido aspartico en la proteina sustrato. Asi, la activacion inicial de una caspasa provoca
una reaccion en cadena que conduce a la activacion de otras caspasas y a la muerte de la célula
(Wang et.al, 2014). Existen dos grandes grupos de acuerdo a su funcién; iniciadoras, como la 8 y la
9 y las efectoras, como la 3, 6 y la 7, las cuales son dependientes de las iniciadoras para poder
ejercer su funcion (Wolf y Green, 1999). Debido a estas caracteristicas se han hecho intentos en la
ultima década para desarrollar moléculas capaces de activar directamente las caspasas ejecutoras
para su uso en la terapia contra el cancer. Por ello, el uso de compuestos que induzcan la apoptosis
por esta via es clave para el tratamiento actual contra el cancer (Mcllwain et.al, 2013). La
activacion de la apoptosis mediante las caspasas se ejecuta a través de una via comun activando la
caspasa 3. Se pueden utilizar dos vias no excluyentes entre si (Figura 6): una via extrinseca, a través
de receptores situados en la membrana llamados receptores celulares de muerte (Death Cell
Receptors), que pertenecen a la familia del factor de necrosis tumoral (FNT) cuyos prototipos son
FAS y su ligando APO/ FAS y TNRF1, o bien, mediante una via intrinseca, mediante la liberacion
del activador mitocondrial del tipo citocromo C, que es translocado del espacio intermembranal al
citosol que conduce a su vez a la formacion del apoptosoma y a la activacion de la cascada de las

caspasas (Serasinghe et.al, 2014).

2.3.4.1.1 VIA EXTRINSECA DE LA APOPTOSIS

Esta via comienza con la activacion de un receptor en la superficie a través de la union de
un ligando de muerte, formando un complejo multiproteico de muerte celular llamado DISC (Death
Induction Signaling Complex) este se une a una proteina adaptadora, denominada proteina con un

dominio de muerte asociado a FAS (Fas-Associated Via Death Domain, FADD), que a su vez
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recluta a la procaspasa 8 a través de los dominios de receptores de muerte por lo tanto se activa la la
procaspasa-8 que rompe y activa a la procaspasa-3 y a Bid, una proteina pro-apoptoética de la
familia Bcl-2, a través de la cual se unen las vias extrinseca e intrinseca de muerte celular (Figura 6)
(Crow et.al, 2004). La induccién de la apoptosis a través de receptores de muerte tipicamente
resulta en la activacidon de una caspasa iniciadora, como las caspasas 8 6 10. Estas caspasas pueden
activar a otras caspasas en una cascada que eventualmente conduce a la activacion de las caspasas
efectoras, como la caspasa 3 y 6. Estas son las caspasas responsables de la division de las proteinas
celulares como proteinas del citoesqueleto, lo que conduce a los cambios morfoldgicos observados
en las células sometidas a la apoptosis (Lakhani et.al, 2006). Los miembros de la familia de
proteinas Bcl-2 controlan la apoptosis bloqueandola o induciéndola. La proteina pro-apoptotica Bel-
2 a menudo se encuentra en el citosol donde actia como sensor de dafio celular. Tras el estrés
celular se traslada a la superficie de la mitocondria, donde se encuentran las proteinas anti-
apoptoticas. Esta interaccion entre proteinas pro-y anti-apoptotica interrumpe la funciéon normal de
las proteinas anti-apoptosis Bcl-2 y puede conducir a la formacion de poros en las mitocondrias y la
liberacion de citocromo C y otras moléculas pro-apoptoticas en el espacio intermembranal

(Pimentel y Benaim, 2012).

2.3.4.1.2 VIA INTRINSECA DE LA APOPTOSIS

A diferencia de la via extrinseca, que traduce sefales especificas de estimulos para la
muerte celular, la via intrinseca integra una amplia gama de agresiones extra e intracelulares, que
incluyen las deficiencias en nutrientes, las radiaciones y otros tipos de estrés quimicos y fisicos
como estrés oxidativo, dafio al ADN etc., estas sefiales convergen en la mitocondria llevandola a su
disfuncion y a la liberacion de proteinas pro-apoptoticas, tales como el factor de induccidén de
apoptosis (AIF), Smac/Diablo y el citocromo C, estos factores son liberados de la mitocondria tras
la formacion de un poro en la membrana mitocondrial, se forma a través de la accion de los
miembros pro-apoptdticos de la familia Bcl-2 de proteinas que son activados por sefiales de
apoptosis tales como el estrés celular, el dafio de los radicales libres o de la privacion de factores de
crecimiento (Pimentel y Benaim, 2012). Una vez que el citocromo C es liberado, se une a la
proteina adaptadora (APAF-1, Apoptotic Protease Activating Factor-1) en presencia de ATP, esta
proteina sufre un cambio en su conformacion lo que resulta en el reclutamiento de la procaspasa-9.
El complejo asi formado da como resultado una estructura conocida como el apoptosoma, el que
atrapa y activa a la pro- caspasa-3 (Kluck et.al, 1997). La caspasa-3, producto de la activacion de la

procaspasa-3, inicia la fase ejecutora de la apoptosis (Figura 7) (Szliszka y Krol, 2015).
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Figura 7. Diagrama simplificado de las vias moleculares que regulan la muerte celular apoptdtica

(Wlodkowic et.al, 2011).

2.3.4.2 NECROSIS

La necrosis puede describirse como un colapso metabdlico celular y ocurre cuando una
célula ya no mantiene la homeostasis ionica (Dive et.al, 1992). Las células que mueren por necrosis
generalmente desde las primeras etapas ya hay dafio, sus organelos se edematizan y hay pérdida de
sus estructuras, aglutinacion en el nucleo y lisis en la cromatina nuclear ya que la entrada de agua
en la célula causa hinchazén y a menudo ruptura de compartimentos de membrana (Moquin y Chan,
2010). La necrosis es tipicamente inducida por extremos en el ambiente externo de la célula, tales
como hipoxia, toxicos activos de membrana y venenos respiratorios tales como cianuro (Leathwood
y Plummer; 1969). Otro aspecto importante de la necrosis es que hay inflamaciéon (White et.al,
2014). A medida que los niveles de ATP se agotan y los gradientes de iones transmembrana se
disipan, la célula se hincha y los organelos internos se dilatan. Inicialmente, se observa una burbuja
reversible de la membrana plasmatica. Pasado un punto sin retorno, la membrana se rompe,
derramando enzimas lisosdmicas al exterior (Leathwood y Plummer; 1969). En muchos canceres, la
inflamaciéon puede ser un componente importante del proceso que promueve la tumorigénesis, la
comprension de la necrosis es importante en la biologia del cancer por varias razones ya que los
canceres que contienen altos niveles de necrosis a menudo tienen un mal prondstico. Puede ser
debido a que tales cénceres crecen tan rapidamente que superan su suministro de sangre (White

et.al, 2014).
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III. HIPOTESIS

El efecto Citotoxico de los Extractos Acuoso y Metandlico de la hoja de Amaranto “A.
hypochondriacus 1.” inducird a muerte celular en las células de cadncer de colon humano (HT-29) y

en fibroblastos murinos (NIH/3T3).

IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto Citotoxico y los pardmetros de muerte celular inducido por los extractos de la hoja
de Amaranto “A. hypochondriacus I.” sobre las linea celulares de cancer de colon humano (HT-29)

y fibroblastos murinos (NIH/3T3).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Comparar el contenido de Compuestos Fenolicos Totales, Antocianinas, Taninos
Condensados y la capacidad antioxidante de los extractos (acuoso y metanélico) de la
hoja de Amaranto “A. hypochondriacus I.”.

* Obtener la concentracion letal media (CL50) y la concentracion inhibitoria media
(CI50) del Extracto Liofilizado Acuoso (ELA) y el Extracto Liofilizado Metandlico
(ELM) en ambas lineas celulares (HT-29 y 3T3).

¢ Evaluar pardmetros de Muerte Celular (Apoptosis vs Necrosis)

V. METODOLOGIA

5.1 DISENO DE ESTUDIO

El presente estudio es experimental controlado.

5.2 LUGAR DE ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Celular y el contiguo laboratorio de

cultivo celular, en la Facultad de Ciencias Naturales Campus Juriquilla de la Universidad Auténoma
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de Querétaro; ubicado en Av. de las Ciencias s/n Juriquilla, Delegaciéon Santa Rosa Jauregui,

Querétaro, C.P. 76230.

5.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

La semilla de Amaranto “Amaranthus hypochondriacus 1.”, se obtuvo del (INIFAP)
Celaya, se sembr6 en un invernadero de la Facultad de Ingenieria, campus Amazcala de la
Universidad Auténoma de Querétaro. Posteriormente, las hojas de Amaranto fueron secadas en la
estufa del Laboratorio de Biologia Celular de la Facultad de Ciencias Naturales a una temperatura
constante de 40°C por 24 hrs y se pulverizé en el molino del Laboratorio de Bromatologia a un
tamiz de 0.5 mm, se obtuvo la harina de la hoja de Amaranto y se almacend a -80°C. Para la
obtencion de los extractos se tomaron 10 g de la harina de hoja de Amaranto y se reconstituyd en
1,000 ml de dos posibles mezclas: metanol/agua en proporciéon 80/20 Y/, y otro 100% agua
(destilada), colocandolos en agitacion constante y en ausencia de luz (Figura 6) por 16 hrs, los
diferentes extractos se filtraron y en el caso del extracto metanodlico se rotaevaporé (BUCHI R-200)
a una temperatura de 45°C a bafio maria y con una presion de vacio oscilando entre los 10 mbar por
un periodo de 6 horas aproximadamente, posteriormente ambos extractos fueron liofilizados
(LABCONCO) por 72 hrs a una presion <133x10 "' mbar y a una temperatura de -45°C

posteriormente, almacenados en ultra congelacion a -80°C.

Figura 8. Fotografia del Rotavapor BUCHI R-200 del Lab. Biologia Celular, FCN, UAQ.
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Figura 9. Fotografia de la Liofilizadora y Freezer (LABCONCO) del Lab. Nutriciéon Animal, FCN,

UAQ.
5.3.1 CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS LIOFILIZADOS (EL)

Ambos extractos liofilizados (acuoso y metandlico) se caracterizaron en cuanto a su
Capacidad Antioxidante (CA) por dos métodos, DPPH y FRAP, Compuestos Fenolicos Totales
(CFT) por el método de Folin Ciocalteu, Antocianinas (AT) por diferenciacion de pH y Taninos

Condensados (TC) por el método de catequina vainillina.

5.3.1.1. DETERMINACION DE ANTOCIANINAS

La cuantificacion de antocianinas se realiz6 a un pH éacido (pH 1) con la finalidad de llevar
a las antocianinas a la forma de i6n flavilo que presenta coloracion y de esta forma poder
cuantificarlas espectrofotométricamente (Deighton et.al, 2000). La muestra se leyo a una
absorbancia de 535 nm en el espectrofotometro de ELISA. La concentracion de antocianinas totales
en la muestra (uL/Kg) se calculé como cianidina 3-glucésido. Todos los analisis se realizaron por

triplicado y los resultados finales se reportan en mg Eq cianidina 3-glucésido por 100 g de EL.
5.3.1.2. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

El método empleado fue el de Folin-Ciocalteu, descrito por Palomino y col., en 2009, el
cual esta basado en la reduccion de acido galico por compuestos fendlicos en presencia de un alcali

(carbonato de sodio). La placa se dejo reposar 1.5 hrs en la oscuridad a temperatura ambiente.

Después del reposo se leyo a una absorbancia de 750 nm en el espectrofotometro lector de ELISA.
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5.3.1.3. DETERMINACION DE TANINOS CONDENSADOS

Se cuantificaron los taninos condensados de acuerdo a una adaptacion del ensayo de la
vainillina (Deshpande y Cheryan, 1987). El método de la vainillina se usa ampliamente para la
cuantificacion de proantocianidinas (taninos condensados). La catequina es un flavan-3-ol
monomérico frecuentemente usado como un estandar en el ensayo de la vainillina. El método se
basa en la condensacion de la vainillina con proantocianinas en soluciones acidas. La vainillina
protonada es un radical electrofilico débil que reacciona con el anillo del flavonoide en la posicion 6
u 8. El producto intermediario de esta reaccion se deshidrata rdpidamente para dar un producto
coloreado de rosa o rojo cereza (Gutiérrez-Gailen et. al, 2000). Se ley6 cada muestra a una

absorbancia de 500 nm en un espectrofotémetro lector ELISA (Figura 8)

5.3.1.4 DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR METODO DE DPPH

El principio de este método se basa en calcular la capacidad que tiene un posible
antioxidante para neutralizar un radical. EI compuesto DPPH (1,1-difenil-2- pricrilhidrazil) es un
radical estable que presenta una coloracion intensa del violeta y que absorbe radiaciones a una
longitud de onda de 517 nm. Este radical cuando tiene un electrén desapareado presenta coloracion
azul-violeta, pero al interaccionar con un compuesto antioxidante la tonalidad vira hacia amarillo
palido, la diferencia por absorbancias permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres
(Molyneux, 2003). Se dejo reposar por 30 min y se leyo la absorbancia a 517nm en el

espectrofotometro lector ELISA (Figura 8).

5.3.1.5 DETERMINACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR METODO DE FRAP

Se basa en la capacidad de transferencia de un electron la solucion férrica (FARP) en
compaifiia de un compuesto con capacidad reductora (recibir electrones) o antioxidante. La ventaja
de este método es su capacidad para determinar cuantitativamente la cantidad total de antioxidantes
o reductores en alimentos. Su principio es medir la absorbancia a 593 nm que se desarrollan cuando
el complejo TPTZ-Fe+3 se reduce a TPTZ-Fe+2. De esta forma, la capacidad antioxidante que se
presentan en los extractos de diferentes frutas y vegetales se mide como capacidad antioxidante

reductora del extracto (Benzie y Strain, 1996).
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Figura 10. Fotografia del Lector ELISA del Laboratorio de Nutricion Humana de la FCN, UAQ.
(Thermo)

5.4 CULTIVO CELULAR

5.4.1. LINEA CELULAR DE CANCER DE COLON HUMANO (HT-29)

Se utiliz6 la linea celular HT-29 (ATCC® HTB-38™) de adenocarcinoma colénico
humano, se sembraron en Medio DMEM (Gibco) suplementado al 10% de Suero Fetal Bovino
(SFB), se realizaron 4 repeticiones de la Curva Dosis-Respuesta, sembrando en cajas de 24 pozos,
se sembraron 1.5 x 10° células por pozo, se mantuvieron en condiciones de temperatura a 37°C, en
una atmoésfera de CO, del 5%. Se sincronizaron las células cambiando las condiciones al reducir la
suplementacion del SFB al 2% por un periodo de 24 hrs y se aplicaron las concentraciones de los
ELA y ELM en medio DMEM més ASB al 0.5% por duplicado (2 pozos por concentracion) por
cada caja, las concentraciones fueron las siguientes: 0.01, 0.1,1, 10, 100 pg Eq de Acido Galico por
24 hrs. Se realizé un control inicial (2 pozos) ¢ llamado “Control de Sobrevivencia” y un Control de

Albumina Sérica Bovina al 0.5% (ASB) (2 pozos) 6 “Control de Proliferacién” (Figura 13).

Cuadro 3. Caracteristicas Generales de la Linea Celular HT-29

CARACTERISTICAS HT-29
Organismo Humano homo sapiens
Tejido Colon
Morfologia Epitelial
Propiedades de cultivo Adherentes
Enfermedad Adenocarcinoma colorectal
Edad Adulto, 44 afos
Género Femenino
Etnia Caucasica
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Derivacion

Tumor primario en 1964 por J. Fogh

Expresion Antigena

RH+, mas grupo sanguineo A.

Oncogenes

myc +; ras +; myb +; fos +; sis +; p53 +; abl -; ros -; src -

Productos Celulares

componente secretor de IgA; antigeno carcinoembrionario (CEA);
factor de crecimiento transformante beta proteina de unidn;

mucina

ATCC Number: HTB-38
Designation: HT-29

Low Density 7

Figura 11. Baja y Alta densidad de células de cancer de colon humano HT-29 (ATCC, 2014)

(ATCC, 2014)

- .
Scale Bar = 100pm

7 -
High Density

5.4.2. LINEA CELULAR DE FIBROBLASTOS MURINOS (NIH/3T3)

Se utilizé la linea celular NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) de fibroblastos embrionarios

murinos, se sembraron en Medio DMEM (Gibco) suplementado al 10% de Suero Fetal Bovino

(SFB), se realizaron 4 repeticiones de la Curva Dosis-Respuesta, sembrando en cajas de 24 pozos,

se sembraron 1 x 10° células por pozo, se mantuvieron en condiciones de temperatura a 37°C, en

una atmosfera de CO, del 5%. Se sincronizaron las células cambiando las condiciones al reducir la

suplementacion del SFB al 2% por un periodo de 24 hrs y se aplicaron las concentraciones de los

ELA y ELM en medio DMEM més ASB al 0.5% por duplicado (2 pozos por concentracion) por

cada caja, las concentraciones fueron las siguientes: 0.01, 0.1,1, 10, 50, 100 pg Eq de Acido Galico

por 24 hrs. Se realizd un control inicial (2 pozos) 6 llamado “Control de Sobrevivencia” y un
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Control de Albumina Sérica Bovina al 0.5% (ASB) (2 pozos) 6 “Control de Proliferacion” (Figura
13).

Cuadro 4. Caracteristicas Generales de la Linea Celular NIH/ 3T3

CARACTERISTICAS NIH/3T3
Organismo Mus musculus, raton
Tejido Embrionario
Morfologia Fibroblastos
Propiedades de cultivo Adherentes
Edad Embrionario
Etnia NIH/suizos
Expresion Antigena Suceptible al virus murino de leucemia

(ATCC, 2014)
ATCC Number: CRL-14658

Designation: NIH/313

Low Density

Scale Bar = 100pm

igh Density Scale Bar = 100pm

Figura 12. Baja y Alta densidad de fibroblastos murinos NIH/3T3 (ATCC, 2014)

CACICC) ClO00
ClOGIC ) ()
) (D) ) (%) D)9 ()
OO0 HEOU

Figura 13. Representacion de las placas de 24 pozos de HT-29 (A) y NIH/3T3 (B).
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Las concentraciones utilizadas en las curvas dosis-respuesta para los ELA y ELM fueron las
mismas basdndose en la cantidad de la determinacién de Compuestos Fenodlicos Totales de los
mismos. En ambas lineas celulares son expresadas en pg Equivalentes de Acido Galico (ug Eq de
AG) de cada EL.

En la Figura 13 la representacion por pozo de las concentraciones en las placas de 24 pozos,
aquellos en blanco fueron llenados con Agua Esterilizada. En la linea celular murina se realizé una

concentracion mas que en la de cancer de colon afiadiendo la concentracion de 50 ug Eq de AG.

5.4.3 CAMARA DE NEUBAUER

La camara de conteo es un aparato de vidrio Optico especial de precision. Se utiliza para
contar células u otras particulas en suspensiones bajo el microscopio (Bastidas O, 2015).
En la Figura 14 (B) los cuatro cuadrantes de los extremos tanto superiores como inferiores y que
cuentan con 16 cuadros mas pequeiios en blanco, ahi es donde se realizd el conteo de las células
por microscopio invertido discriminando a aquellas células de los bordes internos (marcados en
negro oscuro en la imagen), la cdmara cuenta con dos hemocitometros (superior e inferior),
contando cada hemocitémetro seria un conteo independiente.
Se realizaron 4 conteos independientes en un Hemocitometro (Camara de Neubauer) por medio de
la férmula:

(Numero de células / Numero de campos) x 10,000 x ml de la suspension celular

(Bastidas O, 2015).

Céamara Neubauer B8 ~ 1mm

et Il
Il

A Canal transversal

p——

BN |
B [
Ly

S
M,

-
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.

% b B ol
Canales longitudinales o

Figura 14. Representacion de la Camara de Neubauer (Bastidas O, 2015).
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5.4.4 % PROLIFERACION y % SOBREVIVENCIA

La proliferacion celular se calcul6 de acuerdo a la ecuacion:

%P= (Numero de células por pozo x 100) / Numero de células del control de ASB 0.5%

La sobrevivencia celular se calculé mediante la ecuacion:

%S= (Numero de células por pozo x 100) / Numero de células del control inicial

5.4.5 CIs0y CL50

La Toxicidad es la capacidad de una sustancia quimica de causar dafios a los organismos
vivos, se refiere a los efectos adversos ocurridos dentro de un periodo de tiempo después de la
administracion de una unica dosis. Se suele presentar en forma de dosis o concentracion letal media
(DLsp 0 CLsg), que es la expresion derivada estadisticamente de una dosis o concentracidon que es
letal para el 50% de los organismos de prueba expuestos durante un periodo definido de tiempo,
esta depende de la cantidad de la sustancia administrada o absorbida y del tiempo de exposicion a
ella (Gad, 2014). La concentracion inhibitoria medio (CI50) es una medida de la eficacia de una
sustancia en la inhibicion de una funcidén bioldgica o bioquimica especifica. Esta medida
cuantitativa indica cuanto de una sustancia (inhibidor) se necesita para inhibir a la mitad un proceso
biologico dado (o componente de un proceso, es decir, una enzima, célula, receptor celular o
microorganismo) (Cheng y Prussof, 1973). Las concentraciones inhibitorias del 50% de Ia
proliferacion celular (CIS0) se calcularon mediante regresion lineal del log de la concentracion
contra el porcentaje de proliferacion y las concentraciones letales del 50% de la sobrevivencia

celular (CL50).

5.4.6 CITOMETRO DE FLUJO

La citometria de flujo representa un método rapido objetivo y cuantitativo de analisis de
células, nucleos, etc. en suspension. Es un método que permite la medicion rdpida de ciertas
caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en liquido que producen una
sefial de forma individual al interferir con un haz de luz. Una de las caracteristicas analiticas mas
importantes de los citdmetros de flujo es su capacidad de medir multiples parametros celulares,
como el tamafio, forma y complejidad y, por supuesto, cualquier componente celular que pueda ser

marcada con un fluorocromo (Shapiro; 2003).
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En este trabajo, para ver marcadores de muerte celular se utilizé Citometro de Flujo Muse® (Figura
15) y se utiliz6 el kit de Anexina V y Muerte Celular Muse® para ver si los EL de la hoja de

Amaranto indujeron a apoptosis.

Figura 15. Imagen del Citémetro de Flujo Muse® (Merck Millipore, 2016)

5.4.6.1 ANEXINA V

La Anexina V se utiliza para evaluar la apoptosis temprana y tardia (Merck Millipore,
2016). El ensayo se basa en la translocacion de la fosfatidilserina (PS) a la superficie exterior de la
membrana celular, un evento asociado a menudo con el inicio de la apoptosis ya que es una de las
maneras mas inconfundibles de detectar la apoptosis en estadios tempranos comprobando la
localizacion de la PS en la membrana plasmatica; La PS es un tipo de fosfolipido que en células
viables se mantiene en la monocapa interior de la membrana celular cuando se empieza a
desencadenar el proceso de la apoptosis, la PS migra a la capa externa de la membrana, esta
localizacion puede ser detectada facilmente ya que la Anexina V se une especificamente a la PS en
una reaccién dependiente de calcio, las moléculas de Anexina V se marcan con diferentes
fluoréforos para detectar apoptosis mediante diversas técnicas como, por ejemplo, citometria de
flujo (Callahan et.al, 2003). En estadios tardios de apoptosis, cuando la membrana plasmatica ha
perdido su integridad y el DNA se hace accesible, se emplean moléculas fluorescentes que actuan
como agentes intercalantes en los acidos nucleicos de doble cadena (y, por tanto, en el DNA) como

el Yoduro de Propidio (PI) y la 7 aminoactinomicina D (7-AAD) (Wlodkowic et.al, 2011).
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Figura 16. Esquema de la externalizacion de la PS en un célula apoptotica y unién con Anexina V

(GrupoTaper, 2014)

5.4.6.1.1 KIT DE ANEXINA V y MUERTE CELULAR Muse®

El ensayo con el kit del Muse® Anexina V y Muerte Celular utiliza un solo reactivo y dos
colorantes para tefiir y diferenciar células vivas, muertas y apoptoticas de manera confiable. A
principios de la via apoptotica, moléculas de PS son trasladadas a la superficie exterior de la
membrana celular. Anexina V-PE se utiliza para detectar PS en la membrana externa de las células
apoptoticas. Por otro lado, 7-AAD, se impregna en células muertas y células con apoptosis en
ultima etapa ¢ tardia. El Analizador Muse® guia paso a paso hasta 4 diferentes poblaciones de
células: células muertas, las células vivas, principios y finales de las células apoptdticas (Merck
Millipore, 2016). Para interpretar los resultados de los eventos en cada uno de los cuatro cuadrantes
son los siguientes:

* Cuadrante inferior izquierdo: células viables, no sometidos a la apoptosis detectable

* Cuadrante inferior derecho: células en las primeras etapas de la apoptosis

* Cuadrante superior derecho: células en las ultimas etapas de la apoptosis o muerte por
mecanismos apoptoticos.

* Cuadrante superior izquierdo: células que han muerto a través de la necrosis, pero no a través de la

via apoptotica (Merck Millipore, 2016) (Figura 17).

APOPTOSIS PROFILE

Dead Lhte Apop./Dead
3.47% 1879 %

.;’?.""’7‘;:

VIABILITY
N

271 %
Early Apop

3 Y
ANNEXIN V  Apoptotic

Figura 17. Esquematizacion del ensayo de Anexina V y Muerte Celular del Muse® (Merck
Millipore, 2016).
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Figura 18. Las moléculas de PS se trasladan a la superficie externa de la membrana celular donde la

Anexina V puede unirlas facilmente (Millipore, 2013).

5.4.6.2 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

LDH es una enzima estable que es liberada rapidamente en el medio de cultivo celular a un
dafio en la membrana plasmatica, por lo que se considera como el marcador mas ampliamente
utilizado en un estudio de citotoxicidad (Decker y Lohmann-Matthes, 1988; Korzeniewski y
Callewaert, 1983) ya que se encuentra en muchos tejidos del cuerpo, pero es mayor su presencia en
el corazon, higado, rifiones, musculos, glébulos rojos, en el cerebro y en los pulmones (Spriet et.al,
2000; Li, 1989) y se libera al plasma como consecuencia de la destruccion celular (fisiologica o

patoldgica) por lo que es un marcador de destruccion celular (BioVision, 2015).

25



VI. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo estadistica descriptiva presentando los resultados con promedios y desviaciones
estandar, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) seguido por una prueba pos hoc de Tukey y
de Dunnet con un intervalo de confianza del 95% (p<0.05) utilizando el programa estadistico SPSS
v.21 y GraphPad Prisma v.5 para la caracterizacion de los extractos. Las curvas dosis-respuesta se
analizaron mediante regresion lineal simple. Los datos experimentales de dosis-respuesta se
analizaron mediante una prueba t-student para muestras independientes (p<0.05) y una post hoc de

Tukey para la diferencia entre CI50 y CL50.

VIL. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 COMPARACION DE LOS EXTRACTOS LIOFILIZADOS (ELA y ELM)

En la Tabla 1. Se puede observar que al comparar ambos extractos liofilizados (metandlico
y acuoso) el contenido de CFT, CA, TC, y AT se encuentran significativamente (p<0.05) en mayor
cantidad en el Extracto Liofilizado Metan6lico (ELM) que en el Extracto Liofilizado Acuoso (ELA)
(Ver Graficas de las Figuras 22- 25), en el caso de los CFT se caracterizan por reaccionar
facilmente a un compuesto organico como lo es el metanol (Badui Dergal, 2006) lo que explica con
el aumento significativo al utilizar metanol para su extraccion, esto se compara con los resultados
obtenidos en un estudio que indica que los extractos de la hoja tenian mas capacidad antioxidante y
que esto se atribuia a la variedad de los compuestos extraidos con etanol, y no solo a los
compuestos fenolicos (Lopez-Mejia et.al, 2014). En un estudio, demuestran que los extractos
aislados con disolventes polares en mezcla de metanol/agua tuvieron antioxidantes mas fuertes que
los extractos obtenidos con acetona (Kraujalis et.al, 2013). Las antocianinas de la hoja de amaranto
A. hypochondriacus I. parecieron ser mas afines a esta mezcla (metanol-agua) del extracto
metandlico, ya que a pesar de que la literatura indica que estos son solubles al agua, también suelen
ser solubles en metanol y etanol (Badui Dergal et.al, 2006) aunque al extraerlas en 100% acuoso, la
pigmentacion rojiza de la hoja se dejo ver claramente en comparacion con el extracto metanodlico
(80/20 '/, metanol/agua) a pesar que estos provienen de la misma muestra seca molida de amaranto

A. hypochondriacus I. (Chen y Luo, 2010; Baublis et.al, 1994) (Figuras 19- 21).
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Figura 19. Extracto Acuoso de la Hoja de Amaranto 4. hypochondriacus [. antes y después de

Liofilizar

Figura 20. Extracto Metandlico de la Hoja de Amaranto A. hypochondriacus I. en proceso de

congelacion por acetona en el Freezer.

Figura 21. Fotografia del Extracto Metanolico filtrado en un matraz de bola a bafio maria listo para

roto-evaporar.

En la Figura 19 se puede observar el Extracto Acuoso después de filtrar por medio de papel filtro
whatman (A) después en un estado sélido por el que fue congelado por medio de un Freezer
(LABCONCO) con Acetona a -40 °C (B) y después de liofilizarse por 48 hrs (C). La coloracién
entre el Extracto Acuoso que es de un color rojizo y la coloracion del Extracto Metanolico es verde
oscuro, a pesar de que ambos extractos provienen de la misma muestra de hoja de amaranto al

utilizar diversos solventes la coloracidon cambia notablemente.
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Tabla 1. Comparacion de los extractos liofilizados metandlico y acuoso en cuanto a Capacidad
Antioxidante (CA), Compuestos Fenolicos Totales (CFT), Antocianinas (AT), Taninos
Condensados (TC) en 100 g de EL de la Hoja de Amaranto “A. hypochondriacus I.”.

ELM
3848 + 366 * 3603.4 £ 188 * 21.7+0.76 * 10351 + 827* 1419.5 + 154 *

ELA
2232.6 +£58.3 1463.3 £103.5 12.7 £ 0.44 2671.1 £ 183.5 917.5+87.3

Los resultados se muestran como el promedio de tres determinaciones £ 1 desviacion estandar. Las
determinaciones fueron expresadas en 100 g de ELM Metanol/Agua 80/20 "/, y ELA 100% Acuoso.
La CA por DPPH se expresé en mg Eq. De Ac. Ascérbico y FRAP en g Eq Acido Ascérbico, CFT
en mg Eq Acido Galico, TC en mg Eq Catequina y AT en mg Eq Cianidina-3-glucosido.

*Muestran diferencia significativa (p<0.05) entre ambos extractos.

Es necesario determinar la capacidad antioxidante de una muestra por diferentes tipos de ensayo
(Huang et.al, 2005). En este estudio, se utilizaron dos métodos diferentes para comparar la actividad
antioxidante de los extractos liofilizados. El método DPPH ha sido ampliamente utilizado para
evaluar la capacidad de eliminacion de radicales libres. El otro método por FRAP se mide por la
transferencia de electrones, es también un ensayo sencillo de medir la potencia antioxidante total,
mientras que la reaccion se lleva a cabo en condiciones acidas. Cuando un radical férrico se reduce
a la forma ferrosa (Benzie y Strain, 1996). En otro estudio, se compararon hojas y flores de otra
especie vegetal con distintos solventes, para comparar la capacidad antioxidante con tres diferentes
métodos (DPPH, ORAC, ABTS), y en todos los métodos utilizados tanto en hojas como en flores,
la capacidad antioxidante es mayor cuando utilizan metanol a diferencia de etanol o agua (Heoa
et.al, 2014). Hongyian y colaboradores determinaron la capacidad antioxidante por el método de
FRAP en hojas de amaranto A. hypochondriacus expresando sus valores en 62.21 pmol Eq de Ac.
Ascorbico/ g de materia seca (Hongyian et.al, 2015). Kraujlis y colaboradores, determinan por
DPPH la capacidad antioxidante del extracto metandlico de la hoja de amaranto, dando un valor de
46.9 umol Eq de Trolox/ g de extracto metandlico y 8.91 9 umol Eq de Trolox/ g de materia seca
(Kraujalis et.al, 2013)
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Figura 22. Grafica del contenido de Contenido de Compuestos Fendlicos Totales en los ELA y

ELM (* p<0.05).
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Figura 24. Contenido de Taninos Condensados en ELA y ELM (*p<0.05).
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Figura 25. Contenido de Antocianinas en ELA y ELM (* p<0.05).

En un estudio se compararon diferentes especies de Amaranthus (A. caudatus y A, cruentus) usando
diferentes partes de la planta, las hojas obtuvieron los mas altos niveles de compuestos fendlicos
totales y betalainas, un pigmento muy parecido al de las antocianinas, mientras que las semillas y
los tallos fueron los mas bajos. La especie A. hypochondriacus favorablemente tuvo el mayor
contenido de compuestos fendlicos en comparacion con las hojas de las otras dos especies
reportando 14.94 mg Eq de Ac. Galico / g de materia seca, sus extractos fueron metanoélicos al 80%

(Hongyian et.al, 2015) nuestros resultados en CFT son mayores de lo reportado en este estudio en
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un 49% en el caso del extracto liofilizado acuoso, y por el doble con el extracto metanolico
liofilizado, esto posiblemente puede deberse a las condiciones climaticas de los cultivos de donde se
obtuvo la muestra donde se pudo haber influido en la produccién de estos metabolitos secundarios,
la muestra utilizada en este estudio fue cultivado en los invernaderos de la Facultad de Ingenieria
campus Amazcala, de la UAQ y también a los métodos de extraccion utilizados. Regresando al
estudio de Hongyian y col. reportan que sus resultados en otros estudios el contenido de CFT fue
reportado por otros mas alto que los resultados de ellos. Segun Kraujalis y colaboradores, al
comparar la materia seca de la hoja de amaranto con el extracto metandlico de la misma, hay una
diferencia en el CFT que es cinco veces mayor en el extracto metanolico, ya que en el extracto
metandlico la cantidad de CFT reportada es de 32.3 mg Eq de Ac. Galico /g de extracto lo cual se

compara con los valores del ELM de este estudio. (Kraujalis et.al, 2013).

7.2 EXTRACTOS DE HOJA DE AMARANTO EN CELULAS MURINAS Y HUMANAS

Como se menciond en la metodologia, se realizaron 4 repeticiones de las curvas dosis-
respuesta para ambos extractos y ambas lineas celulares, sin embargo cabe mencionar que no se
muestran los resultados del ELM en HT-29, por cuestiones que imposibilitaron la repeticion del
mismo en esta linea celular.

La duracién de la exposicidon de las células a las diferentes concentraciones utilizadas (0.01, 0.1, 1,
10, 100 pg Eq de Ac. Galico/ml en el caso de HT-29) y (0.01, 0.1, 1, 10, 50,100 pg Eq de Ac.
Galico/ml en el caso de NIH/3T3) fue de 24 hrs, después se procedid a hacer el anélisis estadistico
donde se presentan los resultados en las graficas (Figuras 36-31) como promedios y desviacion
estdndar asi como las significancias estadisticas.

Para el calculo de las concentraciones se baso en el contenido de la determinacién de compuestos
fenolicos de ambos extractos y expresar dichas concentraciones en Eq de Acido Galico (AG), ya
que es un compuesto fenodlico natural que se encuentra en muchas especies vegetales, se ha
relacionado con diversas actividades biologicas como antioxidante, antiinflamatorio, entre otras.
Muchos reportes han indicado que el AG inhibe la proliferacion celular y promueve la apoptosis en
cé¢lulas tumorales, sin ejercer ningin efecto deletéreo en células normales (Inoue et.al, 2000;

Isuzugawa et.al, 2001).
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7.2.1 CURVA DOSIS-RESPUESTA NIH/3T3
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Figura 26. % de Proliferacion del ELA en NIH/3T3

Los resultados se muestran como el promedio de cuatro determinaciones £ I desviacion estandar.

* Muestran diferencia significativa (p<0.05) de las concentraciones contra el Control de Albumina
Serica Bovina (ASB) por medio de una prueba post hoc de Dunnet. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) comparando todas las concentraciones entre si incluyendo el

control por medio de una prueba post hoc de Tukey.

La grafica de la Figura 26 muestra el % de Proliferacion de las células NIH/3T3 en presencia de las
diferentes concentraciones del Extracto Acuoso (ELA) de la hoja de Amaranto 4. hypochondriacus
[. en 0.5 ml de medio DMEM + ASB, EI control de ASB indica el 100% de células, 82.6%, 71.6%
74%, 69.2%. 31.4 % y 3.9% respectivamente con cada concentracién de menor a mayor (0.01-100
png Eq de AG) también se puede observar que en base al andlisis estadistico con la prueba Dunnet
las concentraciones 10, 50 y 100 pg Eq de AG fueron aquellas que presentaron diferencia
significativa con respecto al control, es decir, se inhibid la proliferacion celular en un 30.8%, 68.6%
y 96.1% respectivamente y que no existe diferencia significativa comparando todas las
concentraciones entre si incluyendo el control excepto las concentraciones 50 y 100 pg Eq de AG
esto puede indicar un efecto citotoxico del ELA usando estas concentraciones mas altas, y una
tendencia a la inhibicion de la proliferacion se puede observar desde la concentracion mas pequeiia,
aunque no de manera significativa. El % de Proliferacion ayuda a determinar la Concentracion
Inhibitoria Media CI50 mediante regresion lineal del log de la concentracion contra el porcentaje de

proliferacion (Ver Tabla 2).
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Figura 27. % de Sobrevivencia del ELA en NIH/3T3

Los resultados se muestran como el promedio de cuatro determinaciones £ I desviacion estandar.

* Muestran diferencia significativa (p<0.05) de las concentraciones contra el Control Inicial (C0)
por medio de una prueba post hoc de Dunnet. Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) comparando todas las concentraciones entre si incluyendo el control por medio de una

prueba post hoc de Tukey.

La gréfica de la Figura 27 muestra el % de Sobrevivencia de las células NIH/3T3 en presencia de
las diferentes concentraciones del Extracto Acuoso (ELA) de la hoja de Amaranto A4.
hypochondriacus I. en 0.5 ml de medio DMEM + ASB, El control inicial (C0) indica el 100% de
células, 115%, 101.2% 105.7%, 97.9%. 42.8% y 4.5% respectivamente con cada concentracion de
menor a mayor (0.01-100 pg Eq de AG) también se puede observar que en base al andlisis
estadistico con la prueba Dunnet las concentraciones 50 y 100 pg Eq de AG fueron aquellas que
presentaron diferencia significativa con respecto al control disminuyendo en un 57.2% y 95.5%
respectivamente, y que no existe diferencia significativa comparando todas las concentraciones
entre si incluyendo el control excepto las concentraciones 50 y 100 ng Eq de AG esto puede indicar
un efecto citotoxico del ELA usando estas concentraciones mas altas ya que no parece que exista un
efecto citotoxico que indiqie que las células estén muriendo a bajas concentraciones (0.01-10 pg Eq
de AQG) segun la prueba pos hoc de Tukey al no mostrar significancia estadistica. El % de
Sobrevivencia ayuda a determinar la Concentracion Letal Media CL50 mediante regresion lineal del

log de la concentracion contra el porcentaje de proliferacion (Ver Tabla 2).
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Figura 28. % de Proliferacion del ELM en NIH/3T3

Los resultados se muestran como el promedio de cuatro determinaciones £ I desviacion estandar.

* Muestran diferencia significativa (p<0.05) de las concentraciones contra el Control de Albumina
Serica Bovina (ASB) por medio de una prueba post hoc de Dunnet. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) comparando todas las concentraciones entre si incluyendo el

control por medio de una prueba post hoc de Tukey.

La grafica de la Figura 28 muestra el % de Proliferacion de las células NIH/3T3 en presencia de las
diferentes concentraciones del Extracto Metandlico (ELM) de la hoja de Amaranto A.
hypochondriacus I. en 0.5 ml de medio DMEM + ASB, El control de ASB indica el 100% de
células, 99.5%, 91.5% 72.4%, 60.9%. 38.4% y 16.3% respectivamente con cada concentracion de
menor a mayor (0.01-100 pg Eq de AG) también se puede observar que en base al andlisis
estadistico con la prueba Dunnet que desde la concentracion 1 - 100 pg Eq de AG presentaron
diferencia significativa con respecto al control, es decir, se inhibi¢ la proliferacién celular en un
27.6%, 39.1%, 61.6 y 83.7% respectivamente y comparando todas las concentraciones entre si
incluyendo el control las concentraciones mas bajas (0.01 y 0.1 pg Eq de AG) no tienen diferencia
significativa entre ellas ni con el control de ASB, y entre las concentraciones (1 y 10 ug Eq de AG)
no hay diferencia significativa entre ellas pero si con respecto a las concentraciones mas bajas y el
control y en comparacion con la concentracion mas alta (100 pg Eq de AG); la concentracion 10 y

50 pg Eq de AG no son diferentes significativamente asi como entre la 50 y 100 pg Eq de AG.
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Figura 29. % de Sobrevivencia del ELM en NIH/3T3

Los resultados se muestran como el promedio de cuatro determinaciones £ I desviacion estandar.

* Muestran diferencia significativa (p<0.05) de las concentraciones contra el Control Inicial (C0)
por medio de una prueba post hoc de Dunnet. Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) comparando todas las concentraciones entre si incluyendo el control por medio de una

prueba post hoc de Tukey.

La gréfica de la Figura 29 muestra el % de Sobrevivencia de las células NIH/3T3 en presencia de
las diferentes concentraciones del Extracto Metandlico (ELM) de la hoja de Amaranto A.
hypochondriacus I. en 0.5 ml de medio DMEM + ASB, El control inicial (C0) indica el 100% de
células, 144.1%, 130.1% 107.9%, 90.8%. 62.8% y 22.1% respectivamente con cada concentracion
de menor a mayor (0.01-100 pg Eq de AG) también se puede observar que en base al andlisis
estadistico con la prueba Dunnet no existe diferencia significativa entre las concentraciones con
respecto al control inicial esto no se observa de la misma manera con la prueba post hoc de Tukey
en la que claramente indica que hay diferencia significativa entre la concentracion 0.01 y 0.1 pg Eq
de AG con respecto al control pero de manera inversa ya que pareciera que a pequefias
concentraciones en lugar de inhibir la proliferaciéon el ELM elucidara la respuesta proliferativa de
las células murinas y a partir de la concentracion de 1, 10 y 50 pg Eq de AG indujera el efecto
citotoxico del ELM al disminuir el porcentaje de células sin ser significativo con respecto al control,

lo que puede que no hay un efecto citotoxico del ELM usando estas concentraciones mas altas
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Figura 30. Comparacion del % de Proliferacion entre ELM y ELA en NIH/3T3
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Figura 31. Comparacion del % de Sobrevivencia entre ELM y ELA en NIH/3T3

Lo anterior puede indicar que el efecto citotoxico es mas notable del ELM en comparacion con el
ELA al observar que desde la concentracion 1 pug Eq de AG hay un cambio significativo en la
disminuciéon del porcentaje de células en presencia del ELM (Figura 29). Sin embargo en
comparacion con el ELA las células murinas suelen ser deletéreas en presencia del Extracto Acuoso
a una concentracion de 100 pg Eq de AG al observar un porcentaje menor de células que en el

Extracto Metandlico (Figuras 30 y 31).
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7.2.2 CURVA DOSIS-RESPUESTA EN HT-29
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Figura 32. % de Proliferacion del ELA en HT-29

Los resultados se muestran como el promedio de cuatro determinaciones £ I desviacion estandar.

* Muestran diferencia significativa (p<0.05) de las concentraciones contra el Control de Albumina
Sérica Bovina (ASB) por medio de una prueba post hoc de Dunnet. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) comparando todas las concentraciones entre si incluyendo el

control por medio de una prueba post hoc de Tukey.

La gréfica de la Figura 32 muestra el % de Proliferacion de las células HT-29 en presencia de las
diferentes concentraciones del Extracto Acuoso (ELA) de la hoja de Amaranto 4. hypochondriacus
[. en 0.5 ml de medio DMEM + ASB, El control de ASB indica el 100% de células, 82.2%., 72.9%
57.6%, 32.7% y 4.8 % respectivamente con cada concentraciéon de menor a mayor (0.01-100 pg Eq
de AG) también se puede observar que en base al andlisis estadistico con la prueba Dunnet a partir
de las concentraciones 0.1 - 100 pg Eq de AG presentaron diferencia significativa con respecto al
control, es decir, se inhibi6 la proliferacion celular en un 27.1%, 42.4% 67.3% y 95.2%
respectivamente y que no existe diferencia significativa entre las concentraciones 0.01 y 0.1 pg Eq
de AG con respecto al control de ASB con una prueba post hoc de Tukey (p<0.05) tampoco existe
diferencia significativa entre las concentraciones de 0.01 — 1 pg Eq de AG asi como entre 1 y 10 pg
Eq de AG y 10 y 100 ug Eq de AG comparando todas las concentraciones entre si; esto puede
indicar una inhibicion de la proliferacion celular desde concentraciones muy pequefias de manera

significativa del ELA en células de cancer de colon humano (HT-29).
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Figura 33. % de Sobrevivencia del ELA en HT-29

Los resultados se muestran como el promedio de cuatro determinaciones £ I desviacion estandar.

* Muestran diferencia significativa (p<0.05) de las concentraciones contra el Control Inicial (C0)
por medio de una prueba post hoc de Dunnet. Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) comparando todas las concentraciones entre si incluyendo el control por medio de una

prueba post hoc de Tukey.

La gréfica de la Figura 33 muestra el % de Sobrevivencia de las células ht-29 en presencia de las
diferentes concentraciones del Extracto Acuoso (ELA) de la hoja de Amaranto 4. hypochondriacus
. en 0.5 ml de medio DMEM + ASB, El control inicial (C0O) indica el 100% de células, 103.5%,
87.7% 75.4%, 42.2% y 5.2% respectivamente con cada concentracion de menor a mayor (0.01-100
png Eq de AG) también se puede observar que en base al andlisis estadistico con la prueba Dunnet
las concentraciones 10 y 100 pg Eq de AG fueron aquellas que presentaron diferencia significativa
con respecto al control inicial disminuyendo en un 57.8% y 94.8% respectivamente, esto quiere
decir que posiblemente la CL50 se encuentre en un rango de 10 y 100 ug Eq de AG (Ver Tabla 2) y
que no existe diferencia significativa comparando todas las concentraciones entre si incluyendo el
control excepto las concentraciones 10 y 100 pg Eq de AG esto puede indicar un efecto citotoxico

del ELA usando estas concentraciones mas altas.
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Figura 34. Comparacion del % de Proliferacion del ELA entre ambas lineas celulares
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Figura 35. Comparacion del % de Sobrevivencia del ELA entre ambas lineas celulares

En las Gréficas anteriores (Figuras 34 y 35) se puede observar el efecto del Extracto Acuoso en
ambas lineas celulares utilizadas (NIH/3T3 y HT-29) comparando las mismas concentraciones, en
la grafica de la Figura 34 el * indica si existe diferencia significativa (p<0.05) entre cada
concentracion del ELA en cada linea celular del % de Proliferacion. Siendo la concentracion 0.01 y
10 pg Eq de AG las concentraciones con una disminucidon en la proliferacion de manera
significativa del ELA entre NIH/3T3 y HT-29, siendo las células de cancer de colon humano las

mdas impactadas ante el extracto acuoso, sin embargo aunque la prueba estadistica no indica
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significancia en todas las concentraciones se puede observar una tendencia de que la linea celular
HT-29 tuvo un mayor impacto del ELA en comparacion con las de fibroblastos murinos.
En la Grafica de la Figura 35, las concentracion de 10 pg Eq de AG es la que obtuvo una diferencia

significativa entre una linea celular y la otra por el ELA en cuanto al % de Sobrevivencia.

7.2.3 CI50 y CL50 EN NIH/3T3 y HT-29

Tabla 2. CI50 y CL50 de los Extractos Acuoso y Metandlico en Células Murinas y Humanas.

CIS0 4.16 1.09
ELA CL50 31.43 3.68
CIS0 9.29 0.91
ELM CL50 75.46 18.4

La Tabla 2 muestra las CIS0 y CL50 de los extractos Acuoso y Metanolico en las células de cancer
de colon humano (HT-29) y fibroblastos murinos (NIH/3T3). En general las CI5S0 y CL50 en
NIH/3T3 son mayores que en HT-29 en 2.8 y 7.5 veces mas respectivamente del ELA y 9.2 y 3

veces mas respectivamente en el caso del ELM.
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7.3 ANALISIS DEL CITOMETRO MUSE®

7.3.1 ANALISIS DE ANEXINA V y MUERTE CELULAR

7.3.1.1 MUERTE CELULAR NIH/3T3
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Figura 36. Control de ASB 0.5% en NIH/3T3 en ensayo de Anexina V y Muerte Celular
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Figura 37. CL50 del ELA en NIH/3T3 en ensayo de Anexina V y Muerte Celular
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Figura 38. CL50 del ELM en NIH/3T3 en ensayo de Anexina V y Muerte Celular
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Figura 39. Grafica del % células del ELA y ELM con el Control de ASB en células murinas.

En la Figura 39 se puede observar que tanto con el ELA y ELM el porcentaje de células
predominante son las células muertas y desechos celulares en comparaciéon con el control donde
¢stas en su mayoria se encuentran viables. El ensayo de Anexina V y Muerte Celular del Muse ® se
realiz6 a las 8 hrs de haber aplicado las CL50 de cada uno de los extractos. Claramente se puede
deducir que los Extractos de la hoja de amaranto A. hypochondriacus I. estan induciendo a una
muerte celular abrupta en los fibroblastos murinos, se esperaria que hubieran sido detectados mas
células vivas en cada uno de los extractos, ya que se usa una concentracion letal media donde la
mitad de las células deberian morir mas no el cien porciento.

En estudios anteriores, se ha demostrado que compuestos antioxidantes que son aislados, como es el
caso del &cido galico un compuesto fendlico que abunda en diversas especies vegetales comestibles

como plantas o frutas, induce a muerte celular por apoptosis y por necrosis en fibroblastos de
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pulmoén, células hepaticas y en células tumorales (Hscie et.al, 2014; Hscie et.al, 2016). En
fibroblastos de pulmoén se reportd haber reducido la proliferacion celular a una concentracioén entre
50-75 uM reduciendo la proporcion de fase G1 y aumentando las fases S y G2 / M de los mismos,
lo que sugiere la detencion del ciclo celular en las fases S y G2 / M. Alas concentraciones 100-150
uM indujo a muerte celular y hubo cambios en su morfologia (Hscie et.al, 2016), cabe destacar que
el AG utilizado en ambos estudios por Hscie y colaboradores era un compuesto aislado y puro de
esta manera indujo la muerte celular necrética a través de la generacion rapidamente de ROS (Inoue
et.al, 2000), lo que desencadena la liberacion de Ca’ " por el reticulo endoplasmico hacia el
citoplasma, aumentando la concentracién citosolica de Ca”> ~1lo que conduce a la activacion de
calpaina I dependiente de Ca>" Ademés, esta cadena de eventos causa la ruptura de la membrana

lisosomal y, en ultima instancia, la muerte celular necrotica en estas células (Hscie et.al, 2014).
GA
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Figura 40. Induccion del AG en células hepaticas (Hscie et.al, 2014)

Una de las concentraciones usadas por Hscie y colaboradores fue de 30 ug/ ml de AG a las 4 hrs
encontraron inhibicion de la proliferaciéon de manera significativa, esto concuerda con la CL50 del
ELA (31.43 pg Eq de AG/ml) en nuestro estudio, sin embargo la exposicioén del ELA en las células
NIH/3T3 fue de 8 horas, cuando en este estudio ellos a la mitad del tiempo que nosotros
encontraron el efecto citotoxico, ya que a las 6 horas con una concentracion de 50pg/ ml de AG
ellos encontraban citotoxicidad a un 100% (Hscie et.al, 2014).

Asi mismo otro estudio por Yun y colaboradores, aislaron las antocianinas de uva morada y las
probaron en células de cancer de colon (HT-29) a una concentracion de 400 pg/ ml de antocianinas
totales de la uva, reportando que inhibe la actividad proliferativa y la migracion celular en un 95%

con respecto al control (Yun et.al, 2010).
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En el presente estudio, a pesar de que se expresaban las concentraciones en ug Eq de AG/ml, los
extractos de la hoja de Amaranto A. hypochondriacus I. son una mezcla compleja conformada por
grandes cantidades de sales y minerales que pudieron haber provocado un shock osmético en las
células fibroblasticas murinas provocando asi la muerte abrupta de las células NIH/3T3 debido a
que los disolventes utilizados (Metanol/Agua) son polares atraen compuestos orgéanicos incluyendo

iones y sales minerales que pudieron haber jugado un papel importante en el medio de las células.

VIIL. CONCLUSION

Se encontré que el ELM obtuvo la mayor capacidad antioxidante (CA) y cantidad de compuestos
antioxidantes (AT, CFT y TC) (p<0.05) en comparacion con el ELA. Al ser los compuestos
fenodlicos y demds antioxidantes afines a un disolvente organico ademas de compuestos
antioxidantes otros compuestos que no son aislados ya que se estd usando una materia compleja que
incluyen sales minerales entre otros, pueden estar en conjunto con los metabolitos antioxidantes de
interés. Sin embargo, la literatura ha reportado que el efecto antiproliferativo sugiere que los
compuestos fenolicos pudieran actuar induciendo a muerte celular en ambas lineas celulares. Esto
ha sido demostrado en células de varios tipos de leucemia, cancer de estomago, de pulmon, de
colon, de vejiga, y prostata (Birt et.al, 2001). Sin embargo, en muchos de estos llevadoa a cabo de
manera in vitro, han sido aisalados o utilizados en fases puras de las cuales sélo podran ser
verdaderamente efectivas de esta manera y adjudicarle el efecto a esto. Por tanto el ELA y ELM han
mostrado que a pesar de ser una mezcla compleja y mostrar la sinergia de la planta indujo a muerte
celular con una citotoxicidad del 100% en células murinas. La evidencia indica que se requieren
vias de sefializacion especificas para mediar la necrosis inducida por diferentes sefiales de muerte.
Claramente, se necesita mas trabajo para aclarar el mecanismo que generan de manera aislada los
compuestos antioxidante durante la lesion celular necrética.

Se necesita discriminar con otro ensayo la muerte celular por necrosis como lo es el caso del kit de
Biovision de LDH para el caso de la prueba de los extractos en NIH/3T3 y determinar a as 4 hrs
para ver si encontramos mas porcentaje de células vivas 6 CL25; asi como determinar la parte de

HT-29 en presencia de los extractos por Anexina V y muerte celular en el Muse.
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