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RESUMEN GENERAL

Atributos nutricionales, nutracéuticos y citotoxicos de tres especies de
Anonaceas: guanabana (Annona muricata L.), chirimoya (Annona
cherimola Mill.) y chincuya (Annona purpurea Moc. et Sess.)

Las especies de la familia Annonaceae son apreciadas por sus cualidades
alimenticias, medicinales y agroindustriales. Sin embargo, su cultivo no se ha
formalizado agrondmica y econémicamente en México, debido a que la mayoria
de ellas se encuentran en areas naturales y en huertos de traspatio. En los
ultimos afios el valor de algunas especies se ha incrementado por la
identificacion de metabolitos bioactivos en hojas, raiz, corteza de tallo, frutos y
semillas de importancia nutricional, ademas de ser empleados en la medicina
tradicional, sin embargo, la informacion que sustenta la efectividad de su uso
por sus propiedades nutracéuticas, antioxidantes, medicinales y citotdxicas es
limitada. En el presente estudio se evaluaron las caracteristicas nutricionales,
antioxidantes y citotoxicas de guanabana, chirimoya y chincuya. En la pulpa de
chirimoya se observaron los valores mas altos en las propiedades nutricionales
y antioxidantes; destacando en el contenido de proteina cruda y carbohidratos,
asi como la mayoria de los minerales evaluados (Ca, P, Mg, Na, Fe, Zn y Mn)
en comparacion con guanabana y chincuya. Por otro lado de acuerdo a la
correlacion de Pearson, la actividad antioxidante de estas especies se debe a la
presencia de compuestos fendlicos y acido ascérbico. Comparado con frutos de
otras especies de mayor demanda, las especies de Anonaceas representan un
potencial de nutrientes y minerales, ademads de un alto contenido de
compuestos antioxidantes que las hacen aptas para el consumo. Los extractos
metandlicos de pulpa, cascara, semillas y hojas presentaron toxicidad en
Artemia salina, ademas, los extractos de semilla de las tres especies tuvieron
actividad antiproliferativa sobre células tumorales de cancer de mama MDA-MB-
231 a concentraciones bajas, que no indujeron a las células a una muerte
necrética. Por lo que mas estudios son necesarios para determinar el potencial
de estas especies como fuente de compuestos bioactivos que validen algunos
de los beneficios terapéuticos que se mencionan en la medicina tradicional.

Palabras clave: Annonaceae, nutricionales, antioxidantes, citotoxicas, cancer.

Tesis de Doctorado en Ciencias, en Horticultura, Departamento de Fitotecnia. Universidad
Auténoma Chapingo

Autor: Carlos Raul Lépez Martinez

Director de Tesis: Dra. Maria del Rosario Garcia Mateos
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GENERAL ABSTRACT

Nutritional, nutraceutical and cytotoxic attributes of three species of
Annonaceae: soursop (Annona muricata L.), cherimoya (Annona
cherimola Mill.) and chincuya (Annona purpurea Moc. et Sess.).

The species of the Annonaceae family are appreciated for their nutritional,
medicinal and agro-industrial qualities. However, their cultivation has not been
formalized agronomically and economically in Mexico, because most of them
are found in natural areas and backyard gardens. In recent years, the value of
some species has increased due to the identification of bioactive metabolites in
leaves, roots, stem bark, fruits and seeds of nutritional importance, in addition to
being used in traditional medicine, however, the information supporting the
effectiveness of their use for their nutraceutical, antioxidant, medicinal and
cytotoxic properties is limited. In the present study, the nutritional, antioxidant,
and cytotoxic characteristics of soursop, cherimoya and chincuya were
evaluated. The cherimoya pulp showed the highest values in nutritional and
antioxidant properties, especially in crude protein and carbohydrate content, as
well as most of the minerals evaluated (Ca, P, Mg, Na, Fe, Zn, and Mn) in
comparison with soursop and chincuya. On the other hand, according to
Pearson’s correlation, the antioxidant activity of these species is due to the
presence of phenolic compounds and ascorbic acid. Compared with fruits of
other species of higher demand, Annonaceae species represent a potential for
nutrients and minerals, in addition to a high content of antioxidant compounds
that make them suitable for consumption. Methanolic extracts of pulp, peel,
seeds and leaves showed toxicity on Artemia salina, in addition, seed extracts of
the three species had antiproliferative activity on MDA-MB-231 breast cancer
tumor cells at low concentrations, which did not induce cells to necrotic death.
Therefore, more studies are needed to determine the potential of these species
as a source of bioactive compounds to validate some of the therapeutic benefits
mentioned in traditional medicine.

Key words: Annonaceae, nutritional, antioxidant, cytotoxic, cancer.

Doctoral Thesis in Science, in Horticulture, Fitotecnia Department. Universidad Autonoma
Chapingo

Author: Carlos Raul Lépez Martinez

Advisor: Dr. Maria del Rosario Garcia Mateos
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1. INTRODUCCION GENERAL

Una alimentacion saludable favorece el buen estado de salud del consumidor y
disminuye el riesgo de enfermedades cronicas relacionadas con ella (Calafias-
Continente, 2005); por lo cual, la dieta es un determinante fundamental para
lograr ese estado, ya que se ha demostrado una influencia positiva de una dieta
saludable contra las enfermedades cronico degenerativas, como las
cardiovasculares, obesidad, diabetes, cancer, demencias, osteoporosis Yy
malformaciones congénitas, entre otras (Royo Bordonada, 2017). Actualmente
las personas muestran una tendencia hacia una dieta mas balanceada basada
principalmente en el consumo de frutas y hortalizas, complementada con un
régimen de actividad fisica que ayuden en el cuidado de la salud (Lopez
Camelo, 2003).

Lo anterior crea la necesidad de obtener informacion sobre la composicion
nutricional de los alimentos y compuestos que ayudan a mantener las funciones
vitales de los seres humanos en Optimas condiciones (Azcona, 2013).
Considerando a los alimentos una fuente de nutrientes (agua, fibra y minerales)
y sustancias bioactivas (nutracéuticos y antioxidantes) como lo son los
compuestos fendlicos, los flavonoides y la vitamina C, metabolitos que ayudan a
la prevencion de enfermedades cronico-degenerativas (de Hernandez et al.,
2012; OMS, 2003).

Algunas especies de frutales representan una fuente nutricional indiscutible, por
contener sustancias bioactivas que fortalecen el sistema inmune y otras con
importantes funciones terapéuticas. Sin embargo, la falta de estudios sobre sus
constituyentes fitoquimicos impide estandarizar su consumo y aportar valor a su

produccion (Torres-Guevara et al., 2021).



El género Annona en México, es uno de los mas importantes de la familia
Annonaceae debido a sus cualidades organolépticas, digestivas y nutritivas,
ademas sus frutos son apreciados por sus propiedades medicinales y
agroindustriales (Gonzalez Vega, 2013). Varios usos medicinales tradicionales
han sido documentados para tratar diversos problemas de salud (fiebre, dolor,
enfermedades respiratorias, enfermedades de la piel, parasitos, infecciones
bacterianas, hipertension, inflamacion, diabetes y cancer) (Coria-Téllez et al.,
2018). Algunos compuestos identificados en estas especies son alcaloides,
compuestos fendlicos y acetogeninas que actian como mecanismos de
defensa en las plantas ya que poseen un efecto citotoxico o citostatico y
caracteristicas como la seleccion evolutiva o actividad biolégica que las
convierten en una fuente inestimable de nuevas sustancias con posible

actividad antitumoral (Cendales & Suarez, 2016).

Justificacién

En México el cultivo de las especies de la familia Annonaceae ha sido poco
aprovechado, sin embargo, por la diversidad de usos de algunas especies
(alimenticios, terapéuticos, conservacion de agroecosistemas e insecticidas)
presenta grandes perspectivas como un cultivo alterno con rentabilidad
econdmica (Hernandez et al., 2014a; Hernandez-Fuentes et al., 2016). Son
pocos los trabajos de investigacion sobre la composicion nutricional vy
fitoquimica de estas especies, con excepcion de la guanabana y la chirimoya:
por otro lado, otras especies son consideradas como productos secundarios o
subutilizados, que no han traspasado las fronteras locales o regionales, ni han
sido aprovechadas agroindustrialmente (Hernandez et al., 2014a; Paternina et
al., 2013).

Los estudios realizados hasta el momento en estos frutos son insuficientes para
validar cualquier efecto terapéutico y mas en el caso de enfermedades
complejas y graves. Se han demostrado efectos anticancerigenos de la
guanabana, pero no se han estudiado en humanos. Las investigaciones

publicadas sobre la actividad anticancerigena han sido realizadas en cultivos



celulares (in vitro) y con principios activos extraidos de partes de la planta,
principalmente semillas y hojas, lo que limita la posibilidad de que las partes
frescas, el fruto en infusiones o sus extractos puedan tener el efecto que se les

atribuye (Morén Rodriguez et al., 2010).

La presencia de metabolitos secundarios en plantas de especies de la familia
Annonaceae se debe a distintos factores como el género y la especie, edad de
la planta, las caracteristicas del suelo y la amplia diversidad de climas donde se

distribuyen (Aminimoghadamfarou;j et al., 2011; Harborne, 1993).

Hipotesis
Las tres especies estudiadas presentaran diferencias significativas entre los
contenidos de los metabolitos evaluados debido principalmente a la variabilidad

entre especies, a los sitios de colecta y a las condiciones de desarrollo.

Objetivo general
Evaluar las caracteristicas nutricionales, nutracéuticas y citotoxicas de tres
especies de la familia Annonaceae (guanabana de huerto comercial; chirimoya,

de huerto de traspatio y chincuya silvestre).

Objetivos particulares

Determinar los atributos nutricionales de la pulpa del fruto de guanabana,
chirimoya y chincuya mediante un analisis proximal (humedad, cenizas,
proteina cruda, lipidos, fibra cruda y carbohidratos) y mineral (Ca, P, Mg, K, Na,
Fe, Zn, Cu, Mn, B).

Determinar el potencial nutracéutico de la pulpa del fruto de las tres especies
cuantificando el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y &cido

ascorbico para determinar su actividad antioxidante.

Evaluar la toxicidad de extractos metandlicos de pulpa, céscara, semillas y
hojas de las tres especies de Anonaceas mediante un bioensayo en Artemia

salina.



Evaluar las propiedades citotdéxicas de los extractos metandlicos de las tres

especies en células de la linea tumoral MDA-MB-231 de cancer de mama.

La investigacion propuesta, se realizé en dos etapas descritas en los Capitulos

3y 4 de la presente tesis.

En el Capitulo 3 se investigaron algunas propiedades quimicas de las especies
de Anonéaceas. Se evaluo la calidad nutricional y antioxidante de la pulpa de los
frutos, ademas se determind la toxicidad de los extractos metandlicos de la
pulpa, cascara, semillas y hojas de estas especies mediante un bioensayo en
Artemia salina. Los resultados mostraron que, comparado con frutos de
consumo habitual las especies de Anonaceas son una buena fuente de
nutrientes y minerales, ademas de un alto contenido de compuestos fendlicos y
acido ascorbico (vitamina C), que les aportan capacidad antioxidante, lo que los
hace aptos para ser consumidos en la dieta de las personas, sin embargo, se
recomiendan otros estudios que avalen los beneficios terapéuticos que se les
atribuyen a estas especies, ya que algunos de los extractos presentaron
toxicidad para Artemia salina, lo que podria representar un riesgo para los

consumidores.

En el Capitulo 4 se determiné el efecto antiproliferativo, necrético y apoptético
de extractos metandlicos de pulpa, cascara, semillas y hojas de guanabana,
chirimoya y chincuya sobre células tumorales de cancer de mama (MDA-231-
MB), con la finalidad de evaluar sus propiedades citotoxicas. Las lineas
celulares de cancer se utilizan como modelos experimentales que ayudan
probar la eficacia de diferentes extractos o productos usados en terapias, antes
de su uso en humanos (Hui et al., 2006). Se encontr6 que solo los extractos
metandlicos de semilla de las tres especies tuvieron actividad antiproliferativa,
gue no induce a las células una muerte necrética. Por lo que mas estudios son
necesarios para determinar el potencial de las semillas como fuente de

compuestos anticancerigenos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Especies de Anonaceas

La familia Annonaceae se ubica dentro de las plantas mas primitivas (Agustin &
Ledesma, 2014); constituida por arboles, arbustos, raramente sub-arbustos y
trepadoras o lianas (Agustin & Ledesma, 2014; Kessler, 1993). Comprende
cerca de 2 500 especies agrupadas entre 130 y 140 géneros, que se distribuyen
en las regiones tropicales de América, Asia, Australia y las islas del Pacifico
(Gonzélez Vega, 2013). En el Continente Americano, el género Annona spp., se
distribuye en las zonas con clima tropical y subtropical y su biodiversidad se ve
representada por unas 120 especies, de las aproximadamente 20 se cultivan
por su valor econémico (de Hernandez et al., 2012; Gonzalez Vega, 2013;
Hernandez et al., 2014b). En México se encuentran 14 géneros y 63 especies
de Anonéaceas distribuidas principalmente en regiones tropicales del sureste,
localizadas en areas silvestres, huertos comerciales y huertos de traspatio
(Agustin & Ledesma, 2014).

Dentro de la familia Annonaceae se encuentran algunos géneros que se
caracterizan por la utilidad de sus frutos (Paternina et al., 2013), con mayor
demanda comercial como la guanabana (A. muricata L.), la chirimoya (A.
cherimola Mill.), el saramuyo (A. squamosa L.), la atemoya (A. hybrida), la ilama
o papausa (A. diversifolia Saff.), la anona colorada o amarilla (A. reticulata L.) y
la chincuya o cabeza de negro (A. purpurea L.) (Agustin & Ledesma, 2014;
Hernandez et al., 2014a). En México, algunas de estas especies son cultivadas,
la guanabana (A. muricata L.) en los estados del Golfo (Veracruz y Tabasco) y
Pacifico (Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas), la
chirimoya (A. cherimola Mill.) en los estados del Centro (Estado de México,
Guanajuato, Michoacan, Puebla y Morelos) y el anén 6 saramuyo, (A.



squamosa L.) en el Sureste (Yucatan) (Agustin & Ledesma, 2014; Hernandez et
al., 2014a; Paternina et al., 2013).

Las especies de mayor produccion en México son guanabana (Annona muricata
L.), chirimoya (A. cherimola Mill.) y saramuyo (A. squamosa L.) (Agustin &
Ledesma, 2014; Hernandez et al., 2014b). Para el 2019, la superficie
cosechada de guanabana fue de 3 176 ha, con un volumen de produccion de
30 790 t y con un rendimiento promedio de 9.6 t ha’ en los estados de
Campeche, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Puebla, Tabasco,
Veracruz y Yucatdn. En el caso de chirimoya se cosecharon 36 ha, se
produjeron 247 t con un rendimiento promedio de 6.86 t ha™ en los estados de
Michoacan y Morelos, finalmente para el caso de saramuyo la superficie
cosechada fue de 48 ha, el volumen de produccion fue de 431 t con un
rendimiento de 8.9 t ha™ exclusivamente en el estado de Yucatan. Actualmente,
el estado de Nayarit es el principal productor de guanabana, con una superficie
de 2 205 ha y un volumen de produccion de 23 230 t (SIAP, 2019). Chincuya

solamente se cultiva en huertos familiares o en traspatios.

2.1.1. Annona muricata Linn.

La guandbana Annona muricata Linn, también conocida con los nombres de:
Catoche, Anona de México, Graviola, Anona de la India, Mole, Soursop (en
inglés), etc., es una planta originaria de América, especificamente de la region
tropical de Sudamérica; se cultiva desde el nivel del mar hasta los 1 000 m,
pero su altitud optima para el perfecto desarrollo oscila entre 400 y 600 m en
regiones célidas que van desde México hasta Brasil. En la actualidad esta
especie se encuentra ampliamente distribuida en Asia y Africa (Gordillo et al.,
2012; Pinzén-Garcia et al., 2016; Reyes Montero et al., 2018; SEPHU, 2010).

Los arboles presentan hojas alternas, enteras y sin estipulas. Flores axiales,
solitarias o en fasciculos de prefloracion valvar. Todos los carpelos fecundados
contienen una semilla, generalmente de color negro, y que al secarse se vuelve

marrén, caracteristica que sirve para la identificacion y descripcion del fruto. Si



el 6vulo no se fertiliza correctamente, el carpelo correspondiente tiende a no
desarrollarse, por lo que el fruto se deforma. El fruto es altamente perecedero,
el color varia del verde claro al oscuro, virando a un tono amarillento que indica

su grado de madurez (Figura 1). La pulpa del fruto maduro es carnosa, de color

blanco, ligeramente &cida, con un pH superior a 4, de sabor dulce y muy
aromatica (Cardozo et al., 2009; Quispe et al., 2007; SEPHU, 2010).

%
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Figura 1. Caracteristicas de la guanabana (Annona muricata L.). A) Arbol, B)
Hojas, C) Flor y D) Fruto. Fuente: Moghadamtousi et al. (2015).

La calidad del fruto de guanabana esta condicionada por sus caracteristicas
externas que dependen de la variedad, forma, tamafo y grado de madurez; e
internas, determinadas por el contenido de vitaminas, carbohidratos,
aminodacidos, minerales y las apreciadas por los sentidos olor, sabor, color y
textura de la pulpa (Paternina et al., 2013; Ramirez-Méndez et al., 2012,
Sandoval et al., 2014; von Breymann et al., 2013). El fruto es una buena fuente
de vitamina C, metabolito que ayuda a mantener la piel y la mucosa en estado
saludable, posee efecto antioxidante y es un factor importante en el desarrollo y

mantenimiento de huesos, cartilagos y dientes (Gordillo et al., 2012).



Aunque la informacién sobre la composicion quimica, el valor nutricional, los
usos medicinales y toxicologia del fruto de guanabana es limitada (Gordillo et
al., 2012). Es una de las especies comestibles mas importantes comercialmente
por su agradable sabor y aroma, asi como por sus multiples usos tanto como
fruta fresca y procesada, generalmente es consumida en forma de helados,
cremas, dulces, néctares, jugos, yogurt, polvo para agua fresca, licuados y
vinos, esto permite un mayor valor agregado al prolongar su vida de anaquel.
En los Ultimos afios se ha despertado el interés por sus diversos usos y
aplicaciones, principalmente por compafiias empacadoras de frutos,
embotelladoras de refrescos y en laboratorios farmacéuticos para la extraccion
de sustancias que puedan tener efectos contra el cancer. Por lo que existe una
gran fortaleza en el aprovechamiento integral de este frutal, comercial,
industrial, medicinal, farmacéutico, fitotéxico y alimenticio (Herndndez et al.,
2014a; Ramirez-Méndez et al., 2012).

2.1.2. Annona cherimola Mill.

La chirimoya o chirimoyo (Annona cherimola Mill.) es conocida en paises, como
Pera, Chile, Espafa y México, mientras que en Costa Rica se le da el nombre
de anona (Castro, 2007). EI nombre chirimoya aparentemente se deriva de

Y

“chirimuya” que en Quechua significa “semilla fria”, esto se refiere a la region
andina donde se localiza principalmente esta especie, zona relativamente fria
comparada con las regiones donde estan presentes el resto de las especies de
Annona (Vanhove, 2008). También en condiciones tropicales se adapta a
alturas superiores a los 900 m, con temperaturas no muy altas. Se puede
esperar un buen desarrollo en alturas entre 1 500 y 2 500 m en las regiones
templadas, con una precipitacion no excesiva (Castro, 2007). Esta especie
también estd presente en areas naturales o en huertos semi-domesticados
(Agustin & Ledesma, 2014). Varias investigaciones sefialan que el centro de
origen se encuentra en la zona altoandina de Ecuador y Perd, de donde se
difundié hacia Centro América, a las Antillas y posteriormente, en el afio 1785
lleg6é hasta Jamaica. En la actualidad A. cherimola es una especie comercial

con distintos cultivares y variedades en Chile, Bolivia, México, Centroamérica,



Estados Unidos, Antillas, Argentina, Africa Central, Indochina, Islas Canarias,
Madera, Argelia, Egipto, Israel y Espafia, el ultimo pais es uno de los mayores
productores mundiales de frutos de chirimoya. (Delgado Ortiz, 2005; Gayoso
Bazan & Chang Chavez, 2017; Zavala et al., 2009).

El arbol de chirimoya es un arbol pequefio que presenta exuberante follaje,
porte erguido y a veces ramificado. El tallo es cilindrico, de corteza mas o
menos gruesa, lisa o ligeramente veteada de color verde grisacea. Las hojas sin
estipulas son enteras, simples y lisas, de disposicién alterna y de forma ovada u
ovada-lanceolada. Las flores, son muy aromaticas, hermafroditas, presentan
seis pétalos amarillentos jaspeados de puarpura, son poco llamativas, solitarias o
en ramilletes de dos o tres, sobre un corto e inclinado pedunculo inserto en las
axilas de las hojas. El fruto de la chirimoya es tipo agregado, es un sincarpio
gue procede de una sola flor y esta formado por la fusién de muchos carpelos.
El tamafio y forma depende del niumero de carpelos fecundados. La casi
totalidad de los carpelos contienen una semilla de color negro y consistencia
dura. La cascara es delgada y fragil; su superficie verde oscura, casi lisa, lleva
como una red de sombras que denota los limites de cada frutilla (Figura 2). La
pulpa es de color blanco, posee una textura carnosa, blanda, cremosa,
moderadamente jugosa y aromatica, de sabor ligeramente acido o muy dulce
cuando se sobremadura, a veces descrito como una mezcla entre la pifia, el
mango Yy la fresa; con numerosas semillas de color desde marrén oscuro a
negro (Castro, 2007, Delgado Ortiz, 2005; Gonzalez Vega, 2013).

La chirimoya es parecida a la guandbana, pero de menor tamafio (SEPHU,
2010) y comercialmente es un cultivo subutilizado. El fruto se consume como
fruta fresca o fruta de mesa, en ensaladas de frutas o su pulpa como
componente de jugos comerciales de otras frutas. Ademas de su consumo
fresco, también es posible consumirla procesada, en forma de yogur, helados,
batidos de leche, flan, jugos y vinos. Algunas empresas latinoamericanas
congelan cantidades limitadas de chirimoya que se exportan a los Estados

Unidos y a la Unidn Europea para ser usadas en la elaboracion de postres. Es



un fruto con abundantes azucares solubles, es fuente de vitaminas (B1, B2, B3

y C) y minerales (hierro, calcio y fésforo) (Castro, 2007, Vanhove, 2008).

Figura 2. Caracteristicas de la chirimoya (Annona cherimola Mill.). A) Hojas, B)
y C) Flor y D) Fruto. Fuente: Gayoso Bazan y Chang Chavez (2017).

Las semillas son residuos del procesamiento industrial, no poseen valor
comercial y se consideran un material de desperdicio que contribuye a la
contaminacion ambiental (Restrepo & Vinasco, 2010; SEPHU, 2010). Sin
embargo, las semillas trituradas se pueden usar como bio-insecticidas para la
eliminacién de piojos y chinches; el manejo debe ser cuidadoso ya que algunos
de los alcaloides que contienen las semillas son toxicos y afectan seriamente
los ojos; y las acetogeninas presentes en estas semillas poseen algunas

propiedades farmacolégicas (Castro, 2007; Vanhove, 2008).

2.1.3. Annona purpurea Moc. et Sess.
La Annona purpurea Moc. et Sess. (chincuya, sincuya, cabeza de negro o
guanacona), es una especie de Anonacea poco conocida, ya que su

distribucion esta restringida del sur de México hasta el norte de América del Sur
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(Panama, Colombia y Venezuela), que tiene un gran potencial, nativa de
Mesoameérica, se encuentra de manera silvestre o cultivada (especialmente en
huertos caseros); es originaria de América Central y posiblemente del Norte de
América del Sur. Es comdn en tierras bajas costeras del sur de México,
Panama, Colombia y Venezuela (Barbeu, 1984; Luna-Cazares & Gonzalez-
Esquinca, 2015; Morton, 1987; Orellana, 2014; Vidal-Lezama et al., 2019).
Crece en sitios abiertos con climas secos a hiumedos en altitudes de 0 hasta
1 200 m, con precipitaciones anuales mayores a 2 000 mm y en diversos tipos
de suelo. Es parte de la composicion floristica de los estados de Chiapas,
Michoacan, Oaxaca, Jalisco, Veracruz, Yucatan, Campeche, Guerrero y

Tabasco (Luna- Cazares & Gonzalez-Esquinca, 2015).

Arbol o arbusto de 4 a 10 m de altura con copas anchas y extendidas. Hojas
simples, alternas deciduas, membranosas con pedicelos de 3 a 5 mm de largo,
de ovadas a eliptico ovadas, en su mayor parte de 12 a 30 cm de largoy de 6 a
14 cm de ancho, apice acuminado, redondeadas en la base, verdes y glabras
por el haz y palidas a moreno velludo adn con la edad, por el envés. Flores
extra axilares, solitarias y grandes. Tres pétalos externos de 5 por 2 cm,
carnosos y de color rosado. Frutos agregados (sincarpicos), globosos,
ampliamente ovoides o esferoides, de 15 a 20 cm de diametro, completamente
tomentoso, con numerosas protuberancias rigidas, piramidales (picos) (Figura
3). Semillas ovoides muy numerosas de color castafio (Luna-Cazares &
Gonzalez-Esquinca, 2015; Orellana, 2014; Romero-Soler & Cetzal-Ix, 2015).

De acuerdo con Luna-Cazares y Gonzalez-Esquinca (2015) la especie se usa
como portainjerto en el mejoramiento genético de diversas especies de Annona
debido al tamafio del fruto, cascara gruesa, color atractivo de la pulpa y su
aroma. Es un arbol de sombra debido a su abundante follaje y la madera se

emplea para postes de cercas (Orellana, 2014).

De la chincuya se consume la pulpa fresca de los frutos maduros, la pulpa es
fiborosa de color anaranjado, fragante y segun algunos con cierto sabor a

mango. En ocasiones es insipida, aunque su fruto es comestible, su ingestién
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produce diarrea en algunas personas. Se usa como ingrediente principal para
elaborar helados, dulces, jugos o bebidas (refrescos). EI empleo medicinal de
diversas partes de la planta es sumamente variado, en México el jugo de
chincuya se usa como remedio para la fiebre y las frialdades, la disenteria,
diarrea y congestion, asi como para aliviar la ictericia (Luna-Cazares &

Gonzalez-Esquinca, 2015; Orellana, 2014).

Figur3. Caracteristicas de la cincya (Annona purpurea MC. et Sess.). Ay
C) Fruto inmaduro, B) Flor y D) Fruto maduro. Fuente: Girén y Gonzalez (2020).

Las plantas de la familia Annonaceae han sido reconocidas como una fuente de
metabolitos secundarios (compuestos fendlicos, acetogeninas, alcaloides,
terpenoides y esteroides) identificados principalmente en las hojas y semillas
de estas especies, los cuales son de interés, debido al potencial que poseen
para ser aprovechados con fines farmacéuticos (actividad antioxidante,
actividad antimicrobiana, antitumoral, citotoxica y antimalaria) o agricolas en la
conservacion de agroecosistemas e insecticidas naturales (Lucio et al., 2015;
Lujan-Hidalgo et al., 2015; Pumiputavon et al., 2019). Se ha demostrado que las
acetogeninas de la familia Annonaceae presentan efecto antiproliferativo sobre
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lineas celulares cancerosas que inducen apoptosis en este tipo de células en
ensayos in vitro e in vivo, por lo que en la busqueda y desarrollo de nuevos
farmacos, las acetogeninas de esta familia constituyen moléculas relevantes
(Schlie-Guzméan et al., 2009).

De acuerdo a lo anterior, la presencia de los metabolitos secundarios justifican
las caracteristicas nutracéuticas, antioxidantes y diversas propiedades
medicinales, entre otras, que se le atribuyen a diversas plantas, principalmente
a algunas reconocidas desde tiempos ancestrales, como es el caso particular

de varias especies de las anonaceas.

2.2. Alimentacion saludable

La alimentacién saludable constituye uno de los principales factores de
promocioén y mantenimiento de una buena salud durante toda la vida. La dieta
inadecuada es uno de los principales factores de riesgo de aparicion de las
principales enfermedades no transmisibles, como las cardiovasculares, el
cancer o la diabetes mellitus (Garcia et al., 2016). Por lo que la nutricién en los
seres bioldgicos y en especial en el hombre es una parte imprescindible para su
salud fisica y mental e indispensable para su actividad diaria y su productividad
(Biruete Guzman et al.,, 2009). Debido a ello, en los dltimos afios, las
investigaciones se han centrado en los alimentos ricos en nutracéuticos,
antioxidantes naturales, fibras dietéticas, colorantes naturales, minerales y
vitaminas, alimentos con bajo contenido de calorias, colesterol y grasas, libres
de aditivos sintéticos (EI-Samahy et al., 2007). Las frutas conforman un grupo
de alimentos necesarios en la dieta humana. Su contenido en agua, fibra,
vitaminas y minerales las hacen una fuente de nutrientes necesarios para
disfrutar una vida saludable. Entre las frutas tropicales, las especies de la
familia Annonaceae destacan por su aroma y sabor, y se ha determinado que
posee propiedades con efectos beneficiosos a la salud (de Hernandez et al.,
2012).

Las propiedades nutracéuticas y medicinales de los vegetales principalmente se

explican por la presencia de los metabolitos secundarios. Estos son un grupo de
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compuestos no esenciales para el desarrollo de la planta, sin embargo, estas
sustancias intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su
ambiente y son los responsables de los efectos terapéuticos de éstas.
Presentan propiedades biolégicas como la proteccion y defensa contra
depredadores y patégenos, muchos desempefian funciones ecoldgicas
(atrayentes o repelentes de animales) (Daniel; 2006; Sierra et al., 2018). Estos
metabolitos difieren de los metabolitos primarios en que se sintetizan en
pequefas cantidades y no de forma generalizada. Se agrupan en cuatro clases
principales: terpenos, compuestos fendlicos, glucosidos y alcaloides (Pérez-
Urria Carril & Avalos, 2009). Los metabolitos primarios difieren de los
secundarios porque son indispensables para la vida de los organismos, en
particular para las funciones fundamentales de los vegetales. La presencia de
metabolitos secundarios en los extractos vegetales justifica las propiedades

medicinales y toxicas de algunas especies (Rivas-Morales et al., 2016).

2.3. Nutracéuticos

Nutracéutico es cualquier sustancia presente en los alimentos o partes de
alimento que proporcionan un beneficio especifico para la salud, incluyendo la
prevencion y el tratamiento de enfermedades (Barbera Mateos y de Sanidad,
2011; Martinez & Atiasaran, 2000). Son sustancias biologicas extraidas de
fuentes naturales, que se caracterizan mediante procesos biotecnoldgicos anti-
desnaturalizantes para conservar sus propiedades originales sin haber algun

tipo de manipulacion quimica (Biruete Guzman et al., 2009).

Se usan como terapias biologicas no especificas para promover el bienestar,
prevenir procesos malignos y controlar sintomas de algunos malestares (Prabu
et al., 2012). Existen diversas opciones para la clasificacion de los nutracéuticos
dependiendo de su naturaleza quimica, su mecanismo de accién y su origen
(Jiménez et al., 2015). El interés por los nutracéuticos surge a partir de estudios
epidemioldgicos que indican que una dieta especifica 0 un componente de la
dieta se asocia con un menor riesgo para una cierta enfermedad (Tapas et al.,
2008).
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2.4. Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que retrasa o previene la oxidacion de
un sustrato oxidable (proteinas, acidos nucleicos, lipidos de membranas) por la
presencia de radicales libres (particulas con un electron solitario o
desapareado) actuando como donador de electrones (agente reductor) y
neutralizando a esas particulas sumamente reactivas, a pesar de estar presente
el antioxidante en concentraciones mas bajas que el sustrato (Mariaca et al.,
2016). Estas sustancias en algunos casos pueden revertir el dafio oxidativo de
las moléculas afectadas (Alomar, 2007) protegiendo a los componentes clave
de las células (Badarinath et al., 2010). Por lo tanto, el papel de estas
sustancias es clave en la reduccion de enfermedades cardiovasculares, de
tumores y de enfermedades neurodegenerativas, también actlan potenciando

el sistema inmunoldégico (Batalla, 2007).

La proteccién contra los radicales libres puede mejorar por el consumo de
antioxidantes en la dieta; al respecto, algunas investigaciones han reportado
gue los alimentos que contienen antioxidantes pueden ser de gran importancia
en la prevencion de enfermedades como el cancer (Alam et al., 2013; Pisoschi
& Negulescu, 2011). Entre los antioxidantes mas importantes en los alimentos
se encuentran las vitaminas C y E, los carotenoides, y los flavonoides. Algunos
fitoquimicos juegan un papel importante en la salud por su actividad
antioxidante, antiinflamatoria y aumento del potencial inmune Existe una gran
variedad de alimentos con diversos antioxidantes, vitamina C y beta-carotenos,
cuyo consumo disminuye el riesgo de desarrollar algunos tipos de cancer
(Vallejo-Zamudio et al., 2017).

2.5. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante ocurre cuando un metabolito neutraliza cualquier
radical libre con uno o mas electrones solitarios (desapareados) (Frei, 2012). Es
la capacidad de algunas moléculas presentes en los alimentos y sistemas
biolégicos de eliminar o inhibir radicales libres por reacciones redox (Floegel et

al., 2011). Se han desarrollado varios métodos para medir la capacidad
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antioxidante total de alimentos, bebidas, dietas, extractos de plantas y
antioxidantes comerciales (Alam et al., 2013; Pisoschi y Negulescu, 2011).
Entre los mas populares se encuentran ensayos que implican la medicion de la
desaparicion del color con los radicales libres DPPH o ABTS generados in situ
durante el andlisis (Kim et al., 2002; Kuskoski et al., 2005). Entre los principales
metabolitos con propiedades antioxidantes se encuentran los compuestos
fendlicos y los flavonoides, asi como diversas vitaminas, entre ellas la vitamina
C.

2.6. Compuestos fendlicos

Son metabolitos secundarios presentes en casi todas las plantas, se pueden
dividir en grupos de acuerdo a su ruta biosintética y estructura quimica, tales
como &cidos fendlicos, estilbenos, cumarinas, ligninas y flavonoides (Kim et al.,
2003; Ross y Kasum, 2002). Los compuestos fendlicos son moléculas que
tienen uno o mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico (Figura 4). Miles
de estos compuestos fendlicos se encuentran en las plantas y se clasifican en

diferentes tipos de grupos funcionales (Pefarrieta et al., 2014).

OH OH OH OH OH
OH HO OH OH
OH

CHs
Catecol Resorcinol Hidroquinona Cloroglucinol ~ 4-metilresorcinol

Figura 4. Estructuras quimicas de compuestos fendlicos simples. Fuente:
Pefnarrieta et al. (2014).

Son sustancias cristalinas e incoloras solubles en agua y en disolventes
organicos que tienen un olor caracteristico (Michalowicz & Duda, 2007). Forman
parte de los metabolitos secundarios de las plantas y su principal funcion es la
proteccion en las células del deterioro y estrés oxidativo, causado por las
condiciones del medio ambiente, por el ataque de herbivoros y organismos
patdégenos (Konczak et al., 2014). Proveen soporte mecanico a la planta, atraen
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polinizadores o dispersores de frutos, absorben la radiacion ultravioleta y actdan

como agentes alelopaticos (Ramawat, 2004).

Son responsables de las caracteristicas sensoriales de las plantas y alimentos,
la astringencia de frutas y hortalizas. Ademas de las vitaminas y otros
metabolitos, los compuestos fendlicos se consideran importantes sustancias
antioxidantes en la dieta, generan interés por sus efectos fisioldgicos, capaces
de fomentar la buena salud y prevenir y aliviar algunas enfermedades en los
consumidores (Mazza, 1998; Pefarrieta et al., 2014). Muchos compuestos
fendlicos por la alta actividad antioxidante les confieren propiedades
anticancerigenas, antimicrobianas, antialérgicas, antiinflamatorias,
antimutagénicas, cardioprotectores y acciones vasodilatadoras, esto debido a

su capacidad para donar electrones (Ramful et al., 2011; Tapas et al., 2008).

2.6.1. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo muy amplio de los compuestos fendlicos, con una
variedad de formas estructurales contienen quince atomos de carbono en su
nucleo basico: dos anillos de seis miembros vinculados con una unidad de tres
carbonos que puede o no ser parte de un tercer anillo (Figura 5). Estos
metabolitos se pueden clasificar en chalconas, flavonas, flavonoles,
flavandioles, antocianinas y taninos condensados (Macready et al., 2009; Tapas
et al., 2008). Se han identificado casi 8 000 estructuras de flavonoides, muchos
de los cuales son responsables de los atractivos colores de las flores, frutas y
hojas (Griffiths et al., 2002; Nijveldt et al., 2001). Ampliamente distribuidos en el
reino vegetal, son de gran importancia para el desarrollo y buen funcionamiento
de las plantas, ya que actian como atrayentes de animales, como agentes
protectores contra la luz UV o contra la infeccion por organismos fitopatégenos
(Cartaya & Reynaldo, 2001).

Dentro de la amplia gama de efectos que se les atribuye, destacan su accion
venotonica, su efecto antioxidante y su capacidad para inhibir diversos procesos
enzimaticos relacionados con el sistema vascular (Luengo, 2002). Son

elementos de la parte no energética en la dieta humana. Se encuentran en
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vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y cerveza. En un principio,
fueron considerados sustancias sin accion beneficiosa para la salud humana,
pero mas tarde se demostraron multiples efectos positivos debido a su accién
antioxidante y eliminadora de radicales libres. Aunque diversos estudios indican
gue algunos flavonoides poseen acciones pro-oxidantes, éstas se producen
s6lo a dosis altas; la mayor parte de las investigaciones sefialan diversas
propiedades y efectos antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, asi como su
papel protector frente a enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas
patologias (Martinez-Flores et al., 2002). Estas sustancias se recomienda
consumirlas en el tratamiento de arterosclerosis, enfermedades
neurodegenerativas, cataratas y en la afectacion del sistema inmunoldgico;
ademas previenen la fragilidad capilar, disminuyen el colesterol, protegen al
higado y al estbmago y presentan actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y
analgésica (Frei, 2012; Packer et al., 1999).

OH

Flavonoide Flavanol Antocianidina

o 0‘
98 )
OH

I
o) @]
Flavona Flavonol

Figura 5. Estructura basica y tipos de Flavonoides. Fuente: Martinez-Flores et
al. (2002).

2.7. Acido ascorbico (Vitamina C)
La vitamina C o acido ascorbico (AA), es una vitamina esencial y un importante

agente antioxidante hidrosoluble, se sintetiza a partir de la glucosa mediante
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una serie de reacciones enzimaticas (Serra & Cafaro, 2007). Quimicamente
(Figura 6), el acido ascorbico es una lactona de seis carbonos del acido 2-ceto-
L-gluconico que tiene relacion estructural con la glucosa y otras hexosas
(Xammar Oro & Donnamaria, 2006). Desde el punto de vista bioquimico, es un
polvo cristalino, blanco e inodoro, muy soluble en agua y relativamente insoluble
en disolventes organicos. En estado seco y protegido de la luz es estable

durante periodos de tiempo muy prolongados (Valdés, 2006).

OH

HOH,c—CH

H \ —
HO OH
CeHgOg

Figura 6. Estructura y férmula quimica de la vitamina C. (Acido ascorbico; Acido
deshidroascoérbico). Fuente: Nufiez Montoya y Rocha (2020).

Es uno de los principales nutrientes de origen natural y antioxidante en nuestra
dieta diaria, tiene efecto anticancerigeno (Kim et al., 2002) y en las membranas
celulares reduce la presencia de radicales libres (Klimczak et al., 2007).
Interviene en mudltiples procesos (formacion de hormonas, neurotransmisores,
carnitina, conversion del colesterol en acidos biliares, incremento en la
absorcién de hierro), ademas de su fundamental intervencion en la sintesis del
colageno (Xammar Oro & Donnamaria, 2006). La mayor parte de los mamiferos
y de las plantas sintetizan vitamina C de forma enddgena a partir de la glucosa
y de la galactosa. Sin embargo, los seres humanos carecen de esta capacidad,
al igual que sucede con algunos animales como los primates, la cobaya, los
murciélagos frugivoros de la India, el caballo, determinadas especies de peces,
algunos insectos y otros invertebrados porque carecen de una enzima
denominada gulonolactona oxidasa implicada en la sintesis del mismo (Valdés,

2006). Por lo tanto, los seres humanos dependen de fuentes exdgenas de
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vitamina C que incluyen frutas y verduras, asi como suplementos alimenticios y

productos farmacéuticos (Okiei et al., 2009).

Debido a que es un poderoso agente antioxidante, esta asociada en la
prevencion de enfermedades degenerativas (cataratas, algunos tipos de cancer
y enfermedades cardiovasculares), ademas es esencial en la reaccion del
sistema inmunolégico (Xammar Oro & Donnamaria, 2006). La fuente primaria
de vitamina C proviene de frutas citricas, kiwi, guayaba, camu-camu, papaya,
melén, fresa, mango, tomate, jugo de naranja, uvas y algunos vegetales como
coliflor, brocoli, repollo, berro, espinaca, pimiento y papa. El consumo de cinco
piezas de frutas y vegetales proporciona una concentraciéon de mas de 200 mg
dia™; por lo que el consumo de frutas y verduras representa una recomendacion
saludable en el entendimiento de los diversos efectos bioldégicos que
proporciona este metabolito (Castillo-Velarde, 2019).

2.8. Las plantas medicinales

Desde tiempos prehistéricos el hombre ha utilizado plantas con fines
medicinales (curativos y preventivos), alimenticios y cosmeéticos. Actualmente,
nuevas especies de plantas promisorias de uso etnofarmacolégico son fuentes
de informacién para el descubrimiento de sustancias con importante actividad
biolégica (Ramirez et al., 2007). Un gran porcentaje de la poblacion mundial
recurre a sistemas de medicina alternativa (Daniel, 2006), los cuales se basan
en la utilizacion de plantas medicinales, que contienen en cualquiera de sus
organos, sustancias con actividad farmacoldgica usadas con fines terapéuticos
(Kuklinsli, 2003). De acuerdo con la Secretaria de Salud, el 90% de la poblacion
mexicana ha optado por alguna de las 4 500 plantas medicinales de México por
lo menos una vez en su vida, de las cuales sb6lo se ha hecho analisis
farmacoldgico al 5% del total de esas plantas (SEMARNAT, 2021).

La medicina tradicional mexicana data de tiempos prehispanicos en la atencion
primaria de la salud (Villarreal-lbarra et al., 2015). En la actualidad es
reconocida como un recurso fundamental para la salud de millones de seres

humanos, es una parte importante de la cosmovision de los pueblos indigenas y
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representa el conocimiento milenario sobre la madre tierra y el uso de plantas
medicinales que los indigenas han resguardado y que tiene un valor
incalculable fortaleciendo y preservando su identidad (Jiménez, 2017). La
medicina actual enfrenta retos sin precedentes, generados por un lado, por los
cambios epidemioldgicos y demograficos, y por el otro, el gran costo financiero

y social que esto representa.

Es un hecho que los grandes avances tecnolégicos permiten mayor precision
diagnéstica y efectividad terapéutica, con una mayor tendencia a la minima
invasion, sin embargo, pese a todo esto, existen riesgos asociados con la
atencion médica los cuales pueden desencadenar incidentes adversos con
consecuencias graves (Moyado, 2017). Organismos internacionales, como la
OMS, estan enfocandose en la medicina tradicional, pues esta creciendo el uso
indiscriminado de medicamentos, la automedicacion y la resistencia a
antibioticos, lo que esta convirtiéndose en un problema de salud publica, ya que
cada vez son mas las cepas resistentes que generan problemas de salud,
incluso de manera inter-hospitalaria. Las plantas utilizadas en la medicina
tradicional contienen principios activos, los cuales pueden ser una solucién para
esta problemaética, por lo cual es importante identificarlos y determinar si es un
compuesto activo o es la mezcla de varios lo que les da estas propiedades (de
Loera Carrera & Ruiz, 2020).

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de la medicina moderna. Su
accion preventiva o curativa se debe a sustancias quimicas que provocan un
efecto fisioldgico en el organismo. Estas sustancias se conocen como principios
activos, generalmente, son producto del metabolismo secundario de la planta.
Los principios activos presentes en los extractos vegetales, tienen propiedades
medicinales o preventivas y funcionan incrementando el bienestar y la salud
(Salas, 2006). La composicion de los extractos varia entre las diferentes
especies, en las distintas partes de la planta y segun sus estados fenoldgicos
(Ringuelet y Vifia, 2013).
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2.8.1. Extractos vegetales

Los metabolitos bioldégicamente activos presentes en los tejidos de plantas, son
extraidos mediante disolventes organicos de diversa polaridad (alcohol, agua,
mezcla de estos u otro disolvente selectivo) y un proceso de extraccion
adecuado (Santamaria et al., 2015). En patrticular, la busqueda de agentes de
origen vegetal contra el cancer en extractos vegetales inicié en la década de
1950, durante el andlisis del potencial inhibitorio de los extractos contra
proteinas involucradas en la resistencia a la quimioterapia tradicional se
encontraron compuestos que corresponden principalmente a derivados
fendlicos, terpenoides, acetogeninas y alcaloides (Orrego, 2015). Por ello,
obtener compuestos naturales con actividad antineoplasica es una de las
prioridades actuales en la lucha contra el cancer, en todos los paises del

mundo.

2.8.2. Toxicidad de extractos en Artemia salina

Desde tiempos ancestrales las plantas han sido utilizadas para el tratamiento
empirico de diversas enfermedades. Varias especies vegetales se han
estudiado sistematicamente con la intencion de identificar los principios activos
responsables de algunas propiedades biolégicas, para proveer drogas o
farmacos de origen natural. Al respecto, en afios recientes, grupos de
investigacion se dedican mediante estudios bio-dirigidos a evaluar extractos
vegetales y a la elucidacion estructural de sus componentes, con el fin de hallar
nuevas alternativas terapéuticas frente a estas afecciones. Sin embargo,
muchas plantas pueden ocasionar reacciones toxicas a quienes las utilizan
empiricamente. Las plantas presentan una composicion muy variada en su
estructura y de ellas son diversos los compuestos bioactivos que manifiestan
efecto antitumoral. Por estas razones la busqueda de agentes antitumorales a
partir de plantas continda siendo una tarea de interés en la obtencién de
mecanismos novedosos de actividad antitumoral (Colom et al., 2005). Sin
embargo, un problema de la fitoterapia popular es la dificultad de llevar un
control sobre la dosis y la calidad del producto, lo cual puede propiciar riesgos y

dafios a la salud. Muchos de los remedios tradicionales son fabricados a partir
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de poblaciones silvestres cuyo contenido quimico puede variar debido a

razones genéticas o ambientales (Loraine & Mendoza-Espinoza, 2010).

Por esta razdn, es necesario determinar, ademas de la evaluacion de su accion
farmacologica, la toxicidad de las plantas medicinales con la finalidad de
contribuir a la guimitaxonomia y al conocimiento entofarmacolégico de algunas
especies vegetales. La evaluacion toxicologica preclinica se realiza
rutinariamente en ratones, el elevado costo de pruebas in vivo, asi como el
sufrimiento causado a los animales, ha motivado el reemplazo de este tipo de
experimentos por algunos modelos o bioensayos. Por lo cual, el ensayo de
letalidad de Artemia salina se ha considerado una herramienta util para la
determinacion preliminar de toxicidad de extractos de plantas (Fernandez-
Calienes Valdés et al., 2009).

Los bioensayos con A. salina como otros modelos han resultado de gran
utiidad y eficacia porque requieren pequefias cantidades de muestras y
permiten la evaluacion rapida de extractos crudos y fracciones, no son
onerosos, conduciendo a la identificacion de los principios activos y
descartando todo lo que no sea de interés. En muchas ocasiones, el factor
clave que ha impedido el descubrimiento rapido de nuevos constituyentes
bioactivos ha sido el uso insuficiente e inadecuado de la tecnologia del
bioensayo (Pino Pérez & Jorge Lazo, 2010). Hoy en dia muchos de los
medicamentos empleados para el tratamiento de diversas enfermedades
incluyendo el cancer, se han obtenido de especies vegetales. La actividad
biolégica puede estar en cualquiera de los tejidos de alguna especie (hojas,
tallos, raices, flores o semillas) que sintetizan a fitoquimicos o sustancias

quimicas llamadas metabolitos o principios activos.

Otros ensayos especificos, como los usados para evaluar la citotoxicidad, son
capaces de detectar mediante diferentes mecanismos celulares conocidos, los
efectos adversos de interferencia con estructura y/o propiedades esenciales
para la supervivencia celular, proliferacion y/o funciones. Con el desarrollo de

mejores y nuevas herramientas como son los bioensayos citotdxicos in vitro
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empleando lineas celulares se realizan con mayor exactitud y rapidez que
permiten el aislamiento, identificacion o la elucidacion estructural de principios
activos, o sirven de modelos estructurales para la obtencién semi-sintética de
nuevos fitofarmacos (Avalos-Soto et al., 2014). Esto ha fomentado el uso de
extractos de plantas y sus metabolitos como fuentes alternativas de
compuestos activos con actividad anticancerigena que ayuden en su

tratamiento.

Las plantas presentan una composicidn variada en su estructura y de ellas son
diversos los compuestos bioactivos que manifiestan efecto antitumoral. Por
estas razones la busqueda de agentes antitumorales a partir de plantas
continua siendo una tarea de interés en la obtencion de mecanismos novedosos
de actividad antitumoral (Colom et al., 2005). Sin embargo, un problema de la
fitoterapia popular es la dificultad de llevar un control sobre la dosis y la calidad
del producto, lo cual puede propiciar riesgos y dafios a la salud (Loraine &

Mendoza-Espinoza, 2010).

2.9. Cancer

El término cancer se utiliza como sinébnimo del término tumor, cuya derivacion
original del latin significa aumento de volumen (Kasper & Blengio, 2006). Es una
enfermedad provocada por células que se multiplican sin control y pueden
migrar e invadir tejidos lejanos, donde encuentran un nicho apropiado para
continuar su crecimiento originando una metastasis que en muchas ocasiones
es la causa de muerte de los individuos afectados (Sanchez, 2013). Los
tumores pueden ser benignos, cuando se encuentran encapsulados, lo que
facilita su extraccion, sin embargo, cuando éstos son capaces de invadir y
diseminarse hasta llegar a la metéstasis se convierten en malignos (Hernandez
Menéndez & Rios Hernandez, 1999). La gran mayoria de los canceres se
origina de una sola célula y se necesitan varias mutaciones acumulativas para
gue una célula normal adquiera un fenotipo maligno (Becker et al., 2007;
Coronel et al., 2019). De acuerdo con el tipo de tejido que afecta, el cancer

puede ser clasificado en diferentes categorias:
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Carcinomas. Este tipo de cancer se origina en la capa epitelial de las
células de los 6rganos o de los tejidos. Representan el 80 a 90 por ciento
de todos los tipos de cancer.

Sarcomas. Se originan en tejidos conectivos y de apoyo incluyendo los
musculos, los huesos, el cartilago y la grasa.

Mielomas. Estos se originan en las células del plasma de la médula.
Leucemias. Son un tipo de cancer que afectan la produccién de glébulos
blancos en la médula.

Linfomas. Estos son canceres del sistema linfatico, pueden afectar a
ganglios linfaticos en sitios especificos como el estémago, el cerebro y
los intestinos (Wild, 2014).

Se desconoce el origen del cancer, pero se sabe que sus causas se pueden

deber a varios factores (fisicos, quimicos y bioldgicos); la exposicion a agentes

quimicos (contaminacion) es uno de los principales factores de riesgo, la edad,

el estilo de vida y la exposicion a radiaciones constantes son otras causas.

Dependiendo de la zona de desarrollo en la actualidad se conocen cerca de 200
tipos de cancer (Wild, 2014).

Mas del 60% de las muertes por cancer ocurren en pacientes de edad

avanzada, por lo que ademas de un tratamiento 6ptimo, se debe actuar en la

prevencion y la deteccion precoz del proceso tumoral. Los tipos de cancer que

son diagnosticados mas frecuentemente en hombres mayores de 65 afios son

los siguientes:

préstata,
pulmén,
colon-recto,
vejiga urinaria y

estbmago.

Y en mujeres mayores de 65 afos:

mama,
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e colon-recto,
e estbmago y
e cuerpo uterino (SEGG, 2018).

2.10. Proliferacién y muerte celular

Las células de un organismo no viven indefinidamente y su vida media depende
del tipo celular. Hay células cuyo periodo de vida es largo, como las musculares
o las neuronas, mientras que la vida de otras es efimera, como algunas células
sanguineas y epiteliales, que se renuevan a partir de sus células progenitoras.
El nimero de células que componen un tejido en un organismo adulto
permanece, dentro de ciertos limites, constante; las células que mueren se
sustituyen por otras, proceso que esta regulado y que asegura el mantenimiento
de un balance adecuado entre la pérdida, la renovacion y la diferenciaciéon
celular. Se calcula que el cuerpo humano produce y erradica cada dia miles de

millones de células (Iracheta, 2007).

El crecimiento, el desarrollo y el mantenimiento de los organismos pluricelulares
dependen no sélo de la produccién de células, sino también de los mecanismos
para destruirlas (Alberts, 2015). La muerte y la proliferacion celular se equilibran
a lo largo de la vida de los organismos multicelulares. El desarrollo de los
animales comienza con la rapida proliferacion de las células embrionarias, que
luego se diferencian para producir los numerosos tipos de células
especializadas que constituyen los tejidos y érganos adultos. Este complejo
proceso de desarrollo implica no solo la proliferaciéon y la diferenciacion celular,

sino también la muerte celular (Cooper & Hausman, 2009).

La proliferacion celular en el cdncer presenta varias propiedades distintivas que
la diferencian de la proliferacién celular normal. Una propiedad, por supuesto,
es la capacidad de formar tumores. Ademas, las células cancerosas exhiben un
namero de otras propiedades de crecimiento distintivas que les permiten

diferenciarse de las células normales (Becker et al., 2007).
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Es posible identificar ciertos rasgos comunes o Hallmarks en las células
tumorales que permiten entender esta enfermedad y ayudan al desarrollo de
nuevas estrategias para su manejo. A medida que las células normales
evolucionan a un estado neoplasico (crecimiento anormal y descontrolado),
adquieren una sucesidn de caracteristicas biologicas distintivas (Figura 7)
durante el desarrollo de multiples pasos en los tumores humanos (Hanahan &
Weinberg, 2011).

Sostener una sefial Evasién de supresor
proliferativa de crecimiento
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Desregulacién
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©

Figura 7. Rasgos distintivos de las células tumorales “Hallmarks”. Fuente:
Tomado y modificado de Chuluyan et al. (2013).

Activar invasion y
metdstasis

Inducir la
angiogénesis

a) Mantenimiento de la sefializacion proliferativa. Las células tumorales se
duplican aceleradamente ya que su tasa de proliferacion es mayor a la del tejido
normal de origen, debido a que su ciclo celular y sus puntos de regulacion se

encuentran desregulados (de Vaca et al., 2018).

b) Desregulacion celular energética. En células tumorales, ciertas mutaciones

y la presencia de un medio pobre en oxigeno conducen al “efecto Warburg

(produccidén de energia en condiciones anaerébicas) (Sanchez, 2013).
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c) Resistencia a la muerte celular. Las células tumorales desarrollan
mecanismos que les permiten evadir la apoptosis causando una falla en la

sefalizacion del receptor de muerte (Sanchez, 2013).

d) Inestabilidad y mutaciéon gendmica. El cancer es el resultado de la
acumulacion de mutaciones en los genes que controlan directamente la
proliferacion y/o muerte celular. Se ha sugerido que las tasas normales de
mutacion, junto con la velocidad de expansion clonal, son suficientes para
generar una alteracion en el proceso normal en los seres humanos e inducir
cancer, pero que es a partir de un mecanismo de evasion en la correccion de
estas mutaciones lo que origina a las células tumorales transformadas (de Vaca
et al., 2018).

e) Induccién de la angiogénesis. Los tumores requieren nutrientes y oxigeno,
asi como la capacidad de evacuar los desechos metabdlicos y el diéxido de
carbono lo cual se lleva a cabo a través de un conjunto de vasos sanguineos
gque permanecen siempre activos y ayudan a sostener los crecimientos

neoplasicos en expansion (Hanahan & Weinberg, 2011).

f) Capacidad de invadir los tejidos y generar metastasis. Algunas células
adquieren mutaciones que les permite desarrollar el potencial de invadir el tejido
gue las rodea y posteriormente contindan con la invasion de vasos sanguineos

o linfaticos (Sanchez, 2013).

g) Inflamacién que promueve la formacion de tumores. La inflamacion
puede contribuir a multiples capacidades distintivas al suministrar moléculas
bioactivas al microambiente tumoral, incluidos factores de crecimiento que
sostienen la sefalizacion proliferativa, factores de supervivencia que limitan la
muerte celular, factores pro-angiogénicos, enzimas modificadoras de la matriz
extracelular que facilitan la angiogénesis, invasién y metastasis, y factores
inductivos (Hanahan & Weinberg, 2011).
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h) Inmortalidad replicativa. Las células tumorales pueden dividirse de manera
indefinida en un proceso denominado “Inmortalizacién” como ocurre en las

células germinales reproductivas (Sanchez, 2013).

i) Evasion al sistema inmunoldgico. Algunas de la células que logran escapar
de la eliminacién entran a una fase de equilibrio en las que son mantenidas en
una dormancia funcional de duracién indefinida por el sistema inmune
adaptativo, hasta que, producto de la constante presion de seleccién, o fallas en
la inmunidad, emergen clones que no son reconocidos, escapan del control y

contindan proliferando (Sanchez, 2013).

j) Evasion de los supresores de crecimiento. La tasa de proliferacion
aumentada se encuentra favorecida por la evasion de los mecanismos de
regulacion negativa de la division celular, controlados por los genes supresores
de tumor. Estos genes actian a distintos niveles, limitando el crecimiento

tumoral y la proliferacion (Sanchez, 2013).

La muerte celular no es un proceso aleatorio, sino que se produce mediante
una secuencia programada de acontecimientos moleculares, en la que la célula
se destruye sistematicamente desde dentro y luego es devorada por otras
células, sin dejar rastro. En la mayoria de los casos, esta muerte celular
programada se produce mediante un proceso denominado apoptosis derivado
de la palabra griega que significa "caer" como las hojas de un arbol (Alberts,
2015). En la actualidad se reconoce que la muerte celular puede ser
programada o no programada (Figura 8). La muerte celular no programada
ocurre generalmente en condiciones de dafio fisico a los tejidos. En cambio, la
muerte celular programada inicia por sefiales moleculares precisas que llevan a
la célula a su muerte. Este tipo de muerte puede ser apoptética o no apoptética.
La diferencia radica en que en la muerte celular apoptética se mantiene la
integridad de la membrana celular, hay ausencia de inflamacion y se activan
enzimas con actividad proteolitica. En contraste, la muerte celular no apoptética

se caracteriza por la ruptura de la membrana celular y la liberacion de
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mediadores inflamatorios y del contenido citoplasmatico al medio extracelular
(Cruz-Martin-del-Campo et al., 2020).

Vacuolizaciéon

Autofagia

Entosis

Inmunologica
Piroptosis

Muerte celular
programada no
apoptética

NETosis

Muerte celular
no programada

Necrosis

Necroptosis

Muerte celular
programada
apoptotica

Partanatos Otros

Apoptosis
Anoikis
Figura 8. Clasificaciébn de la muerte celular con base en su funcion y sus

caracteristicas morfologicas. Fuente: Modificado de Cuz-Martin-del-Campo et
al. (2020).

Basado en criterios morfologicos y bioquimicos se han definido tres clases de
muerte celular: apoptosis, autofagia y necrosis (Agudelo & Lopez, 2010). De
ellas, las mas importantes son la necrosis y la apoptosis, estos dos tipos de
muerte presentan diferencias basadas en su morfologia y bioquimica; siendo la
apoptosis la de mayor relevancia por ser un proceso natural a diferencia de la

necrosis (Dubin & Stoppani, 2000).

2.10.1. Necrosis
La necrosis es un tipo de muerte accidental, 0 no programada, que ocurre
cuando factores externos superan las condiciones fisiologicas del tejido y

someten a la célula a un estrés excesivo e incontrolable (Cuz-Martin-del-Campo
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et al. 2020). Se presenta generalmente en repuesta a un dafio severo y es
inducida frecuentemente por una sobredosis de agentes citotoxicos o por
agentes dafinos como hipoxia, hipertermia, hipotermia, infecciones virales
liticas y venenos, observandose que ciertos tipos celulares responden a

concentraciones farmacoldgicas de algunos medicamentos (Karp, 2011).

En la necrosis hay ganancia de volumen celular (oncosis), ruptura de la
membrana plasmatica y salida del material intracelular (Figura 9). El aspecto de
las células necroéticas resulta de la desnaturalizacién de proteinas y de la
digestién enzimatica autolitica o heterolitica, lo que desencadena una reaccién
inflamatoria localizada; los mediadores pueden variar dependiendo del tejido:

lipasas, proteasas y endonucleasas (Agudelo & Lépez, 2010).

NECROSIS

Figura 9. Necrosis, muerte celular patoldgica. 1. Célula normal, 2. Inflamacion
de los organelos, 3. Ruptura de la membrana plasmatica, 4. Fagocitosis.
Fuente: Modificado de Necrosis, (2021).

2.10.2. Apoptosis
La apoptosis es un proceso fisioldgico que juega un papel importante en el
desarrollo y el mantenimiento de la homeostasis tisular de los organismos. Es

un proceso evolutivamente conservado, se presenta tanto en organismos
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unicelulares como multicelulares (Ortega Torres & Ariza Botero, 2012). Es el
tipo de muerte celular programada mas estudiado debido a que mantiene el
balance fisiol6gico entre la proliferacion y la eliminacion celular (Cuz-Martin-del-
Campo et al., 2020). Es un proceso activo dependiente de energia que
comprende la divisién de la célula por accion de endonucleasas, asi como de
las proteinas por efecto de proteasas. Desde el punto de vista morfolégico, se
caracteriza por la condensacion de la cromatina y el encogimiento celular (Kerr
et al., 1972).
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Figura 10. Pasos principales de la apoptosis. 1. Célula iniciando apoptosis, 2.
Condensacion del nucleo, 3. Ruptura del citoplasma y formacion de cuerpos
apoptoticos, 4. Fagocitosis. Fuente: Modificado de Apoptosis, (2021).
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La célula de cancer no sélo prolifera mas, sino que sobrevive en condiciones
adversas porque evade los mecanismos de muerte celular como la apoptosis,
gue ademas de estar implicada en el origen y la formacion del tumor, también
provoca la respuesta a los tratamientos antineoplasicos. A nivel morfoldgico, se
reconoce por su clara disminucién de volumen, fragmentacion del DNA y

formacion de cuerpos apoptéticos o vesiculas que contienen organelos y
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material celular; este material es fagocitado por células vecinas o macréfagos
(Figura 10), lo que permite que los fragmentos de la célula muerta
desaparezcan sin que pasen al exterior, lo que provocaria una respuesta

inflamatoria en el organismo (Garcia & Gomez, 2010).

En el mecanismo molecular que controla la apoptosis actian varios agentes, de
los cuales uno de los mas importantes y mejor estudiados es el complejo de
cisteinil-aspartato proteasas (caspasas). Se han descrito 11 caspasas en
células humanas que provocan una degradaciéon proteica bien definida hasta
llegar a la formacion de cuerpos apoptéticos (Machado & Concepcion, 2012).
Existen dos vias principales por las cuales se da el proceso apoptético: la via

extrinseca y la via intrinseca (Figura 11).

EXTRINSECA | INTRINSECA

Caspasa 8

|
i
Casn.asaii }— IAP
|
APOPTOSIS Sustriatos ——— > APOPTOSIS

Figura 11. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. Fuente: Modificado de
Garciay Gomez (2010).

Via extrinseca
La via extrinseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones con el
espacio extracelular, recibiendo sefiales proapoptéticas desde el exterior y de

las células vecinas. Dos familias de receptores se han identificado con estas
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caracteristicas: la proteina Fas y el factor de necrosis tumoral (TNF). Esta
caracteristica permite actuar con gran rapidez sin necesidad de sintetizar otros
factores (Garcia & Gémez, 2010; Machado & Concepcion, 2012; Pazo Cid &
Alvarez Alejandro, 2012).

Via intrinseca o mitocondrial

Otra via de induccion de apoptosis es la via llamada mitocondrial, activada por
la liberacion de factores proapoptéticos mitocondriales (como el citocromo C y
la proteina Smac/diablo). Las proteinas de la familia de Bcl-2 regulan la
apoptosis ejerciendo su accidn sobre la mitocondria. La activacién de proteinas
proapoptéticas de la familia de Bcl-2 produce un poro en la membrana externa
de las mitocondrias que permite la liberacion de numerosas proteinas del
espacio intermembrana; entre ellas, el citocromo C.14,15 EIl citocromo C, una
vez en el citosol, activa un complejo proteico llamado "apoptosoma”, que activa
directamente a la caspasa-9. Una vez que la caspasa-9 esta activada, ésta
activa a las caspasas efectoras como la caspasa-3, lo que desencadena las
ultimas fases de la apoptosis. El destino de una célula de morir o sobrevivir esta
determinado por las diferencias en la expresién de estas proteinas, actuando
algunas como promotoras y otras como inhibidoras de las sefiales de apoptosis
(Machado & Concepcion, 2012; Pazo Cid & Alvarez Alejandro, 2012).

2.11. Incidencia del cancer en el mundo y en México

El cancer siempre ha afectado a los humanos, aunque durante siglos su
impacto relativo fue eclipsado por la muerte prematura por enfermedades
infecciosas (Wild et al., 2020), actualmente es una de las principales patologias
que afectan a la poblacion a nivel mundial (Sanchez, 2013), sin embargo,
existen grandes diferencias en la mortalidad por cancer entre paises o regiones
(Wild, 2014), con un incremento en aquellos con ingresos medios y bajos,
atribuible a una aplicacibn menos Optima de las medidas preventivas y al
diagnéstico tardio (Wild et al., 2020).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en el 2020 los tipos de cancer que

causaron un mayor nimero de fallecimientos a nivel mundial fueron:
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e pulmonar (1.8 millones de defunciones),
e colorrectal (935 000 muertes),

e hepético (830 000 defunciones),

e gastrico (769 000 defunciones) y

¢ mama (685 000 muertes) (OMS, 2021).

El cancer es la primera o segunda causa principal de muerte prematura entre
los 30 y los 69 afios en 134 de 183 paises, y ocupa el tercer o cuarto lugar en
otros 45 paises. De los 15.2 millones de muertes prematuras por enfermedades
no transmisibles en todo el mundo en 2016, 4.5 millones (29.8%) se debieron al
cancer (Wild et al., 2020).

En Meéxico, durante el 2018 los casos mas comunes de céncer fueron los
siguientes:

e mama 14.3%,

e préstata 13.1%,

e colorrectal 7.8%,

e tiroides 6.4%,

e cervicouterino 4.1%,

e pulmoén 4.1%,

e estomago 4.0%,

e higado 3.8%y

e leucemia 3.4% (OPS/OMS, 2020).

Entre enero y agosto de 2020 se registraron 683 823 defunciones, de las cuales
9% se debieron a tumores malignos (60 421). La distribucién porcentual por
sexo indica que hay més fallecimientos en mujeres (51%) que en hombres
(49%) por esta causa, lo que ubica a los tumores malignos como la cuarta
causa de muerte para este periodo. Las tasas de defuncion antes de los 30
aflos no superaron las 12 defunciones por cada cien mil habitantes, pero
aumenta conforme avanza la edad, alrededor de 1 140 defunciones por cada
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cien mil en hombres de 80 afios 0 mas y en mujeres se reduce casi a la mitad
(674 por cada 100 mil mujeres) (CONAPO, 2018; INEGI, 2021).

2.12. Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea causada por la progresiva
acumulacion de aberraciones genéticas (Ramirez, 2018). Es un proceso
oncologico en el que células sanas de la glandula mamaria se degeneran y se
transforman en tumorales, proliferando y multiplicAndose posteriormente hasta
constituir el tumor (de Oncologia Médica, 2011). Las células del cancer de
mama pueden diseminarse a través de las sangre o de los vasos linfaticos y
llegar a otras partes del cuerpo. Alli pueden adherirse a los tejidos y crecer
formando metéastasis (Figura 12). Puede aparecer en mujeres y hombres pero
mas del 99% de los casos ocurre en mujeres (Santaballa Bertran, 2020).

Ganglios linfaticos

supraclaviculares
(1-4%)

Cerebro (12.6%) 4

Cadena interna de
ganglios linfaticos
mamarios (10-40%)

Ganglios linfaticos

axilares (30-50%)

o ———  Pulmones (36.9%)

primario (6%)

e
[ Cancer de mama ] ‘— Mama contra lateral
&0 2 .
Hueso (67%) | &= \ {

Higado (40.8%)

Metatasi it | Propagacion linfatica
i as;soe/en onea ® Propagacion hematégena =~ ===
{10%] Propagacion directa o linfatica s

Figura 12. Sitios metastasicos comunes en el cancer de mama. Fuente:
Modificado de Harbeck et al. (2019).
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Es una enfermedad con una evolucién natural compleja por lo que, a pesar de
los avances de la oncologia moderna, es la primera causa de muerte en la
mujer a nivel mundial, con cerca de 500 mil muertes cada afo, de las cuales el
70% ocurre en paises en desarrollo. El riesgo de enfermar es superior en las
mujeres de paises con nivel socioeconémico alto, pero el riesgo de morir es
mayor entre las mujeres que habitan paises pobres, debido a un menor acceso
a los servicios de salud para la detecciébn temprana, tratamiento y control
(Cardenas-Sanchez et al., 2015). En México durante 2017, para la poblacién de
20 afios 0 mas, de cada 100 egresos hospitalarios por cancer, 24 son por el
cancer de mama, lo que lo ubica en la principal causa de egreso hospitalario
por tumores malignos. Por sexo, uno de cada 100 hombres y 37 de cada 100
mujeres que egresan por cancer, es debido a un tumor maligno de mama
(INEGI, 2020).

2.12.1. Factores de riesgo

La edad de maxima incidencia esta por encima de los 50 afos, pero
aproximadamente un 10% se diagnostica en mujeres menores de 40 afos. La
causa o causas que producen un cancer de mama todavia no estan aclaradas,
sin embargo, si se han identificado numerosos factores de riesgo asociados al

cancer de mama (Santaballa Bertran, 2020).

La edad, los factores reproductivos, los antecedentes personales o familiares de
enfermedad mamaria, la predisposicion genética y los factores ambientales se
han asociado a un mayor riesgo de desarrollo del cancer de mama (Shah et al.,
2014).

e Edad: La incidencia aumenta con la edad hasta la menopausia, luego el
porcentaje de incremento disminuye aproximadamente en una sexta
parte. Ello muestra el papel principal de la actividad ovérica en su
etiologia.

e Predisposicion genética: Aproximadamente entre el 20 y el 25% de los
pacientes con cancer de mama tienen antecedentes familiares positivos,

pero solo entre el 5y el 10% de los casos demuestran una herencia
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autosémica dominante. Las mutaciones genéticas hereditarias mas
importantes son BRCA1 y BRCA2. Corresponden al 10 % de los casos.

e Cancer familiar: El riesgo de cancer de mama de una mujer aumenta si
tiene antecedentes familiares de la enfermedad. Comprende el 20 % de
los casos.

e Factores hormonales: Se relaciona con las hormonas reproductivas
femeninas, menarquia precoz, nuliparidad, edad tardia en la primera
gestacion y menopausia tardia elevan el riesgo; en posmenopausicas, la
obesidad y el tratamiento hormonal sustitutivo.

e EXxposicion a hormonas exdgenas. La evidencia sugiere una relacion
entre el uso de la terapia de reemplazo hormonal (TRH) y el riesgo de
cancer de mama.

e Proliferaciones benignas: La hiperplasia ductal aumenta el riesgo en
1.5-2 veces; la atipia ductal o la hiperplasia lobular 4-5 veces.

e Factores Ambientales: la exposicion a radiaciones. La exposicion a la
radiacion de diversas fuentes, incluido el tratamiento médico y la
explosion nuclear, aumenta el riesgo de cancer de mama.

e Factores de estilo de vida. Los factores de riesgo modificables, incluido
el consumo excesivo de alcohol, la obesidad y la inactividad fisica,
representan el 21% de todas las muertes por cancer de mama en todo el
mundo (Ramirez, 2018; Shah et al., 2014).

2.12.2. Tratamientos para el cancer de mama

Actualmente, se conocen mas aspectos biolégicos y genéticos de las células
que originan el cancer de mama. Este conocimiento permite planificar los
tratamientos en funcibn de estas caracteristicas biolégicas, que son
responsables de los distintos comportamientos de la enfermedad. Segun estas
particularidades, podemos conocer la mayor o menor tendencia a la recaida, a
la diseminacion o a la mayor o menor sensibilidad a diferentes tipos de
tratamiento (quimioterapia, hormonoterapia, radioterapia y anticuerpos

monoclonales) (de Oncologia Médica, 2011).
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Los indicios de la existencia de un tumor pueden establecerse en la exploracion
fisica cuidadosa, como el crecimiento de los ganglios linfaticos en los linfomas o
una tumoracion palpable en la mama o algun sitio del tejido blando. También
pueden detectarse en estudios de imagenes, como las radiografias, tomografia
computarizada, ecografia, tomografia por emision de positrones o imagenes por

resonancia magnética (Kasper & Blengio, 2006).

Las terapias convencionales incluyen tratamientos probados y tratamientos de
investigacion, para lo cual existe evidencia cientifica de su eficacia (Jankovic et
al., 2004). El objetivo del tratamiento contra el cancer es erradicarlo. Si no es
posible alcanzarlo, el objetivo cambia a la paliacion, alivio de sintomas y
conservacion de la calidad de vida mientras se intenta prolongarla. Cuando la
curacion es posible, pueden considerarse tratamientos a pesar de los efectos
toxicos graves. Cuando el objetivo clinico es la paliacion, la atencién es
cuidadosa para minimizar la toxicidad de los tratamientos. Es por estas razones
que existen diferentes modalidades para la terapia del cancer (Kasper &
Blengio, 2006).

e Cirugia. Es uno de los pilares fundamentales del tratamiento de los
pacientes oncoldgicos. Salvo en algunos tumores quimio-curables, la
extirpacién completa del tumor primario es el paso mas importante para
conseguir la curacién definitiva. Existen diferentes modalidades de
cirugia como la diagndstica, curativa, paliativa, terapéutica, entre otras
(Mufioz et al., 2003).

e Quimioterapia. Utiliza farmacos (citostaticos) que producen un dafio
molecular directo que acaba induciendo la apoptosis 0 muerte celular. La
mayoria actian durante el proceso de division celular aprovechando una
mayor tasa de division en las células tumorales que en las células
normales. Muchas veces se utilizan combinaciones de farmacos debido a
que presentan sinergismo evitando resistencia de las células. Existen
diferentes tipos de quimioterapia: con intencidén curativa, adyuvante y

paliativa (Mufioz et al., 2003).
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Terapia hormonal. Se basa en el uso de farmacos disefiados
especificamente para modificar la homeostasis hormonal. Las hormonas
se asemejan bastante al farmaco ideal: su mecanismo de accién es
bastante especifico, se administran de forma oral, tienen escasos efectos
secundarios y son baratos (Muiioz et al., 2003).

Inmunoterapia. Son tratamientos que buscan tener efecto antitumoral,
mejorando la respuesta inmunoldgica del paciente frente al tumor, a
diferencia de tratamientos convencionales que tratan de afectar
directamente al tumor. Consiste en el uso de farmacos que ayudan al
sistema inmunolégico de un paciente, reconociendo y destruyendo de
manera eficiente las células cancerosas (Reyes et al., 2020).
Radioterapia. Es un tratamiento local cuyo efecto terapéutico se basa en
la interaccion de la energia, habitualmente fotones, con la materia. El
efecto citotoxico de la radiacion se debe fundamentalmente a su accion
sobre las moléculas de ADN y, en menor medida, por alteracion directa
de la fundicién de la membrana celular y los microtubulos. Aunque parte
del dafo sobre el ADN puede deberse a impactos directos de los fotones
sobre la doble hélice, el principal mecanismo de lesién se debe a la
ionizacion del medio interno con formacion de radicales hidroxilo que

roban electrones al ADN (Muiioz et al., 2003).

El abordaje va a depender de la estadificacion de la neoplasia segun los

criterios establecidos. Basicamente se puede dividir en:

Enfermedad temprana: Todos los esfuerzos estan enfocados en el
objetivo de curaciéon, la mayoria de los tumores son abordados
quirargicamente.

Enfermedad localmente avanzada: Se da inicialmente una terapia de
medicamentos quimioterapéuticos coadyuvantes, con la intencion de
reducir el volumen tumoral, aumentar las posibilidades de reseccién,

seguida de una intervencién quirdrgica.
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e Enfermedad metastasica: En estos casos todos los esfuerzos estan
enfocados en el objetivo de la paliacion, con la intencion de aumentar su
probabilidad de sobrevida, disminuir los sintomas asociados al tumor y

mejorar la calidad de vida (Ramirez, 2018).
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3. CALIDAD NUTRICIONAL Y NUTRACEUTICA DEL FRUTO
DE TRES ESPECIES DE ANNONACEAE: GUANABANA,
CHIRIMOYA Y CHINCUYA

3.1. Resumen

Los frutos de la familia Annonaceae son apreciados por sus cualidades
organolépticas,  digestivas, nutritivas,  alimenticias, medicinales vy
agroindustriales. Aunque existe informacién sobre el valor nutricional de
algunas especies como A. muricata (guanabana) y A. cherimola (chirimoya),
otras destacan por sus propiedades medicinales y toxicidad. Sin embargo, se
desconoce el potencial antioxidante y nutracéutico de la mayoria de ellas, como
el de A. purpurea (chincuya). El objetivo de la investigacién fue evaluar la
composicién nutricional y antioxidante de tres especies de Anonaceas:
guanabana, chirimoya y chincuya, asi como determinar la toxicidad de extractos
metandlicos de pulpa, cascara, semillas y hojas de estas especies a través de
un bioensayo con Artemia salina, con la finalidad de contribuir al conocimiento
cientifico de especies con potencial nutracéutico y econdémico de Meéxico. El
fruto de chirimoya fue el que present6 la mayor concentracion de proteina cruda
(1.88%), carbohidratos (20.67%), los valores mas altos de minerales (Ca, P,
Mg, Na, Fe, Zn y Mn), compuestos fenodlicos (366.27 mg EAG 100 g™ p.f.) y
acido ascorbico (48.36 mg EAA 100 g* p.f.); de acuerdo a la correlacién de
Pearson la mayor actividad antioxidante se asocia con el contenido de
compuestos fenolicos y acido ascorbico; el fruto de guanabana supero a las dos
especies restantes en los niveles de lipidos (0.30%) y flavonoides (10.10 mg EQ
100 g* p.f.). Finalmente, chincuya destacé por el mayor contenido de fibra
cruda (1.33%). Los extractos de semilla de chirimoya y chincuya resultaron
extremadamente toxicos (CLsp menor a 10 ppm), por otro lado, el extracto de
pulpa de guanabana con una CLso=67.5 ppm se clasificé como muy toxico (CLsg
entre 10 y 100 ppm), de acuerdo a los criterios de toxicidad establecidos para
Artemia salina.

Palabras clave: Anonaceas, compuestos fendlicos, flavonoides, acido
ascorbico, DPPH, ABTS, Artemia salina, toxicidad.

Tesis de Doctorado en Ciencias, en Horticultura, Departamento de Fitotecnia. Universidad
Autonoma Chapingo
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NUTRITIONAL AND NUTRACEUTICAL QUALITY OF THE FRUIT
OF THREE ANNONACEAE SPECIES: SOURSOP, CHERIMOYA
AND CHINCUYA

Abstract

Fruits of the Annonaceae family are appreciated for their organoleptic, digestive,
nutritional, alimentary, medicinal and agro-industrial qualities. Although there is
information about the nutritional value of some species such as A. muricata
(soursop) and A. cherimola (cherimoya), others are noted for their medicinal
properties and toxicity. However, the antioxidant and nutraceutical potential of
most of them, such as that of A. purpurea (chincuya), is unknown. The objective
of this research was to evaluate the nutritional and antioxidant composition of
three species of Annonaceae: soursop, cherimoya and chincuya, as well as to
determine the toxicity of methanolic extracts of pulp, peel, seeds and leaves of
these species through a bioassay with Artemia salina, in order to contribute to
the scientific knowledge of species with nutraceutical and economic potential in
Mexico. The cherimoya fruit presented the highest concentration of crude
protein (1.88%), carbohydrates (20.67%), the highest values of minerals (Ca, P,
Mg, Na, Fe, Zn and Mn), phenolic compounds (366.27 mg EAG 100 g™* F.W.)
and ascorbic acid (48.36 mg EAA 100 g' F.W.); according to Pearson's
correlation, the highest antioxidant activity was associated with the content of
phenolic compounds and ascorbic acid; soursop fruit was higher than the other
two species in lipid (0.30%) and flavonoid levels (10.10 mg EQ 100 g™* F.W.).
Finally, chincuya was noted for the highest crude fiber content (1.33%). The
cherimoya and chincuya seed extracts were extremely toxic (LCso less than 10
ppm); on the other hand, the soursop pulp extract with an LC50=67.5 ppm was
classified as very toxic (LCso between 10 and 100 ppm), according to the toxicity
criteria established for Artemia salina.

Keywords: Annonaceae, phenolic compounds, flavonoids, ascorbic acid,
DPPH, ABTS, Artemia salina, toxicity.

Doctoral Thesis in Science, in Horticulture, Fitotecnia Department. Universidad Autonoma
Chapingo

Author: Carlos Raul Lépez Martinez

Advisor: Dr. Maria del Rosario Garcia Mateos
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3.2. Introduccién

Las especies de Anonaceas consideradas como plantas primitivas, son la
principal familia del Orden Magnoliales, incluye arboles tropicales, arbustos y
trepadoras utilizadas como remedios tradicionales (Aminimoghadamfarouj et al.,
2011; Hernandez-Fuentes et al., 2016). El género Annona es importante dentro
de la familia Annonaceae debido a sus cualidades organolépticas, digestivas y
nutritivas. Los frutos de guanabana (Annona muricata), chirimoya (A. cherimola)
y chincuya (A. purpurea) son apreciados por sus propiedades alimenticias,
medicinales e industriales (Gonzalez Vega, 2013). En los ultimos afios se ha
incrementado el valor econdmico de las especies de Anonaceas en México,
destacando al fruto de guanabana, ya que se distribuye en 15 de los 32 estados
de la Republica, convirtiéendose en la especie con mayor area cultivada,
volumen y valor de la produccion, ademéas de tener demanda en el mercado
nacional e internacional, como fruta fresca o procesada (Hernandez et al., 2014;
Hernandez-Fuentes et al., 2016; Pinzén-Garcia et al., 2016). Pero se
desconocen las propiedades nutracéuticas y antioxidantes de los frutos de
estas especies, principalmente de los frutos de chincuya.

La familia Annonaceae se caracteriza por la presencia de sustancias bioactivas
de diversa naturaleza quimica en hojas, raiz, corteza de tallo, frutos y semillas,
lo que explica su uso en la medicina tradicional para tratar diversas
enfermedades (respiratorias, hipertension, diabetes y cancer) (Coria-Téllez et
al., 2018; Garcia et al., 2012). Se ha identificado la presencia de diversos
fitoquimicos (alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides y acetogeninas) en
varias especies como A. muricata, A. Squamosa y A. purpurea. Sin embargo,
aun existe desconocimiento sobre algunas propiedades que se la atribuyen
(anticancerigena, antiinflamatoria, antibacteriana, antimicrobiana y citotoxica)
(Garcia et al., 2012; Lujan-Hidalgo et al., 2015), que justifiguen su actividad

bioldgica.

Actualmente, se ha incrementado el estudio de plantas con posible actividad

anticancerigena, antiviral y citotoxica, entre otras (Aminimoghadamfarouj et al.,
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2011; Garcia et al., 2012). Como parte de los estudios de la actividad biolégica
de algunas plantas con actividad citotoxica, se utilizan bioensayos preliminares
de laboratorio como el del crustaceo Artemia salina, bioensayo sencillo,
econdémico, fiable y util para el estudio de la actividad toxicologica y
farmacologica de extractos de especies vegetales que sirven como fuentes de

principios activos (Maruthanayagam et al., 2013; Meyer et al., 1982).

Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la calidad
nutricional y antioxidante de tres especies de Anonaceas: guanabana (Annona
muricata L.), chirimoya (Annona cherimola Mill.) y chincuya (Annona purpurea
Moc. et Sess.), asi como determinar la toxicidad de los extractos metandlicos de
pulpa, cascara, semillas y hojas de estas especies mediante un bioensayo en
Artemia salina, con la finalidad de contribuir en el conocimiento cientifico de
estas especies con potencial nutracéutico y antioxidante en beneficio de la
salud del consumidor y en consecuencia generar demanda comercial para el

productor.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Recolecta del material vegetal

La adquisicion de frutos y hojas de Anonaceas (guandbana, chirimoya y
chincuya) se realiz6 en diferentes estados de la Republica Mexicana en 2018,
lugares identificados con mayor produccion. La guanabana (Annona muricata)
se obtuvo en la localidad Cofradia de Morelos municipio de Tecoman en el
estado de Colima (18°53'20"LN 103°50'23"LO) a una altitud de 28 m; la
chirimoya (A. cherimola) en el municipio de Tlalnepantla en el estado de
Morelos (19°00'33'LN 98°59'42"L0O) a una altitud de 2 052 m y la chincuya (A.
purpurea) en la comunidad de Las Salinas municipio de Chicomuselo en el
estado de Chiapas (15°45'07"LN 92°16'08"LO) a una altitud de 590 m. El
material vegetal se recolectd aleatoriamente libre de enfermedades y sin dafios
visibles; los frutos en estado de madurez fisiologica. Posteriormente, las
muestras se lavaron con agua corriente y se enjuagaron con agua destilada; los

frutos se despulparon manualmente. Finalmente, la pulpa, la céscara, las
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semillas y las hojas se congelaron a -20 °C para su posterior liofilizacion en un
equipo modelo 7670520 (LABCONCO, Kansas, USA) a -40 °C y 12 Pa, por 24
h. El material deshidratado se almacend en bolsas herméticas a temperatura

ambiente para los siguientes analisis.

3.3.2. Anélisis proximal

Se determiné el contenido de humedad, cenizas, proteina cruda, lipidos vy fibra
cruda en la pulpa de los frutos de acuerdo a la metodologia establecida por la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (Horwitz, 2002). El contenido de
carbohidratos totales se calculé mediante la formula: CT = [100-(C+PC+L+FC)];
donde: CT=Carbohidratos totales (%), C=Cenizas (%), PC=Proteina cruda (%),
L=Lipidos (%), FC=Fibra cruda (%). Los resultados obtenidos se expresaron

como porcentaje en peso fresco.

3.3.3. Andlisis mineral

En la pulpa de cada fruto, se cuantifico el contenido de Ca, P, Mg, K, Na, Fe,
Zn, Cu, Mn y B por la metodologia propuesta por Alcantar y Sandoval (1999).
0.25 g de cada muestra liofilizada y molida se procesaron mediante digestion
hameda con 3 mL de H,SO4:HNO3:H,0O,, en relaciones 2:1:1 (viviv) a una
temperatura de 190 °C. El extracto resultante se afor6 a 25 mL con agua
desionizada y se filtr6 con papel Whatman No. 41. Posteriormente, las muestras
fueron analizadas en un equipo de espectrometria de emision e induccion por
plasma (Agilent 725 Series ICP-OES).

3.3.4. Obtencidn de extractos metandlicos

Se prepararon extractos metandlicos para la evaluacion de los compuestos
fendlicos y flavonoides con la pulpa liofilizada de cada especie. Se peso 1 g de
muestra y se mezclé con 25 mL de MeOH acuoso a 95% (v/v), posteriormente
la mezcla se mantuvo por 20 min en un equipo de ultrasonido (Cole-Palmer,
Pasadena, USA) a temperatura ambiente, el sobrenadante se afor6 a 25 mL
con MeOH acuoso a 80% (v/v). Para determinar actividad antioxidante, se

mezclaron 0.4 g de muestra 'y 10 mL de MeOH acuoso a 80% (v/v), después se
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sonicé por 20 min a temperatura ambiente. Los extractos se mantuvieron en

refrigeracion y oscuridad hasta su analisis.

3.3.5. Cuantificacion de los compuestos fendlicos totales

Se utilizé el método espectrofotométrico descrito por Waterman y Mole (1994).
Del extracto previamente preparado con MeOH a 95% (v/v), se tomd una
alicuota de 0.5 mL y se mezclé con 10 mL de carbonato de sodio (Na,CO3) a
10% (p/v), la mezcla se homogeniz6 con un vortex y se mantuvo en bafio maria
a 38 °C por 15 min, se tomé 1 mL de esta combinacion y se le adicionaron 3 mL
de agua destilada mas 1 mL de solucion Folin-Ciocalteu:agua 1:1 (v:iv)
homogenizando perfectamente, se dejé en reposo por 15 min a temperatura
ambiente y oscuridad. Posteriormente, se midio la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotometro Genesys 10s (Thermoscientific, Florida, USA). El contenido
de compuestos fendlicos totales se calcul6 a partir de una curva estandar de
acido galico (y = 0.0002x-0.0003; R?=0.9831) y el resultado se expresé en mg
equivalentes de &cido galico por cada 100 g de peso fresco (mg EAG 100 g™*
p.f.). Mediante los valores de humedad del analisis proximal se calculd el
porcentaje de materia seca y los datos de las muestras liofilizadas se

transformaron a peso fresco.

3.3.6. Cuantificaciéon de los flavonoides totales

El contenido de flavonoides se determin6 por el método propuesto por Chang et
al. (2002). Del primer extracto metandlico se tomaron 0.5 mL y se mezclaron
con 1.5 mL de MeOH a 95% (v/v), 0.1 mL de solucion de cloruro de aluminio
(AICI3) a 10% (p/v), 0.1 mL de solucion de acetato de potasio (CH3COOK) 1.0 M
y 2.8 mL de agua destilada, la mezcla se homogenizd en un vortex y se incubo
a temperatura ambiente por 30 min. Concluido el tiempo se midi6 la
absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 415 nm en un
espectrofotometro Genesys 10s (Thermoscientific, Florida, USA), la
cuantificacion de flavonoides se realizO a partir de una curva estandar de
quercetina (y = 0.0041x-0.0003; R?=0.9976) y los resultados se expresaron en

mg equivalentes de quercetina por cada 100 g de peso fresco (mg EQ 100 g™
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p.f.); usando los valores de humedad del andlisis proximal se calculo el
porcentaje de materia seca y los datos de las muestras liofilizadas se

transformaron a peso fresco.

3.3.7. Cuantificacion del 4&cido ascoérbico

La concentracion de acido ascorbico en la pulpa de los frutos se determiné por
el método oficial de la AOAC 967.21 (Horwitz, 2002). 1.0 g de pulpa liofilizada
de cada especie se macer6 separadamente con 10 mL de acido metafosférico
3%-acido acético 8% (HPO3-CH3COOH) (p/v), se filtr6 con papel Whatman No.
1y se afor6 a un volumen de 10 mL con la misma solucién (HPO3-CH3;COOH).
De este extracto se tomaron 2 mL y se mezclaron con 5 mL de HPOs-
CH3COOH, la mezcla se tituld6 rapidamente con una solucion de 2,6-
dicloroindofenol (0.05% p/v), hasta observar un cambio de color a un tono rosa
ligero. Por otro lado, se titulé por triplicado un blanco de 2 mL de &cido
ascorbico (1 mg mL™Y) y 5 mL de HPO5;-CH3COOH, con 2,6-dicloroindofenol
(0.05% pl/v) hasta que la solucion cambié de color a un tono rosa ligero. El
contenido de acido ascorbico se calculé mediante la siguiente férmula: mg acido
ascorbico g' = (X-B)(FXE™)(VxA?'):; donde: X=mL promedio de 2,6-
dicloroindofenol utilizados para la titulacion de la muestra; B=mL promedio de
2,6-dicloroindofenol utilizados para la titulacion del blanco; F=mg de &cido
ascorbico equivalentes a 1 mL de la solucion estandar de 2,6-dicloroindofenol;
E=g de muestra; V=volumen inicial de la muestra; A=volumen de la muestra
después de la titulacion. La concentracién de acido ascérbico se expresd en mg
equivalentes de &cido ascorbico por cada 100 g de peso fresco (mg EAA 100 g
! p.f.). Mediante los valores de humedad obtenidos del anélisis proximal se
calculd el porcentaje de materia seca y los datos de las muestras liofilizadas se

transformaron a peso fresco.

3.3.8. Evaluacién de la actividad antioxidante
Método DPPH
La actividad antioxidante en la pulpa liofilizada de los frutos se evaluo por el

método descrito por Kim; Lee, K.; Lee, H. y Lee, C. (2002). Se prepard una
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solucion del radical libre DPPH™ (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) a una
concentracion de 100 pM en metanol acuoso a 80% (v/v) y se midio la
absorbancia a 517 nm (A, = Absorbancia inicial). Se tom6 0.1 mL del extracto
metandlico de cada muestra y se mezclé con 2.9 mL de la solucion del radical
libre DPPH™. La mezcla se homogenizé con un vortex y se mantuvo en
oscuridad por 30 min a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se midio la
absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10s (Thermoscientific, Florida,
USA) a 517 nm (A = Absorbancia final). El porcentaje de inhibicion del DPPH
se calculé mediante la formula: % DPPHinniviso = [1-(Ar/A))]x100. La actividad
antioxidante se determiné a partir de una curva estandar de trolox (Acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) (y = 0.0784x+1.972; R?*=0.9973)
y se expres6 como micro moles equivalentes de trolox por cada 100 g de peso
fresco (UM ET 100 g* p.f.); usando los valores de humedad del anAlisis
proximal se calculé el porcentaje de materia seca y los datos de las muestras

liofilizadas se transformaron a peso fresco.

Método ABTS

La actividad antioxidante por el radical ABTS™ se obtuvo por la metodologia
desarrollada por Re et al. (1999). El radical se generé mediante la reacciéon de
10 mL de ABTS (Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) 7 mM con
6.61 mg de persulfato potasico K,S,0g, para obtener una concentracion final de
2.45 mM. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente en oscuridad por 16 h.
Una vez formado el radical ABTS™ se tomé 1 mL y se diluyd con etanol absoluto
hasta obtener un valor de absorbancia comprendida entre 0.70 £ 0.1 a una
longitud de onda de 734 nm. Posteriormente, se mezclaron 1 mL de ABTS™ 7
mM y 10 puL del extracto metandlico de la muestra, la mezcla se incub6 en bafio
maria a 30 °C en oscuridad por 7 min, transcurrido el tiempo se midi6 la
absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10s (Thermoscientific, Florida,
USA) a 734 nm. El porcentaje de inhibicion del ABTS™ se obtuvo mediante la
formula: %ABTSinnibidco = [(A-Ar)/A]x100; donde: A=Absorbancia inicial del
radical libre; A==Absorbancia final de la reaccion del radical libre con la muestra.

La actividad antioxidante se calculd con una curva estandar (y = 0.2154x-
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3.4097; R?=0.9958) a base de trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico), los resultados se expresaron como micro moles equivalentes de
trolox por cada 100 g de peso fresco (UM ET 100 g p.f.); usando los valores de
humedad del analisis proximal se calculé el porcentaje de materia seca y los

datos de las muestras liofilizadas se transformaron a peso fresco.

3.3.9. Evaluacion de la toxicidad de extractos en Artemia Salina

Se prepararon extractos metanolicos con el material vegetal liofilizado de cada
especie (pulpa, cascara, semillas y hojas). El extracto metandlico de cada tejido
se prepar6 mediante una extraccion con un equipo Soxhlet a 65 °C por 8 h.
Cada extracto se concentré al vacio en un rotavapor Bichi R-210 para eliminar
el disolvente y obtener el extracto crudo, a cada uno se le determind el

rendimiento. Los extractos se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

La toxicidad de los extractos se evalud utilizando el modelo biologico de A.
salina propuesto por Meyer et al. (1982). Para la eclosion de los nauplios se
pesaron 20 mg de huevecillos del crustaceo y se incubaron en un medio salino
simulado de NaCl (35 g L™) a 25 °C por 24 h, con oxigenacién e iluminacién
artificial. La prueba se realiz6 en viales con 5 mL de medio salino y los extractos
metandlicos crudos a una concentracién de 1 000, 100 y 10 ppm por tejido por
especie, a los cuales se agregaron 10 nauplios por vial. Cada ensayo se realizé
por triplicado, usando un blanco como referencia. Los viales se mantuvieron con
iluminacién a 25 °C por 24 h; transcurrido el tiempo se contaron los crustaceos
gue sobrevivieron y se calcul6 la Concentracion Letal Media (CLsg) mediante un

analisis Probit.

3.3.10. Analisis estadistico

Para el andlisis de datos se utiliz6 un disefio experimental completamente al
azar. Los resultados se expresaron con la media y la desviacion estandar
tomando como base para cada especie tres repeticiones (n=3) para el analisis
proximal y mineral y cuatro repeticiones (n=4) para la cuantificaciéon de los
componentes antioxidantes. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y una

prueba de comparacion de medias de Tukey para evaluar las diferencias entre
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los frutos a un nivel de significancia (p<0.05). Se calculé el coeficiente de
correlacion de Pearson para cada par de variables y poder obtener una
perspectiva general entre la capacidad antioxidante y los compuestos
antioxidantes presentes en la pulpa de cada fruto. La toxicidad de los extractos
metanodlicos de pulpa, cascara, semillas y hojas de cada especie sobre A.
salina, se evalto por medio de un analisis Probit, en donde se determiné la
Concentracion Letal Media (CLsp) de tres repeticiones (n=3). El analisis
estadistico de los datos se realiz6 mediante el programa Statistical Analysis
System (SAS, 2000).

3.4. Resultados y discusién

3.4.1. Andlisis proximal

La chirimoya presentd la mayor concentracion de proteina cruda vy
carbohidratos entre los frutos de las especies estudiadas (Cuadro 1). Menchu,
Méndez, Barrera y Ortega (2012) reportaron valores menores de proteina
(1.6%) y carbohidratos (17.7%) en los frutos de esta especie, a los encontrados
en la presente investigacion. Por otra parte, valores similares de proteina (1.3-
1.9%) y carbohidratos (17.6-21.1%) fueron reportados por Albuquerque et al.
(2016). Gonzélez Vega (2013) y el Instituto Colombiano de Bienestar Familiar
(ICBF, 2018) también encontraron un menor contenido de proteina (1.0 y 1.5%)
y una concentracion similar de carbohidratos (22.0 y 20.2%) a lo presentado en
este estudio. Asimismo, el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran encontrdé en la pulpa de chirimoya un mayor contenido de
proteina (2.3%) y una menor concentracion de carbohidratos (14.3%)
(INCMNSZ, 2015).

Cuadro 1. Composicion nutrimental de la pulpa de tres especies de
Anonaceas.

Humedad Cenizas Proteina Lipidos Fibra Carbohidratos

Especie (%) ] (%) cruda (%) (%) cruda (%) (%)

Guanabana 81.71+026b 0.93+0.0l1a 1.48+0.02b 0.30+x0.00a 1.15+0.02b 14.42+0.21b
Chirimoya 75.49+0.04c 056+0.00c 1.88+0.00a 0.23+0.00b 1.16+0.00a 20.67 £ 0.03 a
Chincuya 85.38+0.00a 0.63+0.00b 1.17+0.00c 0.14+0.00c 1.33+0.00c 11.34+0.00 c

Media + desviacion estandar (n=3); medias con letras diferentes en la misma columna son
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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Alvarez (2010) y Mencht et al. (2012) reportaron en guandbana un menor
contenido de proteina de 1.0% en ambos estudios y una concentracion de
carbohidratos (14.6 y 16.8%) similar a lo encontrado en esta investigacion. Vit,
Santiago y Pérez-Pérez (2014) mostraron un valor menor en proteina (0.3%)
para esta especie. Otra investigacién reporté una menor concentracion de
proteina y carbohidratos (0.6 y 6.8%) (ICBF, 2018). Los contenidos de proteina
y de carbohidratos en las especies de Anonaceas (Cuadro 1) fueron superiores
a lo reportado en frutos de mayor demanda comercial como naranja (0.85 y
9.30%), fresa (0.84 y 5.28%), limon (0.78 y 9.21%) y pifia (0.56 y 8.37%),
(INCMNSZ, 2015).

La concentracion de lipidos en las especies estudiadas, fue superior en
guanabana (Cuadro 1), similar a lo reportado por Menchu et al. (2012) y el ICBF
(2018) (0.3 y 0.2%), pero menor a los valores encontrados por Alvarez (2010) y
Vit et al. (2014) (1.0 y 0.6%). En chirimoya el INCMNSZ (2015), reportd un
contenido de lipidos (0.3%) ligeramente superior, sin embargo, otros autores
reportaron un contenido menor (0.1%) respecto a los resultados de esta
investigacion (Albuquerque et al., 2016).

La pulpa de chincuya destacé por la mayor concentracién de fibra cruda
(Cuadro 1), sin embargo, aun no hay estudios similares en esta especie que
ayuden a comparar los resultados de esta investigacion. Es importante destacar
que el valor de fibra cruda en chincuya super6 lo reportado por el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubiran en frutos como
limén (1.1%), pifia (0.4%), naranja y mandarina 0.3% (INCMNSZ, 2018). En el
caso de guanabana Alvarez (2010) encontré una concentracion menor de fibra
(0.7%) comparada con la del presente estudio. La chirimoya present6 una
cantidad de fibra menor al intervalo (2.0-5.3 %) reportado por Albuquergue et al.
(2016).

Cabe senalar que el consumo de frutas y hortalizas con valores altos en fibra
provee beneficios para la prevencion y tratamiento de enfermedades cronicas

como las afecciones cardiovasculares, diabetes mellitus, cancer y la
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hipertension arterial, al ser fundamental para el adecuado funcionamiento del
intestino (Almeida-Alvarado et al., 2010; Eswaran et al., 2013). De acuerdo con
varios estudios, la recomendacion diaria de fibra dietética se encuentra entre 21
y 38 g al dia dependiendo de algunos factores como la edad y sexo de las
personas. Las frutas ocupan el tercer lugar dentro de las principales fuentes
dietéticas de fibra después de los cereales y las verduras, aportando de 11 al
26% del total requerido en la dieta, por lo que deben ser consideradas en la
alimentacion diaria (Meisner et al., 2011).

Las diferencias encontradas en los contenidos nutricionales entre las especies
estudiadas, asi como lo valores reportados en otras investigaciones son dificiles
de interpretar, estas variaciones se podrian deber a la variabilidad entre
especies, estado de madurez, factores edafoclimaticos del lugar de origen, asi
como a las técnicas de preparacion y analisis (de Castro et al., 2013).

3.4.2. Anédlisis mineral

La chirimoya destaco de los frutos restantes al presentar los niveles mas altos
de Ca, P, Mg, Na, Fe, Zny Mn (Cuadro 2). Comparando los datos de chirimoya
del presente estudio con otras investigaciones, se encontrd un contenido similar
de Ca (24.0 mg 100 g* p.f.), P (47.0 mg 100 g* p.f.) y Fe (0.4 mg 100 g™ p.f.)
(Gonzalez Vega, 2013); el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran reporté valores menores en P (27.0 mg 100 g™ p.f.) y Na (7.0
mg 100 g™ p.f.), similares en Mg (17.0 mg 100 g™* p.f.), Zn (0.16 mg 100 g* p.f.),
Cu (0.09 mg 100 g p.f.), Mn (0.08 mg 100 g™* p.f.) y mayores en Ca (60.0 mg
100 g* p.f.) y K (287.0 mg 100 g™ p.f.) INCMNSZ, 2015).

Cuadro 2. Composicion mineral de la pulpa de tres especies de Anonaceas.
Mineral (mg 100 g™ p.f.)

Especie Ca P Mg K Na Fe Zn Cu Mn B

2026+ 3581+ 16.41+ 28150+ 1363+ 0.33+ 0.07+ 006+ 0.08% 0.40+

Guanabana 'y 5" 1331 034b 1.38a 050c 0.02b 000b 00la 000a 00la
Chirimoya  3L09* 4318+ 1817+ 20384+ 1949+ 046+ 014+ 006+ 007+ 032+

138a 132a 043a 6.68b 1.00a 0.02a 0.00a 0.00ab 0.02a 0.02b
Chincuya ~ 2416% 26.39% 17.12% 277.73+ 1633+ 021+ 007+ 004+ 009+ 022+

0.34b 052c 0.10b 856a 1.03b 0.00c 0.00b 0.00b 0.00a 0.01c
Media * desviacion estandar (n=3); medias con letras diferentes en la misma columna son
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).
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Por otro lado, la guanabana presenté la mayor concentracion de K y de B
respecto a las especies restantes. Ramirez-Méndez, de moreno, Acosta,
Yamarte y Sandoval (2012) reportaron en guanabana valores superiores de Mg
(23.8 g 100 g* p.f.) y Na (22.6 mg 100 g™ p.f.), pero menores en Ca (14.3 mg
100 gt p.f.), P (28.0 g 100 g™ p.f.) y K (46.3 mg 100 g p.f.). Asimismo, Ramirez
y de Delahaye (2011) reportaron valores menores en Ca (10.7 mg 100 g p.f.) y
K (112.2 mg 100 g™ p.f.) pero una concentracién mayor de Fe (2.3 mg 100 g™

p.f.) con respecto a la presente investigacion.

Existen diferencias en la composicion mineral entre frutos de mayor demanda y
las especies de Anonaceas estudiadas (Cuadro 2), el contenido de Ca, Na, Py
Mg superé lo reportado en manzana (6.0, 1.0, 11.0 y 5.0 mg 100 g™ p.f.), pifia
(13.0, 1.0, 8.0 y 12.0 mg 100 g™ p.f.) y fresa (16.0, 1.0, 24.0 y 13.0 mg 100 g™
p.f.) (Menchu et al., 2012). Los frutos de guanabana, chirimoya y chincuya son
una fuente de alimento rica en K, el mineral mas abundante en frutas (Ramirez-
Méndez et al., 2012), con valores superiores a lo encontrado en fresa, limon,
manzana, naranja y pifia (157.0, 143.0, 107.0, 134.0 y 159.0 mg 100 g™ p.f.) y
menores a lo reportado en platano (328.0 mg 100 g* p.f.) y guayaba (337.0 mg
100 g* p.f.) (ICBF, 2018).

Las frutas y las verduras constituyen un grupo de alimentos saludables para el
ser humano por su alto contenido de minerales en la dieta, esenciales para los
procesos biologicos ya que desempefian un papel vital en las funciones
metabdlicas, el crecimiento normal y desarrollo (Baca-lbafiez et al., 2016;
Rodriguez-Leyton, 2019). Las diferencias observadas entre especies y otros
estudios, se pueden deber a las condiciones edafologicas (condiciones del
suelo) y climéaticas en las que se cultivaron las plantas que influyen sobre la
calidad nutricional de los frutos (Ramirez-Méndez et al., 2012; Pérez et al.,
2017).

3.4.3. Contenido de nutracéuticos
El analisis de los compuestos antioxidantes mostro diferencias significativas

entre las especies estudiadas (Cuadro 3). La pulpa de chirimoya presento los
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valores mas altos de compuestos fendlicos y acido ascorbico, en contraste, el
mayor contenido de flavonoides se encontr6 en la pulpa de guanabana. Aunque
el fruto de chincuya no destac6 de los demas frutos estudiados, se debe

considerar para futuros estudios.

Cuadro 3. Contenido de Compuestos fendlicos, Flavonoides y Acido
ascorbico en pulpa de tres especies de Anonaceas.

Especie Compuesto fen_?licos Flavonoid_?s Acido ascérb_ilco
(mg EAG 1009~ p.f.)* (mg EQ100g~ p.f.)) (mg EAA=100g~ p.f.)"
Guanabana 154.43 +8.829 ¢ 10.127 £ 0.933 a 34.81 +0.426 b
Chirimoya 366.27 £2.934 a 1.840+£0.692 c 48.36 + 0.526 a
Chincuya 181.92 £3.120 b 5.350 £ 0.666 b 30.15+0.210 ¢

“mg Equivalentes de Acido Galico 100 g™ peso fresco; Ymg Equivalentes de Quercetina 100
g'1 peso fresco; “mg Equivalentes de Acido Ascoérbico 100 g'1 peso fresco; media +
desviacién estandar (n=4); medias con letras diferentes en la misma columna son
estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

De acuerdo a los resultados obtenidos en guanabana (Cuadro 3), se
encontraron diferencias con otras investigaciones hechas en esta especie. En
guandbana un mayor contenido de compuestos fendlicos (6 420 mg EAG 100 g
! p.f.) y menor concentracion de flavonoides (2.1 mg EQ 100 g™ p.f.) y &acido
ascorbico (13.2 mg EAA 100 g* p.f.) fue reportado por Teran-Erazo et al.
(2019). Vit et al. (2014), presentaron una mayor concentracion de compuestos
fendlicos (624.2 mg EAG 100 g™ p.f.) y flavonoides (480.6 mg EQ 100 g™ p.f.).
Isabelle et al. (2010), reportaron valores mas altos en el contenido de
compuestos fendlicos (236.0 mg EAG 100 g™ p.f.), pero menor concentracion
de &cido ascorbico (15.9 mg EAA 100 g p.f.). de Hernandez, de Camacaro,
Giménez y Carballo (2012) y Menchu et al. (2012), presentaron una menor
cantidad de &cido ascérbico (21.0 y 28.5 mg EAA 100 g p.f.). En chirimoya
también hubo diferencias con otros estudios presentados. Albuquerque et al.
(2016), encontraron un contenido menor de compuestos fendlicos (3.06-12.0
mg EAG 100 g* p.f.) y &cido ascérbico (2.13-6.73 mg EAA 100 g* p.f.).
También, Gonzalez Vega (2013) reporté una menor concentracion de &cido
ascorbico (18.0 mg EAA 100 g™ p.f.) y Loizzo et al. (2012) obtuvieron un valor
ligeramente mayor de flavonoides (3.8 mg EQ 100 g™ p.f.) en esta especie.

Estas diferencias pueden ser atribuidas a diversos factores, ya que la
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composicién quimica depende de variables como: estado fenol6gico, origen
geografico, condiciones ambientales de crecimiento, variabilidad genética, entre

otros (Ramirez et al., 2011).

Zapata, Piedrahita y Rojano (2014), senalaron que las frutas se pueden
clasificar de acuerdo al contenido de compuestos fendlicos en tres categorias
(alto, intermedio y bajo); dentro del contenido alto (1 192.2 y 1 864.4 mg EAG
100 g* p.s.) se encuentran frutos como mora, fresa y guayaba; en la
clasificacién intermedia (124.7 a 426.7 mg EAG 100 g p.s.) se ubican los frutos
de manzana roja, uva, pifia y pera; por ultimo estan los frutos con contenido
bajo (30.5 y 84.8 mg EAG 100 g p.s.) como durazno y platano,
respectivamente. Por lo tanto, tomando en cuenta los valores de humedad del
andlisis proximal (Cuadro 1) para calcular valores de peso seco, podemos
considerar que guanabana, chirimoya y chincuya son frutos con un alto
contenido de compuestos fendlicos (844.3, 1 494.3 y 1 244.3 mg EAG 100 g™

p.S., respectivamente).

Los compuestos fendlicos se encuentran presentes en frutas, hortalizas, raices
y cereales, juegan una serie de funciones metabdlicas en las plantas, en el
crecimiento y reproduccion, y en la proteccién contra patdgenos externos y el
estrés, como la radiacién UV y los depredadores en las plantas (Pefiarrieta et
al. 2014). Son de gran importancia debido a que constituyen un grupo de
metabolitos secundarios que se consideran antioxidantes naturales importantes
en la dieta con multiples beneficios bioldgicos para el ser humano, tales como la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y degenerativas (Moreno et al.,
2014). Los flavonoides se encuentran en las plantas y al igual que los
compuestos fendlicos, proporcionan resistencia contra la foto-oxidacién de la
luz ultravioleta del sol, intervienen en el transporte de hormonas y algunos
funcionan como defensa ante los depredadores. El hombre los consume en la
dieta ya que estan presentes de forma abundante en vegetales, frutas rojas
como fresas, zarzamoras, citricos, chocolate, nueces, vino tinto y en varias

plantas medicinales. Poseen una amplia gama de actividades farmacoldgicas
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entre las que destacan sus propiedades antioxidantes, las cuales les confieren
capacidad de proteger a las células del estrés oxidativo relacionado con
patologias asociadas al envejecimiento, como las enfermedades de Alzheimer y
Parkinson (Estrada-Reyes et al., 2012). El acido ascérbico (vitamina C) es un
nutriente esencial para la biosintesis del colageno y un cofactor en la biosintesis
de las catecolaminas, L-carnitina, colesterol, aminoacidos, y algunas hormonas
peptidicas. La falta de vitamina C causa escorbuto, una condicion patolégica
gue conduce a la fragilidad de los vasos sanguineos y dafio del tejido conectivo.
Esta potencialmente implicada en la prevencion del cancer y enfermedades
cardiovasculares (Grosso et al., 2013). Es un micronutriente al que
tradicionalmente se le ha reconocido un poder ante infecciones agudas,
refriados comunes, etc., y cuya efectividad sobre el sistema inmunitario ha sido
estudiada (Mauro-Martin & Garicano-Vilar, 2015).

Los frutos estudiados presentaron un contenido de acido ascoérbico similar a lo
reportado en limén, naranja y pifia (38.5, 49.0 y 35.8 mg EAA 100 g* p.f.),
mayor a frutas como manzana y mandarina (5.35 y 29.4 mg EAA 100 g p.f.) y
menor al de fresa y guayaba (79.7 y 223.2 mg EAA 100 g™ p.f.) (INCMNSZ,
2015). Se puede considerar incluir frutos de Anonaceas dentro de la dieta por
su aporte a los requerimientos diarios que se encuentran entre 15y 120 mg

dependiendo de la edad y condicién de la persona (Bastias & Cepero, 2016).

3.4.4. Actividad antioxidante

Las sustancias antioxidantes desempefian una funcién fundamental en la
prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles debido a que tienen la
capacidad de inhibir la oxidacion de moléculas (lipidos, proteinas y acidos
nucleicos) evitando que se alteren las funciones celulares, por lo tanto, actdan
como protectores contra especies reactivas de oxigeno o radicales libres.
Muchos antioxidantes pueden ser sintetizados en el cuerpo u obtenidos a partir

de una dieta basada en frutas (Gordillo et al., 2012; Lépez et al., 2012).

Los resultados de la actividad antioxidante y porcentaje de inhibicion de los

radicales libres (Cuadro 4), muestran que la chirimoya presento los valores mas
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altos. De acuerdo con datos publicados por Kuskoski, Asurero, Troncoso,
Mancini-Filho y Fett (2005) usando los métodos DPPH y ABTS en guanabana,
reportaron menor actividad antioxidante en el método DPPH (288 uM ET 100 g™
p.f.) que la obtenida en este estudio, por otro lado hay una mayor actividad
antioxidante en el método ABTS (480 puM ET 100 g* p.f.). Vit et al. (2014)
también reportaron una actividad antioxidante en guanabana menor a la
encontrada en el presente estudio (193.4 pM ET 100 g™ p.f.) usando el método
ABTS. La actividad antioxidante en pulpa de chirimoya fue mayor a lo reportado
por Loizzo et al. (2012) (440 uM ET 100 g™ p.f.) por el método ABTS.

Cuadro 4. Determinacion de la actividad antioxidante en la pulpa de tres
especies de Anonaceas por los métodos DPPH y ABTS.
DPPH ABTS

(UM ET 100 g* p.f.)*  Inhibicién (%) (UM ET 100 g™ p.f.) Inhibicién (%)
Guandbana  306.49+4.47b 60.36 +0.85¢ 345.38+6.33b  77.60+1.48¢c
Chirimoya 650.55 + 0.80 a 94.45+0.11a 587.58+0.26a  99.43+0.04a
Chincuya 287.04 +5.62 ¢ 70.38+1.33b 324.73+1.41¢c 91.87+0.41b
‘UM Equivalentes de Trolox 100 g™ p.f.; media + desviacién estandar (n=4); Medias con
letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05).

Especie

El analisis de correlacion de Pearson (Cuadro 5) indic6 que los compuestos
fendlicos y el acido ascorbico tienen una correlacion positiva con la actividad
antioxidante, por lo tanto estos metabolitos sinérgicamente se asocian a la
actividad antioxidante encontrada en el presente estudio. Sin embargo, la
actividad antioxidante en frutas y verduras también se le puede atribuir a la
presencia de otro tipo de compuestos como vitamina E, carotenoides,
antocianinas y otros compuestos (Gordillo et al.,, 2012), que no fueron
evaluados.

Cuadro 5. Correlacion de Pearson entre los compuestos
antioxidantes en pulpa de tres especies de Anonaceas.

Correlacion Comp,u_estos Flavonoides Agidq DPPH ABTS

Fendlicos Ascorbico
Compuestos fendlicos 1.0000 -0.8674 0.9306 0.9842* 0.9798*
Flavonoides 1.0000 -0.6395 -0.7726 -0.7577
Acido ascérbico 1.0000 0.9782* 0.9822*
DPPH 1.0000 0.9993*
ABTS 1.0000
*ps0.0S
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3.4.5. Toxicidad de extractos en Artemia Salina

El grado de toxicidad de los extractos metandlicos de la semilla, la cascara, las
hojas y la pulpa de las tres especies se definié en funcion de la concentracion
letal media (CLsp) en los nauplios de Artemia salina (Cuadro 6) considerando
las siguientes categorias: extremadamente toxico, menor a 10 ppm; muy téxico,
entre 10 y 100 ppm; moderadamente téxico entre 100 y 1 000 ppm Yy no toxico
mayor a 1 000 ppm (Betancurt et al., 2014). Con base en lo anterior, se
considero al extracto de pulpa de guanabana como muy téxico, con una CLsg de
67.5 ppm y a los extractos de semilla de chirimoya y chincuya como

extremadamente toxicos con una CLso de 5 ppm.

Cuadro 6. CLsg de extractos metanolicos de
tres especies de Anonaceas.

Especie Parte analizada CLso ppm’
Pulpa 67.5
A. muricata Céscara 786.2
(guanabana) Semillas 753.4
Hojas 1003.0
Pulpa 609.1
A. cherimola Cascara 1199.7
(chirimoya) Semillas 5.0
Hojas 528.4
Pulpa 544.5
A. purpurea Céscara 110.4
(chincuya) Semillas 5.0
Hojas 104.3

*CLso: concentracion letal que causa el 50% de

mortalidad en la poblacion calculada por el método

Probit (n=3).
Son escasas las investigaciones que reportan la toxicidad de extractos de
Anonaceas, solamente se encontraron estudios de extractos obtenidos a partir
de corteza del tallo de la especie Annona cherimolioides con una CLs; menor a
250 ppm, atribuida principalmente a la presencia de alcaloides (Garcia et al.,
2012). Fernandez-Calienes Valdés et al. (2009), reportaron en el extracto
etanolico de Annona glabra L. una CLsp mayor a 1 000 ppm. Gonzalez-
Esquinca et al., (2012), encontraron una CLsg entre 409 y mas de 1 000 ppm en

los extractos etandlico y acuosos de tallos y hojas en tres especies de
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Anonaceas, solamente el extracto etandlico de hoja de la especie Annona
diversifolia presenté toxicidad con una CLso de 52 ppm, estas diferencias
podrian deberse y a las variaciones genéticas entre especies y a la mayor
polaridad de los disolventes utilizados en la preparaciéon de los extractos. La alta
toxicidad mostrada en algunos extractos de las plantas del género Annona se
ha relacionado con la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides,
acetogeninas, taninos, quinonas, alcaloides y terpenos que pueden actuar de
manera sinérgica en la planta o en diferentes partes de ella, explicando asi la

diferente toxicidad observada en los extractos (Garcia et al., 2012).

3.5. Conclusiones

La chirimoya destacé de las otras especies estudiadas por tener los valores
mas altos de proteina cruda, carbohidratos y minerales (Ca, P, Mg, Na, Fe, Zn,
Mn), ademas de un alto contenido de compuestos fendlicos y acido ascorbico
(vitamina C), que le aportan mayor capacidad antioxidante; los valores mas
altos de cenizas, grasa y contenido de flavonoides se encontraron en la pulpa
de guanabana; finalmente, la pulpa de chincuya fue superior en la cantidad de
fibra cruda al presentar el mayor valor. De manera general se encontré que los
frutos de las especies de Anonaceas son una fuente de compuestos
nutricionales y antioxidantes lo que podria explicar su alta capacidad para el
secuestro de radicales libres. Por lo tanto, los frutos de estas especies podrian
destacar por su potencial nutracéutico y ser considerados un alimento funcional.
Se consideré al extracto de pulpa de guanabana como muy téxico, con una
ClLso de 67.5 ppm y a los extractos de semilla de chirimoya y chincuya como
extremadamente toxicos con una ClLso de 5 ppm al ser evaluados mediante el
bioensayo en Artemia salina. De acuerdo a la informacion analizada se
concluye que las especies de Anonaceas tienen potencial desde varios puntos
de vista como nutricional, medicinal y agroindustrial por lo que se recomiendan
otros estudios que destaquen las caracteristicas deseables por productores y
consumidores y con ello contribuir al aprovechamiento de algunas especies

secundarias con potencial econémico en México.
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4. ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA, NECROTICA Y
APOPTOTICA DE EXTRACTOS METANOLICOS DE Annona
muricata, A. cherimola Y A. purpurea EN LA LINEA CELULAR
TUMORAL MDA-MB-231 DE CANCER DE MAMA

4.1. Resumen

El cancer es una enfermedad que surge por alteraciones genéticas y
representa uno de los problemas de salud publica mas graves en todo el
mundo. El costo de los tratamientos convencionales y los efectos secundarios
de los farmacos utilizados, repercuten negativamente en la calidad de vida de
las personas que lo padecen. Esto ha fomentado el uso de extractos de plantas
y sus metabolitos como fuentes alternativas de compuestos activos con
actividad anticancerigena para su tratamiento. Es sabido que algunas plantas
se han utilizado con fines medicinales y que han sido fuente de sustancias de
uso etnofarmacolégico, sin embargo, en México solo se ha estudiado al 5% de
las plantas medicinales con este fin. La valoracion in vitro sobre lineas celulares
de cancer, permite explorar la actividad bioldgica de extractos en la busqueda
de moléculas con potencial anticancerigeno. Al respecto, las especies de
Anonaceas se caracterizan por la presencia de sustancias bioactivas en hojas,
raiz, frutos y semillas, en las que se han identificado algunos usos medicinales
como la actividad citotoxica y antitumoral. Con los antecedentes descritos, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antiproliferativa, necrética y
apoptotica de extractos metanolicos de pulpa, cascara, semillas y hojas de
Annona muricata, A. cherimola y A. purpurea, en la linea celular tumoral MDA-
MB-231 de cancer de mama. Los resultados obtenidos establecieron que solo
los extractos de semillas de las tres especies presentaron actividad
antiproliferativa, disminuyendo significativamente el numero celular en las
concentraciones utilizadas (ICsy de 47.76, 26.32 y 12.39 pg mL™,
respectivamente). Con respecto a la actividad citotoxica (actividad necrética),
los tres extractos metandlicos de semillas no presentaron actividad necroética de
forma significativa, pero indujeron a las células tumorales a una muerte
apoptotica, lo que sugiere que estos extractos, tienen actividad antiproliferativa,
baja actividad necrética y son inductores de muerte celular apoptotica.

Palabras clave: Extractos, Annona, antiproliferativa, necrosis, apoptosis.
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ANTIPROLIFERATIVE, NECROTIC AND APOPTOTIC ACTIVITY
OF METHANOLIC EXTRACTS FROM Annona muricata, A.
cherimola AND A. purpurea IN MDA-MB-231 BREAST TUMOR
CELL LINE

Abstract

Cancer is a disease that is caused by genetic alterations and represents one of
the most serious public health problems worldwide. The cost of conventional
treatments and the secondary effects of the medicines used have a negative
impact on the quality of life of the people who suffer from it. This has promoted
the use of plant extracts and their metabolites as alternative sources of active
compounds with anticancer activity for its treatment. It is known that some plants
have been used for medicinal purposes and have been a source of substances
for ethnopharmacological use; however, in Mexico only 5% of medicinal plants
have been studied for this purpose. The in vitro evaluation on cancer cell lines
allows exploring the biological activity of extracts in the search for molecules
with anticancer potential. In this sense, Annonaceae species are characterized
by the presence of bioactive substances in leaves, roots, fruits and seeds, in
which some medicinal uses have been identified, such as cytotoxic and
antitumor activity. With the described antecedents, the objective of the present
work was to evaluate the antiproliferative, necrotic and apoptotic activity of
methanolic extracts of pulp, peel, seeds and leaves of Annona muricata, A.
cherimola and A. purpurea, in the breast cancer tumor cell line MDA-MB-231.
The results obtained established that only the seed extracts from the three
species presented antiproliferative activity, significantly decreasing cell number
at the concentrations used (ICsy of 47.76, 26.32 and 12.39 pg mL™,
respectively). Concerning cytotoxic activity (necrotic activity), the three
methanolic seed extracts did not show significant necrotic activity, but induced
tumor cells to apoptotic death, suggesting that these extracts have
antiproliferative activity, low necrotic activity and are inducers of apoptotic cell
death.

Keywords: Extracts, Annona, antiproliferative, necrosis, apoptosis.
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4.2. Introduccion

El término cancer se designa a un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo (OMS, 2021). Es una enfermedad
provocada por células que se multiplican sin control y de manera autbnoma
(Garza Salazar & Juarez Sanchez, 2013); lo que conduce a la formacion de
agregados llamados tumores que crecen dafiando tejidos vecinos, se nutren del
organismo y alteran su fisiologia (Sanchez, 2013). Los tumores se pueden
considerar como benignos o malignos. Los tumores malignos que son capaces
de invadir el tejido normal adyacente y propagarse por el cuerpo (metastasis),
se les denomina propiamente como canceres y es su capacidad para invadir y
dar lugar a metéastasis lo que convierte al cancer en algo peligroso (Cooper &
Hausman, 2007).

Esta enfermedad es uno de los problemas de salud publica mas graves en todo
el mundo, por lo que surge la necesidad urgente de obtener nuevos farmacos.
Esto ha fomentado el uso de extractos de plantas y sus metabolitos como
fuentes de compuestos activos (Newman & Cragg, 2016). El interés por estas
sustancias naturales es cada vez mayor debido a su potencial como fuentes de
compuestos anticancerigenos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), mas del 80% de la poblacion mundial depende de las medicinas
tradicionales para satisfacer sus necesidades primarias de atencién sanitaria.
Por lo que la investigacién fitoquimica que se ha realizado a partir de la
informacion  etnofarmacologica constituye el enfoque eficaz en el
descubrimiento de nuevos agentes anti-infecciosos a partir de plantas

superiores (Pieme et al., 2014).

Las plantas siguen siendo ampliamente utilizadas con fines medicinales por los
pueblos indigenas de México, se ha evaluado la actividad biolégica de muchos
derivados de plantas y se ha demostrado su importancia medicinal (Alonso-
Castro, et al., 2011). Actualmente, nuevas especies de plantas son fuentes de
informacion para el descubrimiento de sustancias con importante actividad

biolégica de uso etnofarmacolégico (Frias Tamayo et al., 2016). De acuerdo con
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la Secretaria de Salud, el 90% de la poblacion mexicana ha optado por alguna
de las 4 500 plantas medicinales de México por lo menos una vez en su vida,
de las cuales solo se ha hecho analisis farmacoldgico de las sustancias que
contienen al 5% del total de esas plantas (SEMARNAT, 2021).

La familia Annonaceae se caracteriza por la presencia de numerosos
metabolitos en hojas, raiz, frutos y semillas (Garcia et al., 2014); comprende
cerca de 2 500 especies agrupadas entre 130 y 140 géneros distribuidos en las
regiones con clima tropical y subtropical. EI género Annona spp., consta de
aproximadamente 120 especies que se caracterizan por el valor econémico de
sus frutos (Gonzalez Vega, 2013); la mayoria de ellas se localizan en areas
naturales y otras mas se cultivan en huertos comerciales y de traspatio (Agustin
& Ledesma, 2014).

Annona muricata es una especie de planta tropical conocida por su fruto
comestible que tiene algunos beneficios medicinales, pero también algunos
efectos téxicos. En las regiones tropicales se han identificado usos medicinales
tradicionales de A. muricata para tratar diversas afecciones como la fiebre, el
dolor, las enfermedades respiratorias y cutaneas, los parasitos internos vy
externos, las infecciones bacterianas, la hipertension, la inflamacion, asi como
la diabetes y el cancer. Mediante estudios in vitro, los extractos y fitoquimicos
de A. muricata se han caracterizado como antimicrobianos, antiinflamatorios,
antiprotozoarios, antioxidantes, insecticidas, larvicidas y citotoxicos para las
células tumorales (Coria-Téllez, 2018). Annona cherimola, es apreciada por sus
valores medicinales y nutricionales aprovechados por indigenas antes del
descubrimiento del Continente Americano. Presenta algunas propiedades como
insecticidas, pesticidas, antibacterial, actividad citotoxica y antitumoral. Esta
especie también es conocida como planta medicinal y se plantea que el té
elaborado a partir de sus hojas es relajante, asi como que sus frutos poseen
efecto laxante y garantizan beneficios a la digestion (Gonzalez Vega, 2013).
Algunas de sus aplicaciones terapéuticas son para tratar la insuficiencia

cardiaca, gastritis y control de obesidad (Gayoso Bazan & Chang Chavez,
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2017). El empleo de diversas partes de la planta de Annona purpurea en la
medicina tradicional es sumamente variado, se usa en algunos malestares
como fiebre, dolor de cuerpo, dolor de cabeza y diarrea, asi como para controlar
la diabetes, bajar la presion arterial y para tratar enfermedades respiratorias.
Esta especie posee diversos principios activos, como acetogeninas y alcaloides
gue son moléculas de particular interés porque presentan actividad insecticida,
antimicrobiana, antifingica, antiparasitaria, citotéxica y antitumoral (Luna-
Cazéares & Gonzélez-Esquinca, 2015). No obstante el uso de estas plantas para
tratar los diferentes padecimientos o enfermedades, aln no se ha comprobado

cientificamente su posible actividad anticancerigena.

La valoracion in vitro sobre lineas celulares derivadas de tumores humanos
permite explorar la actividad biolégica de productos aislados de diferentes
fuentes como primer tamizaje en busqueda de moléculas con potencial
actividad anticancerigena (Escobar & Aristizabal, 2010). Las lineas celulares
constituyen una de las principales herramientas en la investigacion médica y
biologica (Allen et al., 2016). Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar
la actividad antiproliferativa, necrética y apoptética de extractos metandlicos de
Annona muricata, A. cherimola y A. purpurea, en la linea celular tumoral MDA-

MB-231 de cancer de mama.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Material vegetal

Frutos y hojas de guanabana (Annona muricata), chirimoya (A. cherimola) y
chincuya (A. purpurea), sin dafios visibles, fueron colectados aleatoriamente en
diferentes estados de la Republica Mexicana: guanabana en la localidad
Cofradia de Morelos municipio de Tecoman en el estado de Colima, chirimoya
en el municipio de Tlalnepantla en el estado de Morelos y chincuya en la
comunidad de Las Salinas municipio de Chicomuselo en el estado de Chiapas.
Las muestras se lavaron con agua corriente y se enjuagaron con agua
destilada; de los frutos se separé la pulpa, la cascara y las semillas, todo el

material se congeld a -20 °C y se liofilizd en un equipo modelo 7670520
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(LABCONCO, Kansas, USA) a -40 °C y 12 Pa, por 24 h. Las muestras se

almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.

4.3.2. Obtencion de extractos metandlicos

El material liofilizado de cada especie se molié con un procesador de alimentos
y cada muestra se colocé en un cilindro de papel filtro dentro de la camara de
un extractor Soxhlet. La extraccion se hizo manteniendo en recirculacion
metanol (99.8%) a 65 °C por 8 h. Cada extracto se concentrd al vacio en un
rotavapor Bulichi R-210 para obtener el extracto crudo, en una estufa a 45 °C se
llevé a sequedad por 24 h y se determind el rendimiento. Los extractos se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

4.3.3. Cultivo de células tumorales

Las células de la linea tumoral MDA-MB-231 provenientes de cancer de mama
se cultivaron en cajas Petri de cristal de 100 mm (Pyrex, USA), con 10 mL de
medio de cultivo RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute; Microlab, Mex.)
suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina, con rojo de fenol, al 5% de
suero neonato bovino (SNB) previamente desactivado a 57 °C por 30 min. El
cultivo se mantuvo en una incubadora (Nuaire US Autoflow) a 37 °C, 5% de CO,
(dibxido de carbono) y una atmoésfera humeda a saturacidn. Las células se
utilizaron cuando se observoé el desarrollo de una saturacién entre el 60 y 70%

en las cajas Petri.

4.3.4. Preparacion de extractos para estimulo de células

Para determinar la cantidad requerida de extracto para disminuir en un 50% la
densidad celular (ICsp) se realizaron diluciones seriadas, de la siguiente
manera: se prepararon soluciones stock con 5 mg de cada extracto
solubilizados en 125 pL de Dimetil sulféxido (DMSO). EI DMSO se utilizé en
todos los ensayos para comprobar que el efecto en las células era causado por
los extractos y no por el vehiculo usado para disolverlos. En tubos Eppendorf de
1.5 mL se agregaron 5 pL de cada stock y 995 uL de RPMI-1640, sin rojo de
fenol, al 5% de suero neonato bovino (SNB), iniciando a una concentracion de

200 pg mL™* en el primer tubo. Se prepararon 11 tubos Eppendorf de 1.5 mL
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adicionales con 500 pL de RPMI-1640 al 5% de SNB cada uno. Del tubo con
200 pg mL™? se tomaron 500 pL y se agregaron al segundo obteniendo un
volumen de 1 mL, del segundo tubo se tomaron nuevamente 500 pL y se
agregaron al siguiente tubo y asi sucesivamente hasta obtener un total de 12
diluciones con las concentraciones deseadas (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12,
1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.09 y 0.04 ug mL'l). Posteriormente, se prepararon

diluciones puntuales para tener un valor mas preciso de la ICsy.

4.3.5. Determinacién de la proliferacion celular mediante la técnica de
incorporacion del colorante cristal violeta en células tumorales

Se sembraron células de la linea tumoral MDA-MB-231 en placas de cultivo de
96 pozos a una densidad de 7 000 células por pozo en 100 puL de medio RPMI-
1640 al 5% de SNB, cultivadas por 24 h para su adherencia. Posteriormente, se
les retiré el medio de cultivo y se agregaron 100 pL de los extractos metanélicos
de las especies de Anonaceas en las concentraciones deseadas, se incubaron
por 24 h mas a 37 °C. En el control del ensayo se contemplé la concentracion
maxima del vehiculo (0.05% DMSO) utilizado en las diluciones preparadas, en
el blanco del ensayo solo se cambi6 el medio RPMI-1640 por medio nuevo.

Transcurridas las 24 h se evaluo el efecto antiproliferativo de los extractos en
las células mediante la técnica de incorporacién del colorante cristal violeta
(Kueng et al., 1989). Para esta técnica se retird6 completamente el medio de
cultivo de las placas y las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1% (Sigma
Aldrich, USA) en agitacion por 15 min; después, se retird el fijador, las placas se
lavaron con agua destilada y se secaron con aire. Se agregaron 50 pL por pozo
del colorante cristal violeta al 0.1% (Sigma Aldrich, USA) en solucion
amortiguadora de &cido férmico 200 mM (Sigma Aldrich, USA) pH 6.0 para tefiir
las células, las placas se mantuvieron en agitacion constante por 20 min. Se
retird el cristal violeta a través de lavados con agua destilada hasta retirar el
exceso de colorante no asimilado, una vez mas las placas se secaron con aire.
Se afnadieron 100 pL de acido acético (Sigma Aldrich, USA) al 10% por pozo y

se mantuvo en agitacion cada placa durante 20 min a temperatura ambiente
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para destefiir las células y formar una suspension homogénea del colorante.
Finalmente en un lector de placas de ELISA (Chromate, Awareness Technology

Inc.) se tomo la lectura de cada pozo a una absorbancia de 590 nm.

Para calcular la disminucion en el nimero celular (ICsp), se grafico el porcentaje
de proliferacion celular respecto al Control con el programa Microsoft Excel
2010 transformando los datos en porcentaje celular y correlacionandolos con la
concentracién en pg mL™* de cada extracto metandlico. Se realizé una regresion

lineal para calcular la reduccion del 50% de la poblacién celular (ICsg).

4.3.6. Efecto citotoxico a través de la determinacion de la actividad de la
enzima LDH en sobrenadantes celulares

Se cultivaron células de la linea tumoral MDA-MB-231 en placas de cultivo de
96 pozos a una densidad de 7 000 células por pozo con 100 pL de medio
RPMI-1640 al 5% de SNB, por 24 h a 37 °C y 5% de CO0,. Posteriormente, se
retird6 el medio de cultivo y se trataron con las concentraciones ICsy de cada
extracto de semilla con medio RPMI-1640 sin rojo de fenol, se incubaron por 24
h méas a 37 °C. A las 23 h de haber aplicado el estimulo se agregaron 10 pL de
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) al 15% al control positivo y se incub6 una hora
mas. Cumplidas las 24 h de haber aplicado los estimulos se tomaron 70 L del
sobrenadante de cada pozo y se transfirieron a placas de 96 pozos de fondo
conico, se centrifugaron a 4 000 RPM durante 5 min a una temperatura de 3 °C,
se cubrieron con papel aluminio para protegerlas de la luz y se mantuvieron en

refrigeracion hasta la realizacion de la prueba.

De las placas de fondo conico previamente centrifugadas se tomaron 30 pL del
sobrenadante y se colocaron en una placa de fondo plano de 96 pozos, se
afiadié en cada pozo 30 pL del kit para evaluacion de LDH (PROMEGA, USA) y
la placa se mantuvo en agitacidbn por 15 minutos a temperatura ambiente
protegida de la luz. En un lector de placas para ELISA (Chromate, Awareness
Technology Inc.) se ley6 la absorbancia de cada pozo a una longitud de onda
de 490 nm, los datos se graficaron con el programa Microsoft Excel 2010,

mostrando el porcentaje de actividad de la enzima LDH en el sobrenadante
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celular, tomando como referencia al control positivo como un 100% (células
tratadas con Triton X-100).

4.3.7. Evaluacion de la morfologia celular apoptoética por tincion con DAPI
mediante microscopia de fluorescencia

Células de la linea tumoral MDA-MB-231 fueron cultivadas sobre cubreobjetos
limpios y estériles en placas de 24 pozos a una densidad de 25 000 células por
pozo con un volumen de 200 pL de RPMI-1640 al 5% de SNB durante 24 h a 37
°C y 5% de CO0,. Transcurrido el tiempo, se trataron las células durante 24 h
contemplando las siguientes condiciones: Control (Unicamente cambio de
medio), Vehiculo (DMSO 0.05 pL mL™), Control positivo de muerte apoptdtica

(Colchicina 0.1 pg mL™) y la concentracién ICs, de cada extracto de semilla.

Las células adheridas a los cubreobjetos se fijaron con paraformaldehido al 2%
durante 20 min, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS filtrado
esperando 3 min entre cada lavado. Las células se permearon con Triton X-100
al 0.2% en PBS a 4 °C (sobre hielo) durante 5 min, nuevamente se realizaron 3
lavados con PBS. Una vez permeadas las células, se adicion6 el fluorocromo
4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, USA) formando un domo sobre
cada cubreobjetos, se dejé incubando en oscuridad por 3 min a temperatura
ambiente, después las muestras se lavaron 3 veces con PBS filtrado con una
duracion de 3 min por lavado y se montaron sobre portaobjetos con medio de
montaje para fluorescencia (Vector Laboratories, USA). Finalmente las
muestras se sellaron con esmalte para ufias, se etiquetaron y se guardaron en
oscuridad a -20 °C hasta su observacion. Las observaciones de cada
preparacion se hicieron en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse
E600 (Nikon, Melville, NY, USA), equipado con una camara de alta resolucion
DXM1200F (Nikon, Melville, NY, USA).

4.3.8. Analisis estadistico
Los datos experimentales fueron procesados con el programa Microsoft Office
Excel 2010 para calcular la media y desviacion estandar. Se realizé un analisis

de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de medias de Tukey

85



utilizando el programa Statistical Analysis System (SAS, 2000) para evaluar las

diferencias entre pares de medias con un nivel de significancia p<0.05.

4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Determinacién de la proliferacion celular en células tumorales

Para determinar si los extractos metandlicos de guandbana, chirimoya y
chincuya afectaban el potencial proliferativo de células tumorales de cancer de
mama, cultivos de la linea tumoral MDA-MB-231 fueron tratados con diferentes
concentraciones de extractos metandlicos de pulpa, cascara, semillas y hojas
de las tres especies de Anonaceas durante 24 h; el numero celular fue evaluado
por la técnica de tincién con cristal violeta y se utiliz6 0.05 uL mL™ de DMSO

como vehiculo.

Cuadro 7. Efecto antiproliferativo de extractos metanolicos
(pulpa, céscara, semillas y hojas) de tres especies de
Anonaceas en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231.

Extracto Proliferacion
Especie metanélico ICs0 celular*
(Tejido) (kg mL7) (%)
Pulpa > 100 100.19 £+ 3.84 a
i Céscara > 100 86.34£6.44Db
Guanabana Semillas 47.76 50.00 +3.70 a
Hojas >50 68.56 + 4.68 ¢
Pulpa >100 76.51+3.45¢c
. Cascara >100 113.10+2.33 a
Chirimoya Semillas 26.32 50.00 + 5.69 a
Hojas > 100 79.02+4.82a
Pulpa > 50 95.57 £3.00b
. Cascara > 100 89.88+6.02b
Chincuya Semillas 12.39 50.00 +5.14 a
Hojas > 100 73.89+757b

Media + desviacion estandar (n=6) de tres ensayos independientes; medias
con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes
(Tukey, p<0.05).

A pesar de que los extractos provienen de especies del mismo género, la
respuesta de las células tumorales es diferente en cuanto a la concentracion
requerida de extracto para inducir la disminucion del 50% en el namero celular
(ICsp) (Cuadro 7, Figuras 19-27). De igual manera se observé que solo los
extractos de semilla de las tres especies presentaron actividad antiproliferativa
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de manera significativa con una disminucién en el namero celular, por lo que

solo se continud con la evaluacion de estos extractos.
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Figura 13. Efecto antiproliferativo del extracto metandlico de semilla de
guanabana sobre células tumorales de cancer de mama MDA-MB-231. Los

ensayos fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la
media + desviacion estandar (n=6); p<0.05.
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Figura 14. Efecto antiproliferativo del extracto metanélico de semilla de
chirimoya sobre células tumorales de cancer de mama MDA-MB-231. Los

ensayos fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la
media * desviacion estandar (n=6); p<0.05.
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Figura 15. Efecto antiproliferativo del extracto metandlico de semilla de
chincuya sobre células tumorales de cancer de mama MDA-MB-231. Los
ensayos fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la
media * desviacion estandar (n=6); p<0.05.

De acuerdo con los resultados observados en las Figuras 13, 14 y 15, se
determiné que los extractos metandlicos de las especies de Anonaceas
afectaron el potencial proliferativo de la linea celular MDA-MB-231 de manera
dependiente de la dosis, es decir, conforme se incrementd la concentracion del

extracto el numero celular disminuyo.

4.4.2. Determinacion de citotoxicidad (necrosis) en células tumorales
MDA-MB-231

La disminucion en el nimero celular inducida por algiin compuesto o extracto se
podria deber a una accion citotoxica, que se caracteriza por afectar la integridad
de la membrana celular, lo cual es caracteristico de una muerte por necrosis
(Agudelo & Lépez, 2010). Para evaluar si los extractos metandlicos de las
especies de Anonaceas presentaban actividad citotoxica (necrosis) en las
células tumorales de cancer de mama, cultivos de la linea celular MDA-MB-231
fueron tratados con las concentraciones ICsg (47.76, 26.32 y 12.39 ug mL™?) de

los extractos de semilla de guanabana, chirimoya y chincuya, respectivamente,
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durante 24 h y se evalud la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa

(LDH) en los sobrenadantes provenientes de los cultivos celulares.

120
T T Citotoxicidad

100 -+
T l J— OGuanabana (47.76 ugmL)
5 80 - O Chirimoya (26.32 ugmL)
% B Chincuya (12.39 ugmL)
3 60 -
=
=
2 40 -
X

N m m_}h g

) e

Triton X-100 Control DMSO IC50

Figura 16. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de
células MDA-MB-231 tratadas con los extractos metanodlicos de semilla de tres
especies de Anonaceas. Los ensayos fueron realizados por triplicado y los
valores se reportaron como la media + desviacion estandar (n = 6); p<0.05.

Cuadro 8. Porcentaje de actividad de LDH en células tumorales

MDA-MB-231 tratadas con los extractos metanélicos de semillas de

Anonaceas.

Tritdn X-100  Control DMSO Extracto de
(%) (%) (%) semillas (%)

Guanébana 100+9.96 18.14+193 17.65+53 12.98+2.095

Chirimoya 100 £ 8.28 12.02+2.28 10.86+3.58 9.00+ 1.75

Chincuya 100£5.15 3.81+193 346+183 0.23+1.93

Especie

" Media + desviacion estandar (n = 6) de tres ensayos independientes.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 16, Cuadro 8), se observé que
los extractos metandlicos de semilla de las tres especies de Anonaceas no
presentaron actividad significativa de la enzima LDH en cultivos de células
tumorales de la linea celular MDA-MB-231 de cancer de mama, lo que sugiere
que este tipo de extractos no inducen a las células a una muerte necrética. Por
lo tanto, la actividad antiproliferativa observada en estos extractos se debié a un

proceso de muerte diferente a la muerte celular por necrosis.
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4.4.3. Evaluacién de la morfologia celular apoptética en células tumorales
Cuando las células son inducidas a una muerte apoptoética, presentan algunos
cambios en su morfologia, como la reduccion de sus nucleos, el empaquetado
de su contenido citoplasmatico, la condensacion y fragmentacion de la
cromatina que se agrupa en varios sectores formando cuerpos apoptoticos.
Esto evita que se produzca la respuesta inflamatoria caracteristica de la muerte
accidental o necrosis. En lugar de hincharse y estallar y, por lo tanto, derramar
su contenido intracelular enzimético dafiino, hacia el espacio intercelular. De
esta manera, pueden ser eficientemente englobadas via fagocitosis v,
consecuentemente, sus componentes son reutilizados por macrofagos o por
células del tejido adyacente (Machado & Concepcion, 2012). Para conocer si
los extractos metandlicos de semillas de Anonaceas inducian apoptosis en las
células tumorales MDA-MB-231. Cultivos de este tipo de células fueron tratadas
con la concentracion ICsy respectiva para cada especie durante 24 h,
posteriormente fueron tefiidas con el fluorocromo 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) y la morfologia celular fue evaluada por microscopia de contraste de
fases (Figuras 17 y 18).

Los resultados mostrados en las Figuras 17 y 18, indicaron que los extractos
metanolicos de semillas de Anonaceas indujeron en las células tumorales MDA-
MB-231 de cancer de mama un proceso de muerte apoptética. En el campo
claro con iluminacion de contraste de fases, se aprecié la morfologia clasica de
las células MDA-MB-231, para las micrografias de las células control y las
tratadas con DMSO (vehiculo), se observaron células adheridas y extendidas
en el piso del plato de cultivo, mostrando forma alargada. Cuando las células se
trataron con el inductor de apoptosis colchicina y los extractos metandlicos de
Anondceas, las células se vieron afectadas y su morfologia cambid, se observé
gue redujeron su tamafo, perdieron la adherencia y sus proyecciones
citoplasmaticas, en algunas células se observaron alteraciones mas avanzadas

en forma de cuerpos apoptéticos (flechas negras).
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Figura 17. Micrografias opticas de células MDA-MB-231 con tincion de nucleos
con DAPI y contraste de fases. Control, DMSO y colchicina. Después de ser
tratadas con Colchicina se observo la reduccion de su tamafio y la formacién de
cuerpos apoptoéticos (flechas negras). También se observaron células en
diferentes fases de division, con compactacion de la cromatina y del nudcleo
(flechas blancas). Ensayo representativo de al menos tres repeticiones.

La tincion del ADN con el colorante fluorescente DAPI, mostro en las células
control y las tratadas con el vehiculo (DMSO) la cromatina distribuida en el
nacleo celular. Esta tincibn también permiti6 observar aquellas células que
estan en diferentes fases del proceso de division. En el control positivo para

apoptosis inducida con el tratamiento con colchicina, se aprecid una
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compactacion de la cromatina. Este mismo fendmeno y una fuerte
compactacion del nucleo también fue inducido por los tratamientos con los
extractos metandlicos de guanabana, chirimoya y chincuya (flechas blancas),

evidenciando morfologia correspondiente a la muerte tipo apoptética.

Contraste de Fases DAPI

<
Z B
-
o f’
4 v
N C
o)
7

91
N ¢
E ‘c
s .
O 7

- .
y s -7

S 42
)
@)
2
E ALY
Q vy -

Figura 18. Micrografias opticas de células MDA-MB-231 con tincion de nucleos
con DAPI y contraste de fases. Guanabana, chirimoya y chincuya. Después de
ser tratadas con los extractos metanodlicos de semillas se observo la reduccion
de su tamafio y la formacién de cuerpos apoptoéticos (flechas negras). También
se observaron células en diferentes fases de divisién, con compactacion de la
cromatina y del nucleo (flechas blancas). Ensayo representativo de al menos
tres repeticiones.
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El cancer es una enfermedad compleja que surge por alteraciones genéticas
gque modifican las diversas funciones celulares como proliferacion, muerte
celular programada y envejecimiento (Soca et al., 2007). El caAncer de mama es
un importante problema de salud publica de gran interés e importancia para los
médicos de diversas especialidades (Harris et al., 1992). La incidencia de
cancer de mama ha ido en aumento desde 2004, con mas de dos millones de
casos notificados en todo el mundo en 2018. Alrededor del 80% de todos los
casos de pacientes de cancer de mama tienen una tasa de supervivencia global

a 5 afios de alrededor del 90% (Garcia-Martinez et al., 2021).

Actualmente, el tratamiento del cancer con farmacos quimioterapéuticos es muy
costoso para la mayoria de pacientes. Por esta razén, es necesario investigar el
efecto citotoxico de extractos de plantas a las que se les atribuyen propiedades
anticancerigenas, para determinar su potencial como fuente de compuestos
antineoplasicos. Los productos naturales han sido la fuente mas representativa
en la obtencion de agentes terapéuticos para el tratamiento del cancer y su
enorme contribucion se reconoce en el descubrimiento de nuevas moléculas

citotdxicas con variados mecanismos de accién (Cendales & Suérez, 2016).

De la familia Annonaceae se conocen numerosos metabolitos secundarios con
propiedades farmacologicas diversas: antitumorales, insecticidas,
dopaminérgicos, antimalaricos, etc. Esta familia se ha caracterizado
especialmente por la presencia de acetogeninas, que son compuestos
exclusivos de esta familia y que han resultado ser de gran utilidad terapéutica
tanto quimica como biolégicamente (Cortes et al., 2014). Un ejemplo de la
utiidad de estas acetogeninas, es la annonicina, que en la célula bloquea el
complejo |, que es responsable de convertir NADH a NAD+, crea la
acumulacion de protones a través de la membrana interna mitocondrial,
desactivando la habilidad celular para generar ATP mediante una ruta oxidativa,

obligando finalmente a la célula a una muerte por apoptosis (Cruz et al., s.f.).

La presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, taninos, saponinas y

compuestos fendlicos en los extractos de algunas especies de Anonaceas
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como Annona muricata, son responsables de la actividad antioxidante de la
planta, pero también pueden tener responsabilidad en la actividad
anticancerigena reportada en estas especies (Pieme et al., 2014). Las hojas de
Annona cherimola se utilizan en la medicina popular para el tratamiento de
diarreas, golpes o torceduras, por su accion antiinflamatoria y debido a su
proximidad quimio-taxondmica con otra especie de la familia Annonaceae, la
guanabana, se les atribuye también actividad contra distintos tipos de cancer,
(Quispe et al., 2009) Los tallos y semillas de A. cherimola poseen compuestos
tales como alcaloides, terpenoides, flavonoides, acidos grasos saturados e
insaturados, acetogeninas, que han demostrado actividad antitumoral
(Gonzalez Vega, 2013). Diversas partes de la planta de Annona purpurea, se
han utilizado en la medicina tradicional, debido a que esta especie posee
diversos principios activos, como acetogeninas y alcaloides que son moléculas
de particular interés por su actividad insecticida, antimicrobiana, antifungica,
antiparasitaria, citotoxica y antitumoral (Luna-Cazares & Gonzalez-Esquinca,
2015).

De acuerdo con distintas investigaciones se encontré una alta efectividad de los
extractos de algunas especies de Anonaceas para inducir la muerte de células
cancerosas. Moghadamtousi, Kadir, Paydar, Rouhollahi, & Karimian (2014),
confirmaron que el extracto de acetato de etilo de hojas de Annona muricata,
induce la liberacion de LDH en las células A549 (cancer de pulmdn). Otro
estudio hecho por Huamani, Valdivia, & Oviedo (2016), con el extracto etandlico
de hojas de A. muricata frente a la linea MCF-7 de cancer de mama y células
mononucleares extraidas de sangre periférica (células normales) que fueron
expuestas a diferentes concentraciones del extracto y de 5-FU (farmaco
guimioterapéutico: control positivo); reportaron que el extracto es citotoxico para
las células tumorales y normales, considerado como no selectivo, sin embargo,
Unicamente provoco induccion de apoptosis en las células cancerosas; ademas,
fue veinte veces mas citotoxico que el control positivo. Haag et al. (2017),
determinaron que la actividad antineoplasica de diferentes extractos y
fracciones obtenidas de hojas de Annona cherimola, en estirpes celulares de
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LLC-B, resistentes a terapias habituales, no afectaron significativamente a los
linfocitos normales sugiriendo un alto nivel de selectividad y seguridad bioldgica
de los mismos. Hernandez-Fuentes et al. (2019), demostraron que las
acetogeninas presentes en raices, hojas y semillas de A. purpurea mostraron
una importante actividad citotoxica sobre las lineas celulares de cancer MSTO-
211H, HeLa y HepG2 capaces de provocar la despolarizacion de la membrana
mitocondrial en células enteras, y de inducir la muerte celular mediante

apoptosis tardia y necrosis.

El estudio de extractos de especies de la familia Annonaceae se puede
considerar como una alternativa en la busqueda de tratamientos para este tipo
de enfermedades, beneficiando a las personas que las padecen al reducir los
efectos secundarios que provocan las terapias actuales. Los extractos
derivados de las plantas, que inhiben significativamente el crecimiento de
células neoplasicas (250%) a bajas concentraciones (<50 pg mL™) son
considerados citotoxicos (Mans et al., 2000), por lo que pueden usarse en
estudios posteriores contra diferentes cepas de cancer humano, y de acuerdo a
los resultados se pueden llevar a un proceso de purificacion para aislar el
principio activo (Gomes de Melo et al., 2010). Basado en lo anterior, se dedujo
gue los extractos metanolicos de semillas de las tres especies de Anonéaceas,
fueron citotdxicos para las células tumorales MDA-MB-231 de cancer de mama
después de 24 h de tratamiento.

Los resultados obtenidos demostraron que los extractos metandlicos de las
especies de Anonaceas (guandbana, chirimoya y chincuya) presentaron
actividad antiproliferativa, sin inducir significativamente a una actividad necrética
a las concentraciones de 47.76, 26.32 y 12.39 pug mL*, respectivamente,
sugiriendo que estos extractos pueden ser utilizados para mas estudios en
busca de obtener y aislar los componentes activos con propiedades
antiproliferativas, citotéxicas e inductoras de apoptosis, con la intencion de
encontrar un agente de origen natural a partir de estas especies con

aplicaciones terapéuticas en la lucha contra el cancer.
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Es importante evaluar el efecto antiproliferativo de los extractos metandlicos de
especies de la familia Annonaceae en células no tumorales (linfocitos humanos)
con la finalidad de verificar si los extractos tienen un efecto antiproliferativo
importante en células normales, para descartar que sean un riesgo de
relevancia toxicoldgica para el sistema inmune al inducir una muerte por
apoptosis 0 necrosis en células de sangre periférica humana de manera

significativa que afecten las funciones del organismo.

Se debe considerar que la informacion disponible sobre el uso de extractos y
derivados de las especies de Anonaceas, se basa en investigaciones sobre la
actividad anticancerigena en cultivos celulares (in vitro) y con principios activos
extraidos de partes de la planta, principalmente semillas y hojas, lo que limita la
posibilidad de que partes frescas, como el fruto, o sus extractos puedan tener el
efecto que se le atribuye (Morén Rodriguez et al., 2010). Por lo tanto, se debe

tener precaucion en el uso y consumo de estas especies con fines terapéuticos.

4.5 Conclusiones

Los extractos metandlicos de semillas del fruto de guandbana, chirimoya y
chincuya disminuyeron 50% el numero celular en células tumorales MDA-MB-
231 de cancer de mama a concentraciones de 47.76, 26.32 y 12.39 ug mL™,
respectivamente. Los extractos metandlicos de semillas de las tres especies de
Anonaceas estudiadas no causaron muerte por necrosis en las células
tumorales tratadas, pero si provocaron muerte por apoptosis. Los extractos
metanolicos de pulpa, cascara y hojas de las tres especies de Anonaceas no
afectaron el potencial proliferativo de células tumorales MDA-MB-231

provenientes de cancer de mama.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Se observaron diferencias en la concentracion de fenoles y flavonoides totales,
asi como en la actividad antioxidante entre las especies de Anonaceas
estudiadas. La pulpa de chirimoya destac6 de las otras especies por su
contenido de proteina cruda, carbohidratos y minerales evaluados (Ca, P, Mg,
Na, Fe, Zn, Mn), también la concentracion de los compuestos fendlicos y el
acido ascorbico (vitamina C) fue superior en esta especie. Por otro lado, la
actividad antioxidante de estas especies se asocié a la presencia de los
compuestos fendlicos y al acido ascorbico de acuerdo a la correlacion de
Pearson. Se consider6 al extracto de pulpa de guanabana como muy toxico,
con una CLsp de 67.5 ppm y a los extractos de semilla de chirimoya y chincuya
como extremadamente toxicos con una ClLs, de 5 ppm al ser evaluados

mediante el bioensayo en Artemia salina.

Solo los extractos metandlicos de semillas de guanabana, chirimoya y chincuya
presentaron actividad antiproliferativa sobre células de la linea MDA-MB-2321
de cancer de mama, disminuyendo el numero celular en 50% a las
concentraciones de 47.76, 26.32 y 12.39 ug mL™, respectivamente. A diferencia
de los extractos de pulpa, cascara y hojas que no afectaron el potencial

proliferativo en este tipo de células.

Los extractos metandlicos de semillas de las tres especies de Anonaceas
estudiadas no causaron muerte por necrosis en las células tumorales tratadas,
pero si provocaron muerte por apoptosis, por lo tanto, es necesario realizar mas
estudios para evaluar el efecto antiproliferativo de este tipo de extractos en
células no tumorales (linfocitos humanos) para descartar que sean un riesgo de
relevancia toxicoldgica para el sistema inmune que afecten las funciones del

organismo. Ademas, es necesario evaluar si presentan el mismo efecto en otro
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tipo de células tumorales con la intencion de estudiar mas a detalle los

elementos responsables de esta actividad.

Se observaron diferencias en la concentracion de fenoles y flavonoides totales,
asi como en la actividad antioxidante entre las especies de Anonaceas
estudiadas. La pulpa de chirimoya destac6 de las otras especies por su
contenido de proteina cruda, carbohidratos y minerales evaluados (Ca, P, Mg,
Na, Fe, Zn, Mn), también la concentracion de los compuestos fendlicos y el
acido ascorbico (vitamina C) fue superior en esta especie. Por otro lado, la
actividad antioxidante de estas especies se asoci6 a la presencia de los
compuestos fendlicos y al acido ascorbico de acuerdo a la correlacion de
Pearson. Se consider6 al extracto de pulpa de guanabana como muy toxico,
con una CLsp de 67.5 ppm y a los extractos de semilla de chirimoya y chincuya
como extremadamente toxicos con una ClLsp de 5 ppm al ser evaluados

mediante el bioensayo en Artemia salina.
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6. APENDICES

6.1. Figuras no mostradas en el texto
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Figura 19. Efecto del extracto metandlico de pulpa de guanabana a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media *
desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 20. Efecto del extracto metandlico de cascara de guandbana a
diferentes concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los
ensayos fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la

media = desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 21. Efecto del extracto metandlico de hojas de guandbana a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media *

desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 22. Efecto del extracto metanolico de pulpa de chirimoya a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media *
desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 23. Efecto del extracto metandlico de cascara de chirimoya a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media *
desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 24. Efecto del extracto metandlico de hojas de chirimoya a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media *
desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 25. Efecto del extracto metandlico de pulpa de chincuya a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media *
desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 26. Efecto del extracto metandlico de cascara de chincuya a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media *
desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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Figura 27. Efecto del extracto metandlico de hojas de chincuya a diferentes
concentraciones en células MDA-MB-231; DMSO, 5 uL mL™. Los ensayos
fueron realizados por triplicado y los valores se reportaron como la media +
desviacion estandar (n = 6); p<0.05.
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