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1. Resumen

El cancer es considerado como una de las principales causas de mortalidad alrededor
del mundo y se prevé que el nimero de nuevos casos aumente en un 70% en los
préximos veinte afios (OMS, 2017). Por otro lado, en el 2014 se reportaron alrededor de
37 millones de personas infectadas con el virus del VIH a nivel mundial, de las cuales
so6lo el 40% recibid terapia retrovirica (OMS, 2016). Actualmente el cancer y el VIH se
han convertido en graves problemas de salud publica a nivel mundial debido al gran
namero de casos reportados ademas de la complejidad y costo elevado de su

tratamiento.

Ya que se ha demostrado que en los alimentos que consume el hombre se encuentran
presentes compuestos preventivos contra el cancer y debido a que compuestos que
presentan actividad contra el VIH se han aislado a partir de productos naturales, esta
tesis se centra en averiguar si es que en el zapote Domingo (Mammea americana) se
encuentran compuestos activos que puedan ayudar a la prevenciéon y tratamiento de
dichas afecciones. Para ello se aislé de la cascara de este fruto la cumarina mameigina
y posteriormente se evalud su posible actividad anticancerigena y anti-VIH-1. De Igual
forma se evalu6 la posible actividad anti-VIH-1 de la cumarina soulatrdlido (aislada
previamente del arbol de Calophyllum brasiliense y de modo complementario, se realizo
el andlisis proximal de la pulpa del zapote Domingo con objeto de conocer su
composicién aproximada y compararlo con lo reportado previamente. Los resultados
obtenidos sugieren que la mameigina posee actividad inhibitoria moderada contra la
enzima transcriptasa reversa del VIH-1 (43%), mientras que no se pudo determinar su
actividad citotéxica debido a que se presentaron problemas con su solubilidad. Al evaluar
el efecto citotéxico del soulatrélido se encontré que esta cumarina disminuye la viabilidad
celular por debajo del 50% en todas las lineas celulares en las que se probd. Con
respecto al analisis proximal de la pulpa del zapote Domingo, los resultados obtenidos
coinciden con lo reportado anteriormente en la literatura y con lo reportado para este tipo

de alimentos.



2. Introduccién

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades crénico-
degenerativas son la principal causa de mortalidad en el mundo al ocasionar el 63% de
las muertes. En México, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI),
55.6% de los fallecimientos de adultos mayores son ocasionados por este grupo de
enfermedades (INEGI, 2016). Las enfermedades cronicas son de larga duracion y en
general de progresion lenta. Son aquellas que degradan fisica y/o mentalmente, ya que
provocan un desequilibrio en los mecanismos de regeneracioén celular. El cancer se

encuentra en este grupo de enfermedades.

No obstante, las enfermedades crénicas no transmisibles representan uno de los
mayores retos que enfrenta el sistema de salud debido al gran niumero de casos
reportados, por su contribucion a la mortalidad de la poblacion, por ser la razon mas
frecuente de incapacidad prematura y por la complejidad y el costo elevado de su
tratamiento (Cérdova-Villalobos et al., 2008). La incidencia de estas enfermedades va en
aumento debido al envejecimiento de la poblacion y la practica de estilos de vida no
saludables, tales como el sedentarismo, dietas inadecuadas, estrés, tabaquismo,
alcoholismo, entre otros. Las enfermedades cronicas son en gran medida prevenibles
(OMS/FAO, 2003).

El cancer es la principal causa de muerte a escala mundial, se reporta que en el 2012
hubo 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de muertes relacionadas con el cancer.
Se prevé que el numero de casos nuevos aumente en un 70% en los proximos 20 afios.
Aproximadamente el 30% de las muertes por cancer son debidas a cinco factores de
riesgo conductuales y dietéticos, los cuales son poseer indice de masa corporal elevado,
falta de actividad fisica, consumo de alcohol, consumo de tabaco y una ingesta reducida
de frutas y verduras (OMS, 2017). La evidencia experimental de que los habitos
dietéticos pueden influir de manera significativa en el riesgo de padecer cancer o en el
comportamiento de los tumores cancerosos sigue en aumento, asi mismo, se ha
corroborado la importancia de multiples componentes en la dieta que modifican uno o

mas procesos relacionados con el cancer.



Existen mas de 25 000 compuestos activos que estan presentes en los alimentos y al
menos 500 han sido identificados como posibles modificadores del riesgo de padecer
cancer (Milner, 2006). En los alimentos se encuentran tanto carcindgenos naturales
como los pesticidas producidos por las plantas para protegerse de hongos, insectos o
depredadores animales, o como las micotoxinas producidas como metabolitos
secundarios de hongos filamentosos presentes en el ambiente y pueden contaminar los
alimentos (por ejemplo las aflatoxinas, fumonisinas y ocratoxina). En los componentes
de la dieta también se encuentran inhibidores de carcinégenos, como los antioxidantes
(por ejemplo la vitamina C, vitamina A, carotenoides, vitamina E y selenio), ademas de

sustancias fitoquimicas (Mahan et al., 2013).

Se ha demostrado que especies de la familia Clusiaceae tales como Vismia mexicana y
Clusia massoniana poseen compuestos activos por ejemplo cumarinas, xantonas y
cromanonas con diferentes propiedades bioldgicas, dentro de las cuales se encuentran
la actividad citotdxica y antiviral (Xiao-Hui et al., 2008). Por su parte, Mammea americana
L., también conocida comunmente como zapote Domingo, es una especie perteneciente
a esta familia de arboles tropicales y de consumo humano relativamente extendido. Se
ha reportado con anterioridad su uso en la medicina tradicional mexicana y de igual
forma se ha reportado que posse diversos compuestos bioactivos como carotenoides y

compuestos fenodlicos (Orddfiez-Santos et al., 2014).

Por otra parte, se sabe que ciertos flavonoides, cumarinas, triterpenos y proteinas
poseen actividad anti-VIH al actuar sobre distintas etapas del ciclo de replicacion
(Dharmaratne et al., 2002). Cabe mencionar que al igual que el cancer, el VIH/SIDA sigue
siendo uno de los problemas mas graves de salud publica a nivel mundial, especialmente
en los paises de ingresos bajos o medios. Ademas se ha reportado que a finales del
2014 habia 36,9 millones de personas infectadas por el VIH en todo el mundo, de los
cuales 2 millones de personas contrajeron el VIH en 2014 (OMS, 2016). Es por esta
razén que es necesario continuar con la basqueda de posibles fuentes de compuestos

activos para combatir estas afecciones.



3. Antecedentes

3.1 Céancer

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de mortalidad y morbilidad
a nivel mundial, simplemente en el 2012 se reportaron 14 millones de casos nuevos y
8.2 millones de muertes relacionadas con el cancer. De igual forma se prevé que el
namero de nuevos casos aumente aproximadamente en un 70% en los proximos 20
afos. En México el cancer ocupa el tercer lugar en defunciones y tan solo en el 2015 se
reportaron 79 514 defunciones (INEGI, 2016). Los principales tipos de cancer que causan
el mayor numero de fallecimientos a nivel mundial son el pulmonar, el hepéatico, el

colorrectal, el gastrico y, por ultimo, el mamario (OMS, 2017).

El cancer es el nombre que se le da a un conjunto de enfermedades relacionadas que
se caracterizan por el crecimiento celular anormal. En todos los tipos de cancer, algunas
células del organismo empiezan a dividirse sin detenerse y se pueden diseminar a los
tejidos cercanos. Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar
nuevas células a medida que el cuerpo las necesita y cuando las células normales
envejecen o se dafian, éstas mueren y son reemplazadas. Sin embargo, en el cancer,
este proceso ordenado se descontrola y las células dafiadas o viejas sobreviven cuando
deberian morir, mientras que células nuevas se forman cuando no son necesarias. A su
vez, estas células adicionales pueden dividirse sin interrupcion y pueden llegar a formar
masas (tumores). Las células cancerosas se distinguen de células sanas ya que
presentan varias caracteristicas fisiolégicas que derivan de diversas alteraciones
genéticas, como lo son la autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad
en las sefales inhibitorias del crecimiento, la evasion de la muerte celular programada,
angiogénesis sostenida, invasion tisular y metéstasis (Hanahan y Weinberg, 2011;
NIH, 2015).

El cancer es de etiologia multifactorial y en ella juegan un papel importante la interaccion
entre factores genéticos del paciente y factores externos. Estos factores externos se
dividen en tres categorias: carcinogénicos fisicos como pueden ser radiaciones UV y

ionizantes; carcinogénicos quimicos como los asbestos, arsénico, aflatoxinas; y



carcinogénicos bioldgicos como pueden ser las infecciones causadas por determinados
virus; bacterias o parasitos. EI consumo de tabaco y alcohol, una dieta inadecuada y la
inactividad fisica son los principales factores de riesgo de cancer en todo el mundo
(OMS, 2017). Esto sugiere que la modificacion de estos factores, como la dieta, puede
reducir el riesgo de desarrollar la enfermedad.

Al ser el cancer, como ya se mencion0 previamente, una de las principales causas de
muerte a escala mundial, es necesaria la busqueda de nuevas formas de prevencion y

control de este conjunto de enfermedades.

3.1.1 Apoptosis

En todo organismo multicelular adulto debe existir un equilibrio entre la proliferacion y
muerte de las células que lo componen, con el fin de mantener un tamafio constante.
Cuando este equilibrio es alterado ocurren situaciones patolégicas como el cancer, en el
cual hay un aumento de la proliferacion celular o no hay muerte celular
(Alfaro et al., 2000).

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada ya que requiere de la activacion
de genes para que se lleve a cabo. En ella, las células se autodestruyen sin
desencadenar reacciones de inflamacion, ni dejar cicatrices en los tejidos, como ocurre
en la necrosis. Este tipo de muerte celular puede ser activado por diferentes estimulos,
como lo son el dafio al ADN, citocinas, pérdida de la matriz extracelular, etc
(Alfaro et al., 2000).

La apoptosis fue descrita por primera vez durante los afios 70 y se baso en las
caracteristicas morfologicas que presentaban las células, tales como la organizacion de
la membrana citoplasmatica y la condensacién de la cromatina, entre otras
(Kerr et al., 1972). Fue hasta los afios 80 cuando se describe la participacion de la
apoptosis en procesos patologicos vy fisioldgicos. Durante los afios 90 se vuelve uno de
los temas principales de estudio dentro de la biologia, y en la actualidad se ha

demostrado que las alteraciones en el proceso de apoptosis son fundamentales para el



desarrollo del cancer, estando presente desde los procesos iniciales de carcinogénesis
hasta en la respuesta a la quimioterapia o radioterapia (Alfaro et al., 2000).

Se utilizan distintos marcadores de apoptosis debido a que este tipo de muerte celular
es un proceso dinamico y se presentan distintas caracteristicas dependiendo del
momento en el cual la célula se encuentre, por lo cual, no todos los marcadores estan
presente en todas las células ni todos los marcadores de apoptosis son exclusivos de

este proceso (Alfaro et al., 2000).

Debido a que la definicibn de la apoptosis fue creada con base en pardmetros
morfoldgicos, es el primer parametro a ser revisado en los métodos de deteccion de

muerte celular (Alfaro et al., 2000).

3.1.2 Métodos de deteccién de la muerte celular por apoptosis
Existen diversos métodos utilizados para llevar a cabo la deteccion de este tipo de muerte

celular, los mas utilizados se describen a continuacion.

Observacion de los cambios morfoloégicos celulares

Los procesos apoptoticos se caracterizan por cambios morfolégicos como la alteracion
de la conformacién del citoesqueleto, que como consecuencia aparece una deformacion;
condensacion y fragmentacion de la cromatina; cambios en el reticulo endoplasmico, en
donde se observan fusiones con la membrana citoplasmética; se puede observar la
aparicion de la fragmentacion nuclear conforme el proceso avanza. Para determinar
estos cambios morfolégicos en la célula apoptética se pueden utilizar tanto la
microscopia de luz (campo claro, flourescencia), como la microscopia electronica. Por
medio de la microscopia de luz se pueden observar cambios en la organizacion celular
tales como la condensacion de la cromatina o la aparicion de cuerpos apoptéticos, que
son fragmentos celulares que se desprenden durante éste proceso de muerte. Para
observar alteraciones celulares como cambios en la mitocondria o reticulo endoplasmico
es necesaria la microscopia electronica (Schwartzman y Cidlowsky, 1993;
Alfaro et al., 2000).



Determinacion de la fragmentacion del ADN

Uno de los procesos que se asocian generalmente con la apoptosis es la fragmentacion
del ADN de forma especifica entre nuclosomas. Durante el proceso de muerte celular
por apoptosis se presenta la activacion de endonucleasas que cortan el ADN a nivel
internucleosomal, liberando nucleosomas que contienen alrededor de 200 pares de
bases. Al realizar un corrimiento electroforético de extractos de ADN de células
apoptéticas se puede observar la aparicion de un patrén caracteristico de ADN conocido
como escalera de ADN, el cual posee fragmentos discretos, multiplos del tamafio de un
nucleosoma, que recuerdan la imagen de los peldafios de una escalera (Evan y
Littlewood, 1998). Existen diversos métodos para aislar el ADN y poder evaluar la
fragmentacion asociada a apoptosis, uno de los mas comunmente utilizados es la
extraccion de ADN con fenol/cloroformo y su precipitacién con etanol para después,
realizar el andlisis electroforético (Park y Patek, 1988). Otro método que se ha utilizado
para estudiar la fragmentacion internucleosomal es la detecciéon de las proteinas
presentes en los nucleosomas (histonas), en placas de 96 pozos a través de un
anticuerpo acoplado con una enzima que genera una reaccién colorida, conocida como
ensayo ELISA (Holian et al.,, 1998). En este método se cuantifica la presencia de
nucleosomas en el sobrenadante de cultivos celulares, por lo tanto puede existir la
incertidumbre del origen de dichos nucleosomas, ya que una célula necrotica puede
también liberar ADN y nucleosomas al medio cuando ocurre la lisis celular
(Alfaro et al., 2000).

Deteccidén de fragmentacion de ADN en células individuales por medio del marcaje
del ADN

Ya que la degradacion del ADN es una de las caracteristicas mas importantes de la
apoptosis, se han desarrollado distintos métodos que permiten analizar individualmente
cada célula en busca de dicha fragmentacion. Uno de los métodos mas utilizados es el
de marcaje de ADN de hebra sencilla por medio de una transferasa terminal que adiciona
nucleétidos marcados al ADN en el extremo 3"-OH libres (Gavrieli et al., 1992). Estos
nucleotidos pueden estar marcados con fluorescencia, o se pueden detectar por medio

de inmunohistoquimica. Este método se conoce como método de TUNEL (transferase-



mediated dUTP Nick end-labeling) y puede ser utilizado analizado tanto por citometria
de flujo como por microscopia. Esta técnica permite determinar la presencia de
fragmentacion de ADN en células individuales, por lo que es posible conocer la
proporcién de células que estdn muriendo por apoptosis en un determinado momento.
Sin embargo, durante la necrosis también se observa la fragmentacion de ADN aunque
ésta no exhibe el patron de degradacion internucleosomal presente en la apoptosis, pero
esto no es posible de distinguir por el ensayo de TUNEL (Grasl-Kraupp et al., 1995), por
lo que se sugiere que se complemente con otra técnica, como la evaluacion morfoldgica
(Alfaro et al., 2000).

Evaluacion de la activacion de caspasas

En la deteccidn de la muerte celular por apoptosis, la determinacién de la activacion de
las moléculas que disparan este proceso ha adquirido gran importancia. Tal es el caso
de las caspasas, que son cistein-proteasas que se encuentran en forma de un zimoégeno
en todas las células (Thornberry y Lazebnik, 1998). La activacién de la caspasa 3 se
utiliza como marcador temprano de la apoptosis. La determinacion de la activacion de la
caspasa 3 tiene la gran ventaja de que es un evento que presenta una alta tasa de
correlacion con la induccién de la apoptosis, por lo que es un marcador muy confiable de

gue la muerte ocurre por apoptosis (Alfaro et al., 2000).

Externalizacion de fosfatidil serina

En este tipo de muerte celular, la integridad de la membrana se mantiene, sin embargo,
se presentan cambios en ella. Tal es el caso de la distribucion de la fosfatidil serina (Van
Engeland et al., 1996). Esta es una molécula que se encuentra en la cara interna de la
membrana celular y cuando el proceso de muerte celular por apoptosis se lleva a cabo,
la fosfatidil serina se expone en la cara externa de la membrana celular. Debido a este
cambio se han desarrollado métodos que permiten detectar la presencia de fosfatidil
serina en el exterior de la membrana celular al agregar anexina V, la cual es una molécula
que no es capaz de difundir a través de la membrana y que tiene gran afinidad por la
fosfatidil serina, por lo que aquellas células que sean marcadas con anexina V, seran

aguellas que se encuentran en apoptosis. La deteccién con anexina V se puede



acompafar de una tincién con yoduro de propidio, el cual es un agente intercalante que
no atraviesa la membrana plasmatica y por lo tanto permite saber si la integridad de la
membrana se ha perdido. Mediante esta técnica se puede saber si la célula se encuentra
en una etapa temprana de la muerte celular o si se encuentra en una etapa tardia donde

se encuentra presente la necrosis secundaria (Alfaro et al., 2000).

Como se puede observar, en la determinacion de la apoptosis estan relacionados
diversos parametros, y es necesario considerar distintos aspectos para elegir el o los
métodos a utilizar. Sin embargo, los métodos que resultan mas confiables son la
determinacion de alteraciones morfologicas, el ensayo de TUNEL, asi como la deteccion
de cambios en la simetria de la membrana celular y la activacion de las caspasas
(Alfaro et al., 2000).

3.1.3 El cancer y los alimentos

La evidencia de que los habitos dietarios pueden influir de manera significativa en el
riesgo de padecer cancer y en el comportamiento de tumores cancerosos sigue en
aumento. Los compuestos bioactivos pueden provenir de plantas, de fuentes animales,
de hongos o del metabolismo de los componentes de los alimentos por las bacterias
presentes en el tracto gastrointestinal. Esta diversa gama de compuestos es la que
puede modificar de manera positiva 0 negativa el riesgo de padecer la enfermedad y el
comportamiento de los tumores. Definir cuél es el compuesto que modifica el proceso de
la enfermedad es sumamente dificil debido a la complejidad en el contenido de moléculas
presentes en los hongos, plantas y mas aun, en los alimentos y a la alta diversidad de
dianas celulares donde los compuestos activos presentes en los alimentos pueden
actuar. Por ejemplo, algunos de los beneficios anticancerigenos del jitomate son
atribuidos no sdlo al licopeno, sino también a otros carotenoides, flavonoides, vitaminas

y minerales (Erdman et al., 2012).

A continuacion se muestran algunos de los compuestos activos contra el cancer,
presentes en frutas, hortalizas y verduras que se pueden considerar como sustancias

protectoras frente ésta enfermedad (Tabla 1).



Tabla 1. Compuestos bioactivos presentes en frutas, hortalizas y verduras

Sustancia Frutas, hortalizas y verduras

Licopeno Tomate y productos a base de

tomate, toronja, sandia

Antocianinas, polifenoles Bayas, uvas, vino tinto, ciruelas

a- y B- caroteno Zanahoria, mango, calabaza

B-criptoxantina, flavonoides Melén cantalupo, melocotén,

naranja, papaya, nectarina

Luteina, ceaxantina Espinacas, aguacate, melén de piel
amarilla, hojas de col y grelos

Sulforafano, indoles Repollo, brécoli, col de Bruselas,
coliflor
Sulfuro de alilo Puerros, cebolla, ajo, cebollinos

(Mahan et al., 2013)

Otros productos naturales que se estan investigando actualmente son los polifenoles
(Santos-Buelga y San Feliciano, 2017) presentes en frutas, verduras y hortalizas, el té
verde y el resveratrol de uvas y bayas. Los polifenoles mas abundantes son el acido
fendlico, flavonoides, estilbenos y lignanos. Estas son algunas de las razones por la cual
los habitos alimenticios son importantes en la prevencion de este tipo de enfermedad.
Para reducir el riesgo de padecer cancer se recomienda llevar una dieta rica en frutas,

hortalizas, verduras y hierbas culinarias (Mahan et al., 2013).

3.1.4 Tratamiento contra el cancer

El tratamiento contra el cancer en EE.UU., y en mas de 115 paises esta dirigido por los
estandares terapéuticos basados en el National Comprehensive Cancer Network Clinical
Practice Guidelines in Oncology (2010). Las modalidades terapéuticas convencionales
incluyen tratamientos antineoplasicos (quimioterapia), la radioterapia y la cirugia, o la

combinacion de los mismos (Mahan et al., 2013).

El tratamiento que recibe el paciente depende del tipo de cancer que padezca y lo

avanzado que esté. Dentro de los tratamientos convencionales ampliamente utilizados
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se encuentra la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia. En esta Ultima modalidad de
tratamiento se empelan farmacos citotoxicos, mismos que se pueden clasificar en
agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos, antraciclicos, epipodofilotoxinas,

alcaloides de la vinca, taxanos y anélogos de camptotecinas (Granados et al., 2013).

3.1.5 Productos naturales contra el cancer

El descubrimiento de varias moléculas pequefias (algunas de ellas sintetizadas por
organismos vivos como la penicilina y la estreptomicina) y de vacunas en la primera parte
del siglo XX empezd con una cadena de eventos que culminaron en el control de distintas
enfermedades; sin embargo, hoy en dia la humanidad se enfrenta a una nueva epidemia
de enfermedades provocadas en parte por el estilo de vida, de las cuales, el cancer es
una de las principales, en donde los productos naturales forman parte de los recursos
para tratar esta enfermedad. Aproximadamente el 60% de los farmacos usados
comunmente para tratar el cancer han sido aisladas a partir de fuentes naturales
(Gordaliza, 2007). Los ejemplos incluyen a los taxanos, los alcaloides de la vinca,
podofilotoxinas y la camptotecina (Mondal et al., 2012).

Durante la busqueda de nuevos compuestos derivados de plantas contra el cancer, se
descubri6 el GUT-70. Este compuesto es una cumarina tetraciclica que fue aislada del
tallo de Calophyllum brasiliense colectado en Brasil y se observdo que inhibe
significativamente el crecimiento de células de leucemia, por lo tanto, se cree que este
compuesto puede ser un potente agente para tratar dicha enfermedad
(Kimura et al., 2004).

México posee una gran diversidad botanica y un amplio uso de la medicina tradicional
basada en la herbolaria, sin embargo; sélo una pequefia parte de estas plantas han sido
sometidas a estudios cientificos para evaluar sus potenciales efectos anticancerigenos,
es por ello que se requiere incrementar el nimero de estudios cientificos con plantas

mexicanas (Alonso-Castro et al., 2011).
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3.2 VIH-SIDA

La incidencia de infecciones asociadas al Virus de Inmunodeficiencia Humana
/Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (VIH/SIDA), sigue siendo uno de los mas
graves problemas de salud publica del mundo, especialmente en los paises de ingresos
bajos o medios. A finales de 2015 habia 36.7 millones de personas infectadas por el VIH
en todo el mundo, de los cuales 2.1 millones de personas contrajeron el VIH en 2015
(OMS, 2016).

Se estima que en el 2014 en América Latina, 1.7 millones de personas vivian con el VIH
y se reportaron en ese afio 87 000 nuevas infecciones. Se calcula que en México
190 000 personas vivian con el VIH en el 2014 (ONU/SIDA, 2016).

3.2.1 El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

En 1983 el virus del VIH fue identificado como el agente causal del SIDA, que se
caracteriza por provocar un severo dafio del sistema inmunoldgico, de igual modo se
identificé que el principal blanco del virus son los linfocitos CD4*, que en personas
infectadas presentan una disminucién progresiva (Dalgleish et al., 1984; Levy et al.,
1985). Se conocen dos tipos de VIH: el VIH-1, siendo el mas predominante en el mundo

y el VIH-2, que se presenta principalmente en Africa occidental (Coffin, 1986).

El VIH es un retrovirus (familia Retrovidae) del género Lentivirus, los cuales poseen
largos periodos de incubacion y tienen como blancos diversos linajes de células
hematopoyéticas, en especial los linfocitos (Freed y Martin, 2001). Las particulas
maduras del VIH poseen un diametro de 100-120 nm y dos copias de ARN, asi como las

enzimas transcriptasa reversa, proteasa e integrasa (Freed y Martin, 2001).

3.2.3 Enzima Transcriptasa Reversa (TR)
La TR ha sido uno de los blancos importantes en la terapia contra el VIH. Esta enzima
cataliza la retrotranscripcion de una cadena sencilla de ARN en una doble cadena de

ADN durante la fase temprana del proceso infeccioso junto con la RNasa H. La TR de
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VIH realiza tres funciones enzimaticas: dirige la sintesis de ADN a partir de ARN para la
formacion de ADN de polaridad negativa cuando actua como polimerasa; degrada el
iniciador de ARNty el ARN molde presente en el hibrido intermedio de ADN-ARN cuando
actia como RNasaH; y por ultimo actta polimeriza la cadena positiva de ADN (Flint et
al., 2000; Goff, 2001) . Debido a que la RT carece de un dominio de exonucleasa para la
reparacion, presenta una alta tasa de mutacion durante la replicacion (Evans y Levi,
1993; Coffin, 1995).

3.2.4 Terapia contra el VIH/SIDA

Los farmacos antriretrovirales se clasifican en cuatro grupos de acuerdo a su mecanismo
de accion: 1) inhibidores de la transcriptasa reversa que a su vez se subdividen en dos
grupos: analogos a nucleésidos, que actuan sobre el sitio activo de la enzima y en no
nucleodsidos, que inhiben por interaccion con un sitio de union alostérico (De Clercq,
1993); 2) inhibidores de la proteasa, que se unen al sitio activo de la proteasa viral y
evitan el procesamiento de las proteinas virales a enzimas funcionales; 3) inhibidores de
la integrasa, que inhiben la accién de esta enzima y evitan la insercion del material
genético del virus en el material genético del hospedero (Markowitz et al., 2006); y por
ultimo 4) inhibidores de la fusion, que evitan la fusion del virus con la célula (Kilby et al.,
1998) (Reyes Chilpa y Huerta Reyes, 2009).

Existen 24 farmacos aprobados por la FDA de los cuales, 11 son inhibidores de la
transcriptasa reversa (7 son analogos a nucleésidos y 4 son no nucledsidos), 10 son
inhibidores de la proteasa, 2 son inhibidores de la fusién y 1 es inhibidor de la integrasa.
Actualmente se administra la “terapia antiretroviral altamente activa” que consiste en la
combinacion de inhibidores de las enzimas transcriptasa reversa y proteasa, que produce
la reduccion sostenida de la carga viral plasmatica, aumenta el nimero de linfocitos CD4*
y atrasa la progresion del SIDA en los pacientes con VIH; sin embargo a esta terapia se
le atribuyen riesgos asociados con el uso prolongado del tratamiento como trastornos
metabdlicos y reacciones farmacoldgicas cruzadas y toxicidad en el sistema
cardiovascular, higado, riiién, cerebro, pancreas y piel. Igualmente este tipo de

medicamentos pueden provocar efectos adversos como diarreas, dolores de cabeza,
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anemia, anorexia, dolor abdominal entre otros. Al tomar en cuenta estos antecedentes
es necesario realizar la busqueda de nuevas fuentes de farmacos para el tratamiento de
este padecimiento (De Clercq, 1999; Hupfeld y Efferth, 2009).

3.2.5 Productos naturales con actividad contra el VIH

Los productos naturales han sido fuente de compuestos potencialmente Utiles en el
tratamiento de distintas enfermedades. Hasta el 2011 han sido descritos alrededor de
160 compuestos naturales que presentan actividad contra el VIH provenientes
principalmente de plantas aunque también han sido extraidos de bacterias, hongos,
invertebrados marinos y mamiferos (Sing y Bodiwala., 2010). Estos compuestos poseen
gran diversidad en cuanto su estructura, dentro de los cuales se encuentran alcaloides,
cumarinas, flavonoides, lignanos, fenoles, quinonas, saponinas, diterpenos, triterpenos,
xantonas y polisacaridos sulfatados (Yang et al., 2001). De acuerdo a algunos autores
el (+)-calandlido A, dos derivados semisintéticos de la suksdorfina, una cumarina aislada
de Lomatium suksdorfii y un derivado semisintético del acido betulinico (triterpeno comun
en varias plantas son los compuestos que poseen mayor potencial para convertirse en
farmacos contra el VIH al encontrarse en su etapa de estudio clinicos (Reyes Chilpa y
Huerta Reyes, 2009).

3.3 Analisis proximal

El andlisis proximal se disefié a mediados del siglo XIX en la estacion experimental de
Weende en Alemania (Henneberg y Stohmann, 1860-1864), por lo que este analisis se
conoce también como analisis proximales Weende. Este sistema fue creado en un
principio para obtener una clasificacion muy amplia y con un nivel maximo de los
componentes de los alimentos. Estos analisis se elaboraron en un momento en el que
so6lo se conocia en parte la quimica de la mayoria de los componentes de los alimentos
y a pesar de que para los estudios nutricionales se necesita un enfoque mas detallado y
con una orientacibn mas bioquimica, el analisis proximal, incluyendo a los métodos
originales, sigue siendo la base del analisis de los alimentos con fines legislativos en

muchos paises (Greenfield y Southgate, 2006).
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El analisis consiste en la determinacion analitica del agua (humedad), las cenizas, grasas
brutas, proteinas brutas y la fibra bruta. El extracto libre de nitrdgeno, que esta constituido
principalmente por carbohidratos digeribles, se calcula por diferencia en lugar de medirlo

por este analisis (Greenfield y Southgate, 2006).

3.3.1 Agua (humedad)

Los valores del agua siguen siendo un componente esencial de las bases de datos de
composicién de alimentos, porque el contenido del agua es uno de los elementos mas
variables, especialmente en los alimentos vegetales. Esta variabilidad afecta la
composicién del alimento considerando en conjunto, y a su vez, influye en las
propiedades de éstos. El agua se encuentra en los alimentos hasta en un 96-97% como
es el caso de algunas frutas donde la frescura es un factor fundamental. En varios
deshidratados que en apariencia son totalmente secos, contienen un 10-12% de agua

(Badui, 2006). En la Tabla 2 se muestra el contenido de agua de algunos alimentos.

Tanto en los tejidos animales como vegetales, se puede decir que el agua se encuentra
en dos formas generales: agua libre y agua ligada. El agua libre o absorbida es la forma
predominante, se libera con gran facilidad y es la que se determina a través de los
distintos métodos para el célculo del agua, se encuentra también disponible para el
crecimiento de los microorganismos. Por otro lado, el agua ligada se halla en los
alimentos como agua de cristalizacion o ligada a proteinas y a moléculas de sacaridos
(Badui, 2006).

Las caracteristicas especificas de un producto alimenticio como la textura, apariencia y
el color, se ven afectadas por la cantidad, forma molecular y localizacion del agua dentro
de éste. En las frutas y vegetales, la textura esta en gran medida relacionada con la
turgencia, que es funcion de la presiébn osmética dentro de la célula vegetal. De igual
forma, en los productos vegetales, el contenido acuoso puede ser un indice de su grado

de maduracion y un criterio de calidad para valorar su textura (Bello, 2000).
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Algunas de las distintas razones por las cuales la industria de los alimentos determina el
contenido de humedad son: a) el comprador de materias primas no desea adquirir agua
en exceso; b) puede facilitar el desarrollo de microorganismos si el agua esta presente
por encima de ciertos niveles; c) los materiales pulverulentos se aglomeran en presencia
de agua como el azlcar y la sal; f) la cantidad de agua presente puede afectar la textura
del alimento (Iturbe y Sandoval, 2007).

Tabla 2. Contenido de agua de algunos alimentos

Frutas, verduras y hortalizas g*

Lechugas, escarolas 95.3
Pimientos 94

Fresa, frambuesa, espinacas 98.6
Naranja 88.6
Alcachofas 88.1
Manzana 85.7
Papa 77.3
Platano 75.1
Kiwi 72.2

*g por 100 g de porciéon comestible (Rodriguez-Rivera y Simén-Magro,2008)

3.3.2 Proteinas

Las proteinas juegan un papel importante en los alimentos, ya que poseen propiedades
nutricionales, pueden ser ingredientes de productos alimenticios y ayudan a establecer
la estructura y las propiedades de un alimento debido a las propiedades funcionales que
poseen. Las proteinas son macromoléculas formadas por 20 aminoacidos distintos
unidos mediante enlaces peptidicos y en la dieta humana proceden de fuentes animales
y vegetales. Se puede definir también a las proteinas alimentarias como aquellas que se
digieren facilmente, nutricionalmente adecuadas, no téxicas, Utiles en los alimentos y
disponibles en abundancia. Las proteinas vegetales conforman una fuente de
nutrimentos de interés por su disponibilidad y costo. Este tipo de proteinas se obtienen
principalmente de semillas de leguminosas, cereales, oleaginosas y en baja proporcion

de hojas verdes. Los ingredientes vegetales poseen un lugar importante en la dieta de la
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poblacion menos favorecida econdmicamente y de quienes por distintas razones
(filosoficas, religiosas, etc.) optan por regimenes alimentarios libres de productos
animales. A pesar de la gran cantidad de plantas utilizables para su alimentacion, en el
mercado hay pocas variedades que se explotan ampliamente. Por otro lado, con lo que
respecta a las frutas, éstas no se caracterizan por ser una fuente de proteinas vegetales,
los compuestos nitrogenados se encuentran en un rango de entre el 0.1 y 1.5% de su
composicién y las pocas proteinas presentes estan asociadas a las enzimas que

participa en los procesos de maduracion (Badui, 2006).

3.3.3 Grasas y lipidos

Los lipidos se definen como un grupo heterogéneo de compuestos insolubles en agua
pero solubles en disolventes organicos, tales como el éter, cloroformo, benceno o
acetona. Estan constituidos por carbono, hidrogeno y oxigeno, formando cadenas
hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas, que pueden contener fésforo y nitrégeno. Son
la fuente energética mas importante ya que cada gramo genera 9 Kcal, debido a que en
su estructura poseen mas atomos de carbonos que las proteinas y los hidratos de
carbono. Las grasas y los aceites son los principales lipidos que se encuentran en los
alimentos, contribuyen a la textura y a las propiedades sensoriales y de nutricion. Las
semillas oleaginosas y los tejidos animales terrestres y marinos son sus fuentes
principales. Las frutas y hortalizas presentan normalmente muy bajas concentraciones
de grasas y aceites, a excepciones como el aguacate y algunos tipos de nueces
(Badui, 2006).

3.3.4 Carbohidratos

Sin considerar el agua, los carbohidratos constituyen el principal componente de los
productos alimenticios de origen vegetal y también los mas consumidos por los seres
humanos, en algunos paises constituyen entre el 50 y el 80% de la dieta poblacional. Los
carbohidratos o hidratos de carbono, son compuestos formados por carbono, hidrogeno
y oxigeno, que presentan la formula general Cn(H20)ny con grupos funcionales -C=0 y

—OH. Su papel fundamental en los alimentos es energético, aportan 4 Kcal/g y aunque
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las grasas poseen mayor potencia energética (9 Kcal/g), los carbohidratos interaccionan
con el agua y se utilizan como combustible de uso inmediato. La estructura quimica de
los carbohidratos determina su funcionalidad y caracteristicas, las cuales se manifiestan
de distintas formas en los alimentos, principalmente en el sabor, la viscosidad, la
estructura y el color. El almidén de los vegetales y el glucégeno de los animales son
carbohidratos de almacenamiento que pueden ser utilizados para formar glucosa
(Badui, 2006).

Conocer el contenido y tipo de azlcares presentes en las frutas, vegetales, mieles y
productos derivados de éstos (en donde los azucares son los componentes
predominantes) permite saber, junto con el resultado de otros andlisis (pigmentos, acidos
organicos, etc.) si un producto derivado de los mismos ha sido adulterado mediante la
adicion de azucares de un origen distinto. El contenido de carbohidratos de los alimentos
es muy variable cuantitativa y cualitativamente y en las en las frutas, el contenido de
azucares es utilizado como indicio de su calidad y madurez. En la Tabla 3 se muestra el

contenido de carbohidratos de algunas frutas (Rodriguez-Rivera y Simén-Magro, 2008).

El contenido de carbohidratos totales puede ser calculados por diferencia con el resto de
los componentes (grasas, proteina, agua y cenizas), es decir, que no se cuantifican el
laboratorio; sin embargo, errores por exceso o defecto en las determinaciones del resto
se suman como error en el calculo de los carbohidratos cuando se determinan por este

meétodo (Rodriguez-Rivera y Simén-Magro, 2008).

Tabla 3. Contenido de carbohidratos de algunas frutas

Fruta g*
Platano 20
Uva 16
Manzana 13
Meldn 7
Pepino 2
* g por cada 100 g de porcion comestible (Rodriguez-Rivera y Simén-Magro, 2008)
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3.3.5 Fibra cruday fibra dietética

El concepto de fibra hace referencia a un grupo muy amplio de polisacaridos vegetales
de los considerados estructurales, y la lignina que no son digeridos por las enzimas del
tracto gastrointestinal. La propiedad biolégica mas caracteristica de la fibra es la
resistencia a la accion de las enzimas digestivas, esto hace que la fibra no sea digerida,
absorbida y metabolizada como un nutriente. Sin embargo, la fibra regula el transito
intestinal, ralentiza la digestion y la posterior absorcion de determinados nutrientes y
favorece la eliminaciéon de compuestos no digeridos procedentes de la dieta. Los
componentes presentes en la fibra son en su mayoria polisacaridos no amilaceos de las
paredes celulares vegetales, tales como celulosas, hemicelulosas, pectinas, gomas y
mucilagos. En estos componentes también se incluyen a los oligosacaridos, el almidon

resistente a la digestion y la lignina (Badui, 2006).

Existen dos tipos de fibra dietética: a) fibra dietética soluble, que retiene el agua y se
transforma en gel durante la digestién y ayuda a la absorcion de nutrientes; y la b) fibra
dietética insoluble, que acelera el paso de los alimentos a través del intestino y agrega
volumen a las heces (Badui, 2006).

La fibra que poseen las frutas y verduras es rica en hemicelulosa y pobre en celulosa.
Su contenido es relativamente bajo aproximadamente entre el 1 y 10% por la elevada
proporcién de agua que poseen. En el caso de las frutas, las que se consumen con piel
aportan mas fibra que las que se pelan, ya que la piel es fuente de pectina y lignina.
Segun varios autores, las frutas y verduras son la fuente idénea de fibra, ya que son mas
equilibradas que los cereales en cuanto a la proporcion de fibra soluble e insoluble

(Rodriguez-Rivera y Simon-Magro, 2008).

Es importante hacer la distincion entre la fibra cruda y la fibra dietética. La fibra cruda es
la que se consigna generalmente en la tabla de composicién de los alimentos y se
determina analiticamente sometiendo al alimento a un tratamiento en caliente con acido
sulfarico y después con hidroxido de sodio. Bajo estas condiciones se pierden

polisacéaridos que si se incluyen en la fibra dietética. Es decir, la fibra cruda normalmente
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es menor que la fibra dietética, ya que ésta Ultima representa el contenido total de los
polimeros (Badui, 2006).

3.3.6 Cenizas

Los minerales son micronutrientes esenciales en la dieta ya que el organismo no es
capaz de sintetizarlos. Su contenido en los alimentos es muy pequeiio. Una dieta
balanceada aporta todos los nutrimentos inorganicos suficientes para el hombre. Sin
embargo, varios de ellos como el calcio, hierro, sodio y cinc son adicionados. Por otra
parte, ciertos minerales como el plomo o el mercurio son altamente toxicos y pueden
aparecer en los alimentos, generando reacciones adversas y alteraciones graves en el

ser humano (Badui, 2006; Rodriguez-Rivera y Simon-Magro, 2008).

Las cenizas de un alimento es un término analitico que hace referencia al residuo
inorganico que queda después de calcinar la materia organica. La cuantificacion de
cenizas supone un método sencillo para determinar la calidad de ciertos alimentos. En
las cenizas animales predominan los derivados de sodio, mientras que en las vegetales

predominan los derivados de potasio (Iturbe y Sandoval, 2007).

3.4 Compuestos bioactivos presentes en los alimentos

La creencia en el poder medicinal que poseen los alimentos y sus compuestos no es un
concepto nuevo. Hace casi 2 500 afios HipOcrates dijo “que el alimento sea tu medicina,
y la medicina tu alimento” y asi, esa creencia ha sido transmitida de generaciéon en
generacion. Los efectos que éstos poseen sobre los beneficios a la salud se observaron
por primera vez a partir de estudios de poblaciones y su preferencia por cierto tipo de
alimentos, por ejemplo, se observé que las comunidades que consumian aceite de
pescado en grandes cantidades padecian en menor proporcion enfermedades
cardiovasculares. Este tipo de observaciones han derivado en la investigacion y
caracterizacion de compuestos bioactivos responsables de estos efectos en modelos

animales o in vitro (Erdman et al., 2012).
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En afios recientes, varias investigaciones han exhibido los beneficios y los posibles
riesgos asociados con los compuestos bioactivos presentes en los alimentos. Se estima
gue existen alrededor de 25 000 compuestos bioactivos distintos presentes en los
alimentos que consume el hombre y aproximadamente 5 000 (Liu, 2003; Heber, 2004)
de ellos han sido identificados, mientras que muchos mas siguen siendo desconocidos.
Adicionalmente, alrededor de 500 compuestos provenientes de la dieta han sido
identificados como modificadores potenciales de la salud. Compuestos que abarcan
distintas categorias como minerales, aminoacidos, acidos grasos, metabolitos
secundarios como los flavonoides, entre otros, mismos que pueden influir en varias vias
asociadas con crecimiento, desarrollo y resistencia a enfermedades. Por ejemplo, el ajo
(Allium sativum) ha sido estudiado ampliamente por sus propiedades medicinales
durante siglos. Se ha sugerido que este alimento puede reducir el riesgo de
enfermedades cardiacas y del cancer, debido que es una fuente de compuesto
antioxidantes y reduce el dafio a los tejidos. Esto sugiere que los efectos en la salud de
los compuestos activos son diversos y que no pueden ser explicados mediante un solo

mecanismo celular (Milner, 2006; Erdman et al., 2012).

En resumen, los alimentos son un conjunto complejo de compuestos y biomoléculas con
diversas funciones por descubrir. Investigar estos compuestos y biomoléculas permite
conocer lo efectos benéficos que aportan a la salud ademas de los ya conocidos, y
realizar estrategias nutricionales como medida preventiva principal ante distintas

patologias y problemas de salud (Mahan et al., 2013).

3.5 Cumarinas

El (+)-calandlido A (Figura 1) fue aislado por primera vez de brotes y frutos de
Calophyllum lanigerum, un arbol tropical de Malasia, caracterizandolo como un potente
inhibidor de la transcriptasa reversa del VIH-1. Actualmente esta cumarina se encuentra
en la fase Il/lll de evaluacion clinica en pacientes con VIH-1. El interés en este compuesto
ha alentado el estudio quimico de la familia Clusiaceae (Reyes Chilpa y Huerta Reyes,
2009).
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Figura 1. Estructura del (+)-calandlido A.

Las cumarinas se pueden definir como compuestos que presentan esqueleto benzo-a-
pirona (2H-1-benzopiran-2-ona) (Figura 2), pueden tener distintas sustituciones en su
estructura basica lo que provoca que presenten diferente actividad biolégica (Yang et al.,
2005; Xiao-Hui et al., 2008). Las cumarinas se dividen en 1) cumarinas tipo mammea en
donde se encuentran la mammea A/BA, A/BB, B/BA, B/BB, C/OA, C/OB, B/BA ciclo F,
B/BB ciclo F e isomameigina: y 2) dipiranocumarinas tetraciclicas y cumarinas
triciclicas; donde podemos encontrar a su vez a distintos grupos que difieren entre si en
el sustituyente del carbono C4: in6filums (fenilo en C-4), calandlidos (prenilo en C-4) y
cordatdlidos (metilo en C-4) (Ishikawa, 2009).

R

X

(0] @)

Figura 2. Estructura basica de compuestos tipo cumarina.

3.5.1 Actividad biol6gica de las cumarinas

A las cumarinas se les han atribuido diversas actividades bioldgicas; algunas de ellas
son actividad antinflamatoria, anticoagulante, antipsoriatica, antiplaquetaria,
antimutagénica, citotoxica, inhibicion de la activacién de las células T (Xiao-Hui et al.,

2008). De igual forma se destacan propiedades antivirales y se han descrito propiedades
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insecticidas (Matern et al., 1999). Asi mismo se han descrito usos veterinarios y

farmacéuticos (Meléndez y Capriles, 2002).

3.6 Generalidades de la familia Clusiaceae

La familia Clusiaceae, anteriormente conocida como Gutifferae, esta conformada por
arboles, arbustos y plantas herbaceas con jugos resinosos o glandulas oleosas
amarillentas o verdosas, de hojas simples, a menudo engrosadas que se conservan
generalmente verdes, con flores bisexuales o unisexuales en plantas separadas. Poseen

frutos drupaceos o capsulares con semillas a veces aladas (UNAM, 2015).

Esta familia estd conformada por 1600 especies agrupadas en 36 géneros. Clusia y
Calophyllum son dos de los géneros mas importantes pertenecientes a la familia
Clusiaceae (Reyes Chilpa y Huerta Reyes, 2009), debido a que numerosas plantas de
estos géneros han sido utilizadas de una forma tradicional como hierbas medicinales en
el tratamiento de distintas enfermedades como la malaria, infecciones de la piel e
inflamacion, por mencionar algunas (Garcia-Zebadua, 2014). Se ha demostrado también
gue estos géneros son una fuente importante de compuestos con actividad biolégica
relevante. Estos compuestos biolégicamente activos se clasifican en los siguientes
grupos: cumarinas,  xantonas, cromanonas, esteroides y  triterpenos
(Xiao-Hui et al., 2008).

3.7 Mammea americana L.

3.7.1 Descripcién botanica, morfologia y estructura

Mammea americana es una especie perteneciente a la familia Clusiaceae (Figura 3),
conocida comunmente como zapote Domingo, zapote Santo Domingo o zapote de
América del Sur. Es nativa de las Antillas y de la zona norte de América del Sur (Morton,
1987). Es un arbol perenne que puede alcanzar desde los 18 hasta los 21 m de altura,
con corona oval, con hojas opuestas, elipticas u elipticas ovaladas de 8 a 16 cm, rigidas
y brillantes. Con flores solitarias, pétalos blancos abovados de hasta 2 cm. El fruto es

una drupa globosa, con mesocarpio amarillo y dulce, con pocas semillas, de 8 cm de

23



diametro y con un peso de 300 a 500 g. Posee un sabor similar al albaricoque, melocoton,
o frambuesa (Germosén-Robineau, 2005). En la Figura 4, se muestra una representacion

esquematica de esta especie.

Manmmea americana

Figura 4. Esquema de la especie de Mammea americana (Germosén-Robineau, 2005)

3.7.2 Importancia mundial

El zapote Domingo es cultivado comunmente en las Bahamas y en las Antillas Mayores
y Menores. Rara vez se cultiva en México y América Central, pero se puede encontrar
en Costa Rica, El Salvador y Guatemala. En algunas zonas la especie se planta por su
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fruta, otros usos incluyen al arbol como una barrera contra el viento y como una planta

ornamental (Morton, 1987).

3.7.3 Usos culinarios y valor nutricional

El fruto de Mammea americana constituye un alimento de consumo humano
relativamente extendido. Se consume normalmente la pulpa cruda y sin cascara, en
ensaladas, se usa como ingrediente para sorbetes y helados, en pies y tartas. El alto
contenido en pectina en la fruta madura hace al zapote un ingrediente 6ptimo para hacer
gelatinas, en especial, cuando se combina con frutas como la pifia que presentan un bajo
contenido de pectina y acidez alta. Se han identificado cincuenta y un compuestos
volatiles responsables de sabor agradable en el zapote. La fruta es una fuente importante
de carotenoides y vitamina A (Yahia y Gutiérrez-Orozco, 2010). El valor nutricional de la

fruta se presenta en la Tabla 4.

Tabla 4. Valor nutricional del fruto de Mammea americana

Constituyente Cantidad* Constituyente Cantidad*
Humedad 85.5-87.6 % trans-B-caroteno 1000-1820 ug
Calorias 44.5-45.3 9-cis-B-caroteno 10-50 pg
Proteinas 0.470-0.088 g trans-B-zeacaroteno 70-90 ug
Carbohidratos 11.52-12.67 g trans-B-apo-10"-carotenal 360-640 ug
Grasa 0.15-0.99 g trans-B-apo-8 -carotenal 740-1480 g
Fibra 0.80-1.07 g Tiamina 0.017-0.030 mg
Cenizas 0.17-0.29 g Riboflavina 0.025-0.068 mg
Calcio 4.0-19.5 mg Niacina 0.160-0.738 mg
Fosforo 4.0-19.5 mg Acido ascorbico 10.2-22.0 mg
Hierro 0.15-2.51 mg Triptéfano 5mg
Vitamina A 688 RE Metionina 5-6 mg
Carotenoides 6.25 mg Lisina 14-35 mg
totales

13-cis-B-caroteno 40-60 g

* Valores aproximados por 100 g de fruta fresca
1994; De Rosso y Mercadante, 2007)

(Morton, 1987; Godoy y Rodriguez-Amaya,
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3.7.4 Usos tradicionales y actividad bioldgica

Las hojas de Mammea americana se utilizan de manera tradicional como un
complemento al tratamiento médico en casos de reumatismo aplicando de manera local.
Por otra parte, la semilla y la corteza de esta especie se utilizan en maceracion con agua
en el tratamiento contra piojos. Mientras que la cascara del fruto se utiliza en el

tratamiento de indigestion (Germosén-Robineau, 2005).

Se ha reportado que las hojas contienen los carbohidratos pinitol y el isoprenoide
solanesol. La semilla contiene cumarinas como la mesuagina, derivados de la seselina,
4-hidroxi-xantona, mameigina, isomameina, neomameina, 1,5- y 2-hidroxi-xantona,
diterpenos como el mameol, acido succinico y sacarosa. Por otra parte, el mesodermo
del fruto contiene el triterpeno friedelina y las cumarinas mameigina y la 2-hidroxixantona.

La planta entera contiene a la cumarina mameina (Germosén-Robineau, 2005).

A la mameina y otras cumarinas derivadas del floroglucinol se les atribuyen propiedades
antitumorales, el aceite fijo de semilla mostré actividad citotoxica in vitro sobre el modelo

de sarcoma 180-asc, con Clso= 0.3 pg/ml (Crombie, 1972).

La planta ha mostrado poseer actividad insecticida sobre Aedes aegyptii, mientras que

las semilla fue larvicida contra Laphygma sp. y Plutella sp (Plank, 1944).

Se han descrito también cualidades citotoxicas y antimicrobianas in vitro de extractos de
la planta. Diversas cumarinas aisladas de la corteza del tallo del arbol mostraron poseer
actividad citotoxica contra la linea celular humana 9K-B (carcinoma nasofaringeo) y
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. Quince cumarinas isopreniladas
identificadas en el zapote han mostrado potente actividad citotoxica en las lineas
celulares humanas de cancer de colon HT-29, SW-480y HCT-116, induciendo apoptosis
(Ouahouo et al., 2004).

A los extractos y compuestos obtenidos de esta planta se les reconoce actividad
insecticida y larvicida (Grainge y Ahmed, 1988; Sukh y Opender, 1997).
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Por otra parte, diez cumarinas encontradas en el zapote han exhibido alta actividad
antioxidante (Yang et al., 2006).

3.7.5 Toxicidad

La aplicacion topica de la hoja fresca machacada y de 1 ml del preparado fresco de hoja
fresca (10.57 g) licuada en 20 ml de agua (528.5 mg/ml) sobre lomo depilado de conejo
macho de la cepa Neva Zelanda (en grupos de dos) durante 4 dias consecutivos, no
mostraron irritacién cutanea evidente (Germosén-Robineau, 2005;

Yahia y Gutiérrez-Orozco, 2010).

3.8 Género Calophyllum y Calophyllum brasiliense

El género de Calophyllum consiste en un grupo de alrededor de 200 especies distintas
de arboles, es conocido por ser una fuente rica de cumarinas y xantonas bioactivas,
especialmente en el aislamiento de calandlidos (=bezo-tripiranonas), compuestos que
forman parte de una subclase Unica dentro de los inhibidores no nucleosidicos de la
transcriptasa reversa del VIH-1. El (+)-calandlido A, es un compuesto de este tipo que
ha sido ampliamente estudiado y aislado por primera vez de brotes y frutos de
Calophyllum lanigerum de Malasia (Kashman et al., 1992). Actualmente se encuentra en
la fase lI/Ill evaluacion clinica en pacientes VIH-1 positivos. Las cromanonas también
son compuestos distintivos de este género y un gran niamero de plantas pertenecientes
a Calophyllum son utilizadas tradicionalmente como plantas medicinales, por ejemplo,
como plantas diuréticas, en el tratamiento de la malaria, enfermedades venéreas y para
la presion arterial, reumatismo, hemorroides y Ulceras cronicas, asi como infecciones de
la piel, heridas, dolor, enfermedades oculares e inflamacién. Asi mismo, desde un
enfoque farmacoldgico se ha demostrado que este género posee varias actividades,
como actividad antiviral, antitumoral, antibacterial, asi como actividad citotoxica. El
interés en este tipo de compuestos ha promovido los estudios quimicos sobre la familia
Clusiaceae y el género Calophyllum (Huerta-Reyes et al., 2004; Xiao-Hui et al., 2008;
Reyes Chilpa y Huerta Reyes, 2009).
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3.8.1 Calophyllum brasiliense

Calophyllum brasiliense (Figura 5) es un arbol que puede alcanzar hasta los 40 m de
altura, posee frutas que son drupas de 1 a 3 cm de diametro ovoides o esféricos, con
color verde-amarillo. Crece en la sabana y en la selva tropical de Brasil donde es
conocido comunmente guanandi o guarandi, y en México se le conoce como Bari, Santa
Maria o Guaya en los estados de Chiapas y Tabasco (CONABIO, 2016).

Las hojas y la corteza de esta planta son utilizadas frecuentemente en la medicina
tradicional para tratar diferentes enfermedades como el dolor, infecciones, inflamacién y
Ulceras (Cechinel et al., 2009; Reyes Chilpa y Huerta Reyes, 2009). De igual forma, sus
propiedades antimicrobiales, citotoxicas, antineoplasticas, antiespasmadicas, anti-VIH y
antiulcerosas han sido descritas anteriormente (Cechinel et al., 2009). Los compuestos
gue se han aislado a partir de esta especie se clasifican estructuralmente en siete grupos
principales: compuestos fendlicos simples, triterpenos, esteroles, flavonoides, xantonas,
cromanonas y cumarinas (Garcia-Zebadua et al., 2014) que a su vez, estas Ultimas se

pueden clasificar en cumarinas tipo mammea y dipiranocumarinas tetraciclicas.

“
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Figura 5. Fotografias de Calopyllum brasiliense: a) hojas, b) flores, ¢) corteza, d) arbol
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4.0 Las cumarinas y el soulatrélido

Algunas de las cumarinas tipo mammea que han sido aisladas de esta especie con
actividad biologica relevante incluyen a la mammea A/BA, A/BB, B/BA, B/BB, C/OA,
C/OB, B/BA ciclo F, B/BB ciclo F e isomameigina (Reyes-Chilpa et al., 2004).

Dentro de las dipiranocumarinas tetraciclicas se pueden encontrar a los indéfilums:
in6filum A, C, D y E; a los calandlidos: (+)-calandlido A, (-)-calandlido B, (+)-calandlido
C; cordatdlidos y al soulatrélido (Garcia Zebadua, 2012). Se ha demostrado que el
soultrélido es un potente inhibidor de la transcriptasa reversa del VIH-1 y también de

Mycobacterium tuberculosis (Gomez-Verjan et al., 2015).

4. Justificacién
Debido a que al cancer y el VIH se han convertido en problemas de salud publica

importantes, es necesario encontrar nuevas moléculas que posean actividad bioldgica y

gue puedan ser empleadas en el tratamiento de estas afecciones.
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5. Hipotesis

Se aislaran e identificaran cumarinas biolégicamente activas de especies pertenecientes
a la familia Clusiaceae, mismas que presentaran actividad citotdxica frente a distintas
lineas tumorales humanas, ademéas de inhibir a la enzima transcriptasa reversa del
VIH-1.

6. Objetivo General

Evaluar la actividad citotéxica de las cumarinas aisladas de especies pertenecientes a la
familia Clusiaceae frente a lineas celulares de tumores humanos, asi como determinar
su actividad inhibitoria sobre la enzima transcriptasa reversa de VIH-1 y de modo

complementario, realizar en analisis proximal del fruto de Mammea americana L.

6.1 Objetivos Particulares

a. Aislar e identificar cumarinas tipo mammea a partir de extractos obtenidos de la
cascara del fruto de Mammea americana L.

b. Caracterizar la citotoxicidad de las cumarinas aisladas en las lineas celulares de
diferentes tipos de cancer en humanos K-562, HaCaT, SW-620, MCF-7, SKLU-1
y Hela a través del ensayo de MTT.

c. Analizar la fragmentacion del ADN inducida por cumarinas citotoxicas en una linea
celular

d. Evaluar silas cumarinas aisladas pueden inhibir a la enzima transcriptasa reversa
del virus VIH-1.

e. Realizar el analisis proximal de la pulpa del fruto de Mammmea americana L.

30



7. Procedimiento experimental (Materiales y métodos)

7.1 Colecta del material vegetal

El material vegetal objeto de estudio se recolecto en el estado de Veracruz (Figura 6). El
ejemplar de respaldo se deposité en el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) con el numero de colecta 16 400. En la Tabla 5, se muestra la

muestra la ficha de colecta.

Tabla 5. Ficha de colecta del fruto de Mammea americana

Especie Mammea americana
Municipio San Andrés Tuxtla
Localidad San Andrés Tuxtla, al sur del Colegio Militar (Ejército

nacional N. 25) sobre la calle Juan de la Barrera

Altitud 300 m.s.n.m

Tipo de vegetacion Selva perturbada, cerca de un cultivo de mango
Coordenadas 18°26°34” N 95°1227" W

Vegetacién asociada Hierbas

Informacién ambiental Huerto familiar, en el patio

Altura 20 m

Abundancia Escasa

Forma biolégica Arbol

Suelo De coloracion negra

Nombre comln zapote Domingo

Uso Consumo humano

Colector y fecha de colecta Dulce Yehimi Lépez Miranda, 28/06/2015
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Figura 6. Fotografia de sitio de recoleccion de Mammea americana. San Andrés Tuxtla, Veracruz

7.2 Aislamiento de cumarinas tipo mammea

El aislamiento de cumarinas tipo mamea se encuentra reportado en estudios anteriores,
entre las que se encuentran las cumarinas mammea A/AA ciclo D y mammea A/AB ciclo
D, junto con otras 14 cumarinas (Yang et al.,2005; Hernandez, 2007). En este estudio se
decide utilizar la cdscara del fruto para el aislamiento de cumarinas mediante una

cromatografia en columna.
Material y reactivos

* Rotaevaporador

» Columna cromatografica de vidrio con filtro de borosilicato
» Silica gel clase 70/230

« Aparato para punto de fusiéon Fisher Johns

*+ Hexano
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» Acetato de etilo
* Diclorometano

* Metanol

Para aislar las cumarinas presentes en el zapote Domingo, se inicié con la preparacion

del extracto de la cascara del fruto.

* Preparacion del extracto
Se pesaron 236 g de cascara del fruto del zapote Domingo se dejé secar a la sombra
durante una semana. Cuando el material se encontré seco se moli6 manualmente y se
macerd de forma sucesiva utilizando una mezcla de DCM:MeOH en una porcién 1:1
como disolvente por un periodo de dos semanas, para después concentrar el extracto y

eliminar el disolvente por medio de un rotavapor.

En seguida, se realizo el fraccionamiento del extracto por cromatografia en columna

La metodologia utilizada se muestra a continuacion:

» Preparacion de la columna cromatografica
a) Preparacion de la muestra:
Se pesaron 7.43 g del extracto y se disolvié en una mezcla de 15 ml MeOH-AcOEt 1:1,
posteriormente a esta disolucion se le agregé celita lavada hasta la formacion de una

pasta. La mezcla de los disolventes utilizados se evaporé en la campana de extraccion.

b) Preparacion de la columna cromatografica:

Se depositaron 100 g de silica gel suspendida en hexano en el interior de la columna
cromatografica hasta que se compactd y se cuidé que no hubiera la formacion de
burbujas en el interior. Posteriormente la muestra ya preparada y adsorbida se colocé en
la parte superior de la fase estacionaria y se agreg6 hexano como fase mévil hasta cubrir

la columna.
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c¢) Columna cromatografica:

Se siguio con la separacion de los compuestos organicos y las cumarinas presentes en
la muestra. Se monitore6 el cambio de disolvente por medio de cromatografia en capa
fina. Esta separacion se realizd colectando 193 fracciones de 25 ml cada una. En la

Figura 7, se muestra la fase movil que se utiliz6 para la separacion de éstas fracciones.

Extracto de la cascara
del fruto de AMamimea
amerfcana

[ Hexano |Hex/AcOE:| Hex/AcOEt |Hex/AcOE | Hux/ A Ot | Hax/AcOEt [Hax AcOE: [Hex/AcOEt |[Hax AOE: | A<OE: DeM DEMALCH
{ (100) (3000) | (3020) | (P25} | (TO30) | (55M45) | (45/55) | (3WE3) | (50050) (1000 (100) (3030200

() o2) (o) (o) o) o) o9 o) 9 ) o) o

Figura 7.Disolventes utilizados como fase movil en el fraccionamiento de la columna

cromatogréfica

d) Reunién de las fracciones:

Las fracciones se analizaron mediante cromatografia en capa fina y se reunieron de
acuerdo a la similitud cromatografica que presentaron. En la Figura 8, se muestran los
grupos de fracciones reunidas. En el diagrama se muestra a partir de la fraccion 23, cabe
mencionar que en las fracciones 1-22 no se observé aun la presencia de compuestos en

las placas cromatogréficas.
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Figura 8. Diagrama de reunion de fracciones en grupos que muestran similitud cromatogréfica

Se observé que en los grupos Il y Il hubo formacion de cristales amarillos y se decidié
analizar estos grupos mediante cromatografia en columna y se reunieron en uno sélo ya
qgue presentaron similitudes cromatogréaficas. Posteriormente se decidié purificar el

compuesto aislado de los grupos Il y 11l

Para purificar el compuesto aislado se decidié hacer una recristalizacion en caliente

utilizando como disolvente MeOH.

Después de purificar el compuesto, se procedié a determinar el punto de fusion utilizando

un equipo Fisher Johns.

7.3 Identificacion del compuesto aislado
Cuando se obtuvo el compuesto puro se procedié a su identificacidon mediante el uso de
técnicas espectroscopicas y espectromeétricas en el Instituto de Quimica de la UNAM.

Su estructura se determin6 por RMN 1H, IR, EM y difraccion de rayos X. Los parametros

espectroscopicos y espectrométricos obtenidos fueron comparados con los previamente

descritos en la literatura.
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7.4 Evaluacion farmacologica

7.4.1 Ensayo de citotoxicidad (determinacion de Clso de lamameiginay soulatrélido
sobre las lineas tumorales humanas)

Para evaluar la citotoxicidad de las cumarinas se utilizo el ensayo de MTT. Este ensayo
requiere de la incubacién del reactivo de MTT Bromuro de 3-(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazolio) con una poblacion de células viables con metabolismo activo, mismas
gue convierten este sustrato (sales amarillas de tetrazolio) en un producto colorido (un
derivado de formazan de coloracién azul) y que puede ser detectado por medio de un
lector de placas con una absorbancia maxima de 570 nm. El formazan producto de la
reduccion del MTT se acumula como un precipitado insoluble dentro de las células, en la
superficie celular y en el medio de cultivo, por lo que es necesario solubilizarlo antes de

realizar las lecturas.

En condiciones de cultivo estandar, la incubacion del sustrato con células viables
resultara en la generacién de una sefial que es proporcional al niumero de células viables
presentes. Cuando las células mueren, pierden la habilidad de convertir el sustrato MTT
en el producto formazan, es por ello que se convierte en un marcador de células viables

ampliamente utitlizado (Mossman, 1983).

El mecanismo celular exacto de reduccion del MTT en formazan adn no se conoce bien,
pero se cree que involucra la reaccion con NADH o reduccion de moléculas similares
gue transfieren electrones al MTT. También se especula que el MTT mide la actividad
mitocondrial debido a la participacion de enzimas mitocondriales especificas, como la

succinato deshidrogenasa (Riss et al., 2013).

Material y reactivos

» Lector de placas multipozo

Incubadora de cultivo celular
* Placas de 96 pozos
* Solucion de MTT en PBS/EDTA
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« Solucion buffer fosfato salino con EDTA (PBS/EDTA)
* Dimetilsulféxido (DMSO)
» Medio de cultivo fresco DMEM

En la realizaciébn de este ensayo, la cumarina soulatrélido (Figura 9B) se aislé
previamente del arbol de Calophyllum brasiliense (Clusiaceae) por el Dr. Ricardo Reyes
Chilpa del Instituto de Quimica de la UNAM, mientras que la cumarina mameigina se

aislé como previamente se describié (Figura 9A).

A) B)

aw

W

Figura 9. Cumarinas evaluadas en el presente estudio. A) mameigina, aislada de Mammea

americana y B) soulatrélido, compuesto aislado previamente de Calophyllum brasliense

Las cumarinas se disolvieron por separado en DMSO y se mezclaron con medio de
cultivo fresco DMEM para lograr diversas concentraciones finales. El MTT se diluyé en

PBS/EDTA para obtener una solucién stock con una concentracion de 2.5 mg/ml.

Las células K-562, HaCat, SW-620, MCF-7, SKLU-1 y HelLa fueron cultivadas y
sembradas a una densidad final de 7 000 células por pozo en una placa de 96 pozos.
Estas lineas celulares se mantuvieron bajo condiciones estandar de cultivo (95% de
humedad, 37 °C de temperatura y 5% de CO32). Después de 24 horas de incubacion

fueron expuestas por 48 h con las cumarinas, paclitaxel como control positivo y con
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DMSO al 0.28% como vehiculo. Cabe mencionar que en este ensayo la cantidad final de
DMSO no altera el crecimiento celular ni las mediciones cuando se compara con cultivos
libres de vehiculo. Después de la exposicion de las células con diferentes
concentraciones de las cumarinas, las células fueron incubadas con 20 pL de MTT (2.5
mg/ml en PBS) por 2 h. Posteriormente se retiré todo el sobrenadante y los cristales de
formazan que precipitaron fueron disueltos en 200 pL de DMSO, para finalmente medir

la absorbancia a 550 nm con un lector de placas multipozo.

El porcentaje de viabilidad en cada pozo, tanto tratamiento como vehiculo, fue calculado

utilizando la siguiente férmula:

viabilidad =100 — (100 x absorbancia leida/absorbancia del control negativo

Los datos obtenidos de los porcentajes de viabilidad celular se ajustaron a una curva
sigmoidal dosis-respuesta mediante el software OriginPro® 7.0 (RockWare, Golden, CO)

y se calculd el valor de Clso a partir de la ecuacion de la curva.

7.4.2 Determinacién de la fragmentacién del ADN (Ensayo de TUNEL)

Para realizar esta determinacion se utilizé el ensayo de TUNEL. El ensayo de TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End Labeling) es un método
gue se ha disefiado para detectar la fragmentacién de ADN. Este método se basa en el
marcaje de ADN de hebra sencilla por medio de la transferasa terminal (TdT) que
adiciona nuclettidos marcados (dUTP) al ADN en los extremos 3"OH libres. Dichos
nucleotidos pueden estar marcados por fluorescencia y detectarse posteriormente por

medio de microscopia o citometria de flujo (Alfaro et al., 2000).
La fragmentacion del ADN fue evaluada usando células HelLa previamente tratadas con
la cumarina soulatrolido, usando el Kit In situ cell death detection kit-fluorescein (Roche,

Basel, SW) siguiendo las instrucciones del proveedor.
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Para lo anterior, se cultivaron células HeLa en tres cajas Petri de 60 mm bajo condiciones
estandar hasta alcanzar una concentracion final de 4x10° células por caja, a las cuales
se les colocaron 4 cubreobjetos a cada una. Posteriormente se les afiadio soulatrélido
24 uM, DMSO al 0.28% (vehiculo) y paclitaxel 0.25 uM (control positivo de apoptosis) a
cada caja. Después de 3, 6, 12, 18, 24 y 48 h de tratamiento, las células ya adheridas a
los cubreobjetos se fijaron en 4% de paraformaldehido durante 45 min en una cama de
hielo y a continuacién se lavaron con PBS (pH 7.4). Las células se permeabilizaron por
2 min en Tritébn X-100 al 1.0% en citrato de sodio al 0.1% y a continuacién se lavaron con
PBS y se incubaron con la reaccion de TUNEL durante 1 h a 37 °C en la oscuridad.
Pasado este tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS y los cubreobjetos ya

tratados se montaron en portaobjetos con medio de montaje Fluoroshield.

La fragmentacion del ADN se analiz6 con un microscopio de flourescencia Nikon
Eclipse® y se tomaron fotografias con la camara Nikon Digital Sight-DS-LI® de los

diferentes tratamientos.

7.4.3 Evaluacion de la actividad inhibitoria de la mameigina sobre la enzima
transcriptasa reversa del virus de VIH-1

La actividad inhibitoria de la mameigina sobre la enzima transcriptasa reversa (TR) se
evalu6 mediante el ensayo Lenti-RT® Activity Assays (Cavidi Tech) y previamente
estandarizado en el laboratorio del Dr. Ricardo Reyes Chilpa en el Instituto de Quimica
de la UNAM (Huerta-Reyes et al., 2004). Se sigui6 el protocolo descrito por el fabricante
con el fin de calcular el porcentaje de inhibicion de la enzima transcriptasa reversa del
virus de VIH-1 por la mameigina. Este es un método colorimétrico, en donde a una
microplaca de 96 pozos con poliadenina (Poli A) inmovilizada, se le agrega el compuesto
a analizar. En presencia de bromo-desoxiuridina trifosfato (BrdUTP) y la enzima
transcriptasa reversa se construye la cadena complementaria Poli U (paso 1).
Posteriormente se adiciona un anticuerpo monoclonal conjugado a fosfatasa alcalina que
reconoce la cadena complementaria de Poli U (paso 2). Finalmente con la adicién del
reactivo paranitrofenilfosfato (pNPP), el cual es sustrato de la fosfatasa alcalina, el grupo

fosfato es hidrolizado a paranitrofenil, generando una reaccion colorida (paso 3). Esta
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reaccion se registra con un lector de placas multipozo a 405 nm, ya que es una reaccion
colorida. En la Figura 10, se esquematiza esta reaccion. La mameigina fue probada a
una concentracion de 50 pg/ml, usando como vehiculo DMSO (0.28% v/v) y el farmaco
Nevirapina (0.001 uM-1 mM) como control positivo de inhibidor de la transcriptasa

reversa.

i
L
< pNPP
L
U
<>pNP
Ab-AP
>® Paso 3
-
p
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Figura 10. Representacion esquematica de la determinacion de

transcriptasa reversa del virus de VIH-1.

7.5 Analisis proximal de la pulpa del fruto de Mammea americana

Estas determinaciones se realizaron con ayuda de la Dra. Areli Flores Morales del
Instituto Tecnologico del Altiplano de Tlaxcala. En la pulpa del fruto se determinaron los
siguientes parametros: humedad, cenizas, proteinas, lipidos, fibra cruda y carbohidratos
totales. Para realizar estas determinaciones se utilizaron los métodos establecidos por la
AOAC (AOAC, 1995).

7.5.1 Determinacién del contenido de humedad por secado en estufa
Considerando que la muestra es térmicamente estable y no contiene una cantidad

significativa de compuestos volatiles, se procedio a determinar el contenido de humedad
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mediante secado en estufa. Este método se basa en la pérdida de peso de la muestra
por evaporacion de agua (lturbe y Sandoval, 2007).

Material

« Estufa de circulacion forzada Lab-line imperial®
« Balanza analitica Sartorious analytic®
+ Desecador de vidrio

» Pesafiltros

Se pesaron 6.0 g de muestra de la pulpa del fruto y se distribuyeron en el fondo de una
pesafiltro, el cual se seco6 hasta alcanzar peso constante. A continuacion, la muestra se
sech en la estufa a 98 °C durante 4 h. Pasado este tiempo se saco de la estufa y se
coloco en el desecador durante 30 min. Posteriormente se pesé 2 veces sucesivamente

hasta que no hubiera una diferencia de 3 mg.

Para realizar el calculo de porcentaje de humedad se utilizo la siguiente formula:

(Pi — Pf)
% de humedad = EE— X 100

Donde:
Pi = peso del pesafiltro + muestra antes de secar (g)
Pf = peso del pesafiltro+ muestra después de secar (g)

m= peso de la muestra (g)

7.5.2 Determinacion del contenido de cenizas

Las cenizas se consideran como el contenido de minerales totales o material inorganico
presentes en la muestra. En este estudio se uso el método 923.03 de la AACC para la
determinacién de cenizas (AACC, 2000). En dicho método se calcina la muestra en seco,

en otras palabras, el alimento se destruye calentdndolo suavemente con un mechero
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Bunsen para carbonizarlo y posteriormente, calcinarlo a 500 °C en un horno de mufla

hasta obtener un residuo blanco o gris claro.
Material

« Mufla Termolyne®

« Balanza analitica Sartorious analytic®
* Mechero Bunsen

» Crisoles de porcelana

* Desecador de vidrio

Se colocaron 4.0 g de muestra en un crisol de porcelana puesto previamente a peso
constante en una estufa a 100 °C, posteriormente se calcind la muestra con un mechero
Bunsen hasta que la muestra dej6é de producir humo. En seguida, se colocé el crisol en
una mufla a 500 °C durante 5 h. Pasado este tiempo, el crisol se sac6 de la mufla, se

dej6 enfriar en el desecador y se pes6 hasta que se registrdé peso constante.
Para cuantificar las cenizas se utilizo la siguiente formula:

. Pf — Po
% de Cenizas = B x 100

Donde:
Pf = peso del crisol + muestra después de ser calcinada (g)
Po = peso del crisol a peso constante (g)

m = peso de la muestra (g)

7.5.3 Determinacién del contenido de proteina

Esta determinacion se llevo a cabo a través del método de Kjeldahl, el cual se caracteriza
por digerir la materia organica con acido sulfurico concentrado caliente y la reduccion del
nitrdgeno a amoniaco. El amoniaco es retenido como bisulfato de amonio y éste puede

ser determinado por destilacién alcalina y titulacién (FAO, 2016).
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El método Kjeldahl consta de las siguientes etapas:

a) Digestion
materia organica + H,S0, — C0, + (NH,),S0,4 + SO,

b) Destilacion

3NH3 T +H3303 - (NH4_)3303

c) Titulacion
(NH)3BO3; + 3HCl - H3BO05 + 3NH ,Cl

Este método determina la materia nitrogenada total. Para convertir el nitrdgeno a proteina
se emplea el factor de 6.25, el cual proviene de la consideracion de que la mayoria de
las proteinas tienen una cantidad aproximada de 16% de nitrégeno (lturbe y Sandoval,

2007), de acuerdo a la siguiente ecuacion:

100 g de Proteina
Factor = — = 6.25
16 g Nitrogeno

Material y reactivos

* Unidad de digestion Kjeldahl Tecator®

* Unidad de destilacion Tecator®

* Tubos de digestion Tecator®

* Mezcla digestiva

« Solucion de acido clorhidrico 0.01N valorada (HCI)
» Solucion de hidréxido de sodio al 45% (NaOH)

* Solucién de acido bérico con indicadores
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* Verde de bromocresol al 0.1% en metanol
* Rojo de metilo al 0.1% en metanol

* Fenolftaleina al 0.1% en metanol

Preparacion de soluciones

» Solucion de acido bérico con indicadores
Se pesan 40 g de H3BOzy se disuelven en 800 ml de agua destilada, a continuacién se
agregan 35 ml de fenolftaleina al 0.1% en alcohol y 10 ml de una mezcla de rojo de metilo

al 0.1% con verde de bromocresol al 0.1% en alcohol. Finalmente se aforaa 1 L.

La muestra se coloc6 en los tubos de digestion Kjeldahl y se adicionaron de 5 g de mezcla
digestiva y 25 ml de H2SO4 concentrado. El tubo se coloc6 en posicion inclinada en el
bloque de calentamiento del aparato digestor (precalentado a 360 °C) y se calentd hasta
gue la espuma producida cesara. A continuacion se hirvié hasta la total destruccién de
la materia orgénica, es decir, hasta que la solucién adquirié una coloracién azul verdosa.
Una vez terminada la digestion se contintia con la destilacién, para esto, el tubo se dej6
enfriar y se agregaron 200 ml de agua destilada. Se agregaron perlas de ebulliciébn y 75
ml de NaOH al 45% por agitacion. Inmediatamente conecté a un matraz de destilacion
con la salida del condensador sumergida dentro del matraz Erlenmeyer con 50 ml de
acido bodrico con indicadores. Se destil6 hasta obtener un volumen de 150 ml. A

continuacion se titula el exceso de acido con una solucion de HCI 0.1 N.

Para calcular la cantidad de proteina en la muestra se utilizé la siguiente formula:

(Vol.blanco — Vol.problema) X N x meq X 100
m

% de Nitrogeno =

% de proteina = % de Nitrogeno X 6.25
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Donde:
N= normalidad de la solucién de HCI
meg= miliequivalentes de nitrégeno = 0.014

m= peso de la muestra (g)

7.5.4 Determinacion del contenido de lipidos

El contenido total de lipidos se determina cominmente por métodos de extraccion con
disolventes organicos como lo son las metodologias de Soxleth, Goldfisch, Mojonnier,
aunque también pueden determinarse por métodos instrumentales que se basan en las
propiedades fisicas 0 quimicas de los lipidos. Esta determinacion se realizé con el
método de Soxleth, que es una extraccién semicontinua con un disolvente organico. En
este método, la muestra queda sumergida en el disolvente cuando éste se calienta, se
volatiliza y se condensa en el matraz de calentamiento, para que, a continuacion, este
mismo disolvente sea sifoneado nuevamente al matraz de calentamiento para repetir el
proceso. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia de peso entre el matraz que
contiene el extracto etéreo y el matraz a peso constante (Iturbe y Sandoval, 2007).

Material y reactivos

+ Dispositivo tipo Soxhlet Labconco®

« Balanza analitica Sartorious analytic®
* Manta de calentamiento

« Cartucho de celulosa

« Eter de petréleo (Q.P)

Se peso la muestra deshidratada y molida. Se coloc6 en un cartucho de celulosa tarado.
El cartucho se puso con la muestra en el extractor Soxhlet y éste se conectd al
condensador y al matraz. El condensador se cargo con éter de petréleo por el extremo
superior hasta llenar tres cuartas partes del matraz. Posteriormente se calentd el matraz
en el plato caliente a una temperatura que permitié gotear al éter del condensador para

salir por la parte superior y caer en el matraz nuevamente. La extraccion duré por lo

45



menos 4 h. Pasado este tiempo el calentamiento y la extraccion se suspendieron, se dejo
enfriar y se saco el aparato y el cartucho del extractor. Por ultimo se deseco el cartucho
en la estufa, se dej6 enfriar y se peso.

Para calcular el contenido de lipidos se utilizé la siguiente férmula:

(Pf - Pi) y

% de extracto etéreo = 100

Donde

Pf = peso del matraz después de la extraccion (g)
Pi = peso del matraz antes de la extraccion (g)

m = peso de la muestra (g)

7.5.5 Determinacion del contenido de fibra cruda

Este método se basa en la digestion acida y alcalina de la muestra, obteniéndose un
residuo de fibra cruda y sales que se calcinan. La diferencia de pesos después de la
calcinacion indica la cantidad de fibra presente (NMX-F-090-S-1978, 1978).

Material y reactivos

« Aparato de digestion Labconco®

« Embudo Buchner con malla metalica tipo California
* Vasos Berzelius de 600 ml

* Mufla Termolyne®

« Estufa de vacio Lab-Line Duo Vac Oven®
+ Crisoles a peso constante

* Antiespumante

» Silicato de Aluminio (SiO3)

« Acido sulfdrico al 1.25% m/v (H2S0a4)

» Hidréxido de sodio al 1.25% m/v (NaOH)
» Alcohol etilico (etOH)
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Se peso la muestra seca y desengrasada resultante de las determinaciones de humedad
y extracto etéreo, se pasoO cuantitativamente a los vasos de Berzelius a los que se les
agrego 0.5 g de silicato de aluminio y perlas de ebullicién. Posteriormente se adicionaron
200 ml de H2SO4 al 1.25% (m/v) caliente y 3 gotas de antiespumante, se coloco
inmediatamente en el aparato de digestion, el cual debe estar previamente caliente: la
mezcla se digirié por 30 min. Transcurrido este tiempo, se vacio el contenido sobre un
embudo Buchner y se filtr6 con ayuda de vacio, lavando el residuo con agua destilada
caliente hasta eliminar el &cido (aproximadamente 500 ml). Una vez lavado el residuo se
transfirid nuevamente al vaso de Berzelius de forma cuantitativa y se adicionaron 200 ml
de NaOH al 1.25% (m/v) caliente y 3 gotas de antiespumante, se vuelve a colocar
inmediatamente en el aparato LABCONCO para una segunda digestion por 30 min. Se
repitio el tipo de filtrado y lavado. Se retiraron las perlas de ebullicion lavandolas con
agua, para recuperar el material. Por ultimo se adicionaron al residuo 25 ml de etanol. A
continuacion, se carbonizo el residuo seco en la flama del mechero y se introdujo en la
mufla para su incineracion. Los crisoles se pesaron periddicamente hasta que alcanzaron

peso constante.

Para calcular la cantidad de fibra cruda en la muestra se utilizé la férmula:
) Ps—P
%deflbraszloo

Donde:
Ps = peso crisol con residuo después del secado (g)
Pc = peso crisol con residuo después de calcinado (g)

m = peso de muestra (g)

7.5.6 Determinacion de carbohidratos totales
Las principales mediciones de carbohidratos totales (como se especifica en las tablas de
composicién de alimentos) son en primer lugar las obtenidas por diferencia y, en segundo

lugar, por medicién de los componentes individuales que se combinan para proporcionar
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una cantidad total. El contenido de proteinas, grasas, cenizas y humedad de un alimento
se determina, se resta del peso total de la muestra y la diferencia obtenida se considera
gue corresponde a la cantidad de carbohidratos presentes. En la cifra por diferencia se
incluye un nimero de componentes distintos de los carbohidratos, tales como lignina,
acidos orgéanicos, taninos, ceras. La desventaja de este método radica en que ademas

de este error, combina los errores analiticos de los otros analisis (FAO/OMS, 1997).

Para calcular la cantidad de carbohidratos totales en la muestra se utilizé la siguiente

formula:

% de carbohidratos totales =

100 — (% humedad + % cenizas + % proteinas + % lipidos)
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8. Resultados

8.1 Aislamiento e identificacion de cumarinas

De las fracciones 29 a la 37 (grupos Il y IIl) obtenidas del fraccionamiento mediante una
columna cromatografica del extracto obtenido de la cascara del fruto de Mammea
americana se obtuvieron 0.0284 g de cristales color amarillo, que presenté un rango de
punto de fusién de 145-146 °C. Este compuesto se identificé y caracterizd6 como
mameigina. Su estructura se determind mediante el uso de técnicas espectroscépicas

(IR, RMN 1H), y espectrométricas (EM), asi como difraccion de rayos X.

8.1.1 Espectroscopiainfrarroja

En la Figura 11, se presenta el espectro de IR en el que se puede observar la frecuencia
(cm™) a la que vibran los enlaces de los diferentes grupos funcionales que posee la
molécula aislada debido a la absorcién de la energia infrarroja. En la Tabla 6, se

condensan estos resultados.

Tabla 6. Espectroscopia infrarroja

Grupo Funcional Tipo de Vibracién Frecuencia (cm™)
Carbonilo Estiramiento 1738.07
Vinilo Estiramiento 1639.43
Metilo Torsion asimétrica 1464.50
Metilenos Estiramiento asimétrico 2926.01
Isoprenilo Estiramiento 1366.55
Eter Estiramiento asimeétrico 1115.95

49



“euiblawew e| ap | ap o410ads3 "TT einbi4

v102/90/€0 Wdd Ellised/ gy Z4+dvIN sehayyuQg o.mmm/vwlvoo-_no_-n_m._-m_So.qotmtc_,no
véu‘-sszcgw;
00s 0001 00S) 0002 00S2 000¢ 00S¢ 000¥%
2
- ®
..ln o
» _, = -8
; 5 ¢
! o
..“..v ~
_
I
H
_ - 3
»
R
Lo °g
S, (8B g
o i W m
3 5 3
_ | | o8
N o
[<e]
: : s
» 2 B
, R 28|
m Lo
o= I w
||
- 8

ejdooso.joadsy ap ouojeloqe IWVNN ‘ed1winp ap ojnjisu| @

50



8.1.2 Resonancia magnética nuclear *H (RMN *H, 300 MHz)

Para ayudar a elucidar la estructura molecular del compuesto aislado, se realizé un

estudio de Resonancia magnética nuclear. El espectro de RMN 'H da a conocer el

namero y tipo de protones que se encuentran en ambientes diferentes presentes en la

molécula. En la Figura 12 se presenta el espectro de RMN H. En este espectro se

observan diez sefiales que integran para 24 protones. En la Tabla 7, se muestran los

resultados del desplazamiento quimico de las sefales (6 ppm), la multiplicidad de la

sefial, constantes de acoplamiento J (Hz), asi como la integracion para el nimero de

protones equivalentes y la comparacién con lo reportado en la bibliografia (Crombie y
Games, 1967).

Tabla 7. Resonancia magnética nuclear *H (RMN H, 300 MHz)

Resultados Experimentales Crombiey
Games, 1967
o (ppm) Multiplicidad J H* Tipo de proton o (ppm)

14.67 Singulete 1 OH- 14.75
7.40 Multiplete 3 Ar 7.36
7.31 Multiplete 2 Y e
6.89 Doblete 12 1 H* 6.6

5.98 Doblete 1 H* 5.98
5.62 Singulete 9 1 H* 5.59
2.96 Doblete 6 2 H* 2.93
2.23 Multiplete 1 H* 2.0

1.57 Singulete 6 CHs 1.24
0.96 Doblete 6 6 CHs 0.93

*J: constante de acoplamiento (Hz)

* H*: Integracion
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8.1.3 Espectrometria de masas (HRMS)

Se realizé un estudio de Espectrometria de masas del compuesto aislado para
determinar su peso molecular y ayudar en la elucidacion de la estructura molecular
(Plascencia, 2003). El espectro obtenido arroja informacion sobre la abundancia de los
diferentes tipos de iones presentes en la molécula en funcién de la relacibn masa/carga
de cada uno de ellos. En la Figura 13, se presenta el espectro de masas obtenido, con

el cual se determind que el compuesto aislado tiene una masa de 404.1333 UMA.
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Una vez teniendo estos espectros de identificacion y caracterizacién para el compuesto
y después de comparar estos resultados experimentales con lo reportado previamente
en la literatura (Crombie y Games,1967; Nagem y Silva, 1988; Doriguetto et al., 2006) se
determind que la estructura del compuesto corresponde a la mameigina, también llamada
mammea A/AA ciclo D o 5-hidroxi-8,8-dimetil-6-(3-metilbutanoil)-4-fenilpirano[2,3-

h]croman-2-ona.

8.1.4 Difraccidén de rayos X

Para confirmar que la identidad del compuesto que se aislo corresponde a la mameigina,
se decidié hacer un ensayo de difraccion de rayos X. La cristalografia de rayos X
proporciona una imagen mas adecuada de las estructuras cristalinas. En la Figura 14, se

muestra la estructura molecular obtenida de dicho ensayo.

Formula: Cog Mg Og

Compound Name: 5-Hydroxy-8,8-dimethyi-6-(3-methylbutanoyl)-4-phenyl-2H,8H-pyrano(2,
3-f)chromen-2-one

Synonym: Mammeigin

Space Group: Cc Cell: a 16.727(1) b 14.152(1) ¢  8.718(1)
Space Group No.: 9 (A,°) o 90.00 B 90.79(1) vy 90.00
R-Factor (%): 4.36 Temperature(K}: 150 Density(g/cm3): 1.302

Figura 14. Estructura molecular de la mameigina obtenida por difraccion de rayos X.

8.2 Evaluacién farmacoldgica
Después de realizar los ensayos de caracterizacion e identificacién, se continué con la

evaluacion farmacolégica de la mameigina. Dichos estudios incluyeron ensayo de
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citotoxicidad frente a lineas tumorales humanas in vitro y la evaluacion de la actividad

inhibitoria de la transcriptasa reversa del VIH-1.

8.2.2 Ensayo de citotoxicidad

8.2.2.1 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria 50 (Clso) de la mameigina
Para evaluar la citotoxicidad de la mameigina sobre las distintas lineas celulares se
realizé un ensayo de reduccion de MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazolio).

Al efectuar este ensayo, no fue posible determinar los valores de Clso de la mameigina
sobre las lineas celulares humanas K-562, HaCaT, SW-620, MCF-7, SKLU-1 y HelLa
debido a que la cumarina no indujo una disminucién considerable de la viabilidad de las
lineas celulares. A manera de ejemplo, en la Figura 15, se muestra una grafica
representativa de la viabilidad que presenté la linea celular K-562 en funcién de la
concentracion del compuesto, donde se puede observar que la cumarina no causo una

disminucién de la viabilidad por debajo de un 80% a dicha linea celular.

IDD "\-—\4

B0 = .

&0

Viabilidad (26)

40

20

] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Mameigina (i)

Figura 15. Viabilidad de células K-562 tratadas con mameigina. La mameigina no afecté

considerablemente la viabilidad de las células expuestas durante 48 h.
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8.2.2.2 Efecto de la mameigina sobre la linea celular HeLa

La linea celular de adenocarcinoma de pulmon Hela tratada con mameigina se observo
bajo microscopia Optica (Figura 16), esperando observar cambios producidos en la
morfologia de las células. Sin embargo, se puede notar que la mameigina no produce
cambios morfolégicos en las células al ser evaluada a 10 uM y 40 uM y a 48 h de
exposicion. No obstante, se observa que la mameigina precipita en el medio de cultivo y
forma cristales desde una concentracién de 20 uM. Este inconveniente en la solubilidad
fue la limitante por la cual no se pudo determinar el valor de Clso de la mameigina sobre

las distintas lineas celulares.

0 g z

Figura 16. Efecto de la mameigina sobre la linea celular HeLa. La microscopia optica indica que
no hay cambo morfolégicos debidos al tratamiento a las 48 h. Sin embargo, se observa que el

compuesto precipita. a) linea celular sin tratar, b) mameigina (10uM), ¢) mameigina (40 uM).

8.2.2.3 Determinacion de la Concentracién inhibitoria 50 (Clso) del soulatrélido

Al no poder determinar los valores de Clso de la mameigina sobre las diferentes lineas
celulares se decidio evaluar la cumarina soulatrélido en las mismas lineas tumorales
probadas antes; ya que el soulatrélido se encuentra presente en especies pertenecientes
a la misma familia de plantas (Clusiaceae) de donde fue aislada la mameigina. Ademas
de que se ha observado con anterioridad que el soulatrélido no presenta problemas de
solubilidad en el medio de cultivo ni en el vehiculo utilizado. El soulatrélido que se evalué
fue aislado de Calophyllum brasiliense por el Dr. Ricardo Reyes Chilpa en el Instituto de
Quimica de la UNAM.
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De forma grafica se puede observar la disminucion de la viabilidad que presentan las

lineas celulares humanas SW-620 y HeLa en funcion de la concentracion de soulatrdlido.

Se puede observar que los valores de viabilidad celular en ambos casos disminuye por
debajo del 50% (Figura 17 y 18).

100

Viabilidad (%)

Data: Data1_B

Model: Boltzmann

Equation:

y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Weighting:

y No weighting

Chi*2/DoF =12.39829
R*2 = 0.99713

A1 104.83853 +7.18252
A2 22.46009 +3.7995

x0 17.60655 +1.96928
6.99831 +1.57488

Soulatrolido (uM)

Figura 17. Viabilidad de la linea celular SW-620 tratada con soulatrélido a diferentes

concentraciones durante 48 h.
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Data: Data1_B

Model: Boltzmann

Equation:

y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
Weighting:

y No weighting

Chi*2/DoF
R*2

=0.71134
= 0.99981

A1l
A2
x0
dx

100.25823
18.65322
20.06076
4.42127

+0.92089
+0.60553
+0.25925
+0.26157

1
100

Soulatrélido (uM)

Figura 18. Viabilidad de la linea celular HelLa tratada con soulatrélido a diferentes

conce

ntraciones durante 48 h.

A partir de las curvas de viabilidad se hizo un ajuste por regresion no lineal y de la

ecuacion de la curva de ajuste se calcul6 el valor de Clso. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores de Clso del soulatrélido al ser evaluado a 48 h.

Linea celular Clso (UM)

K-562 26.05 +£5.03
SW-620 26. 75 +5.66
SKLU-1 27.49 + 3.26
HaCaT 30.26 + 3.70
HelLa 30.73+7.83
MCF-7 37.76 £3.72

*Los datos representan la media de los valores obtenidos (x+D.E.)
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8.2.2.4 Efecto del soulatrélido sobre la linea celular HeLa

De igual forma, la linea celular de cancer cervico-uterino HelLa tratada con soulatrélido
se observo bajo microscopia Optica para observar los efectos producidos por la cumarina
sobre la morfologia celular. En la Figura 19 se puede notar que el soulatrélido induce
cambios en la morfologia de las células HeLa sugerentes de muerte celular por
apoptosis, como la contraccion celular y la condensacién del citoplasma. La apoptosis se
caracteriza también por afectar a células aisladas y no a grupos celulares, como ocurre
en la necrosis. En la Figura 19 se puede observar el efecto del soulatrolido sobre la linea
celular HelLa, asi como el efecto del paclitaxel (control positivo de apoptosis) y el vehiculo
(DMSO 0.28%) al ser evaluados a 24y 48 h.

soulatrélido paclitaxel

24h

48 h

Figura 19. Efecto del soulatrélido sobre la morfologia de la linea celular HeLa a diferentes
tiempos de exposiciéon. Las imagenes de microscopia Optica muestran cambios morfolégicos
sugerentes de muerte celular después del tratamiento con soulatrélido y el control positivo
(paclitaxel), indicados con las flechas, mientras que el vehiculo no afecté la morfologia de las
células Hela.

60



8.2.2.5 Ensayo de TUNEL

Con el fin de observar si el soulatrolido produce muerte celular al inducir fragmentacion
de ADN sugerente de apoptosis sobre las células HelLa se realiz6 el ensayo de TUNEL,
para lo cual, las células se trataron con soulatrélido, paclitaxel como control positivo de
apoptosis y el vehiculo DMSO como control negativo a distintos tiempos. Lo resultados
del ensayo se muestran en la Figura 20, se puede observar que el control negativo no
induce fragmentacién de ADN a ningun tiempo evaluado mientras que el soulatrélido
induce fragmentacion del ADN desde las 18 h de exposicion (marcaje positivo de la
fragmentacion del ADN en color rojo) siendo evidente a las 24 h. Como control positivo
de fragmentacion de ADN se usé paclitaxel, donde se puede observar a las células

positivas en color rojo a partir de las 24 h de exposicion.

rmzc-H

—D XD = —=0 DT 0OQ=——0+—CO0W
rmzc-H —T0V>»0

— V>0

Ow=0
rmzc-H

—TV>»0

S oo
* 31
s 100ph

Figura 20. Fragmentacion de ADN en células Hela tratadas con soulatrélido, paclitaxel (control

positivo de apoptosis) y el vehiculo DMSO (control negativo), expuestas a distintos tiempos.
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8.2.3 Actividad de la mameigina sobre la transcriptasa reversa del VIH-1

La actividad enzimatica de la mameigina, se determiné mediante el ensayo colorimétrico
Lenti-RT Activity Assays de Cavidi-Tech. La mameigina fue evaluada a una
concentracion de 50 pg/ml (123.62 uM). Se determiné un 49.43% de inhibicion sobre la
enzima transcriptasa reversa del VIH-1 usando como vehiculo DMSO (0.28% v/v),
mientras que el farmaco de referencia Nevirapina (0.001 pM-1 mM) presenté una
inhibicién del 96%.

8.3 Andlisis proximal del fruto de Mammea americana

Para determinar la composicion en términos nutrimentales de la pulpa del fruto, se realiz6
el andlisis proximal de la pulpa del fruto. A continuacion, en la Tabla 9, se condensan los
resultados obtenidos.

Tabla 9. Analisis proximal de la pulpa del fruto de Mammea americana

Constituyente g/100g de fruta fresca
Humedad 61.4+£0.12
Cenizas 0.6 £0.01
Proteina 1.012 + 0.002
Extracto etéreo 0.62 £ 0.001
Carbohidratos* 31.14+£0.11
Fibra cruda 5.24+0.1

*Los datos representan la media (xxD.E.) (n=3)
Proteina cruda= N x 6.25
Carbohidratos totales calculados por diferencia

62



9. Discusion

9.1 Identificacion del compuesto aislado

Se ha reportado que la familia Clusiaceae contiene metabolitos secundarios de tipo
cumarina (Xiao-Hui et al., 2008; Cechinel et al., 2009). La fenilcumarina mameigina (o
también llamada mammea A/AA ciclo D) ha sido aislada con a partir de extractos de
plantas pertenecientes a esta familia anterioridad (Crombie y Games, 1967; Yang et al.,

2005). En este proyecto esta cumarina se aisl6 a partir del fruto de zapote Domingo.

Después de hacer un extracto de la cascara del fruto de zapote Domingo y de obtener
un compuesto aislado por medio de cromatografia en columna, se logré establecer su
estructura molecular mediante el uso de técnicas espectroscopicas y espectrométricas
(IR, RMN 'H, EM). Inicialmente, la comparacion de los espectros obtenidos con estas
técnicas con los reportados con anterioridad (Crombie y Games, 1967; Nagem y Silva,
1988; Doriguetto et al., 2006), sugieren que la estructura aislada es la fenilcumarina
mammea A/AA ciclo D, también llamada mameigina, ya que es la alternativa que mas
coincide con los datos reportados de estudio anteriores de entre varias estructuras
posibles. Al comparar los resultados obtenidos con los reportados (Figura 21), se puede
decir que la estructura del compuesto aislado corresponde a la mameigina. A

continuacion se muestra la estructura de cristalografia de rayos X de la mameigina.

Figura 21. Estructura de rayos X de la mameigina (Doriguetto et al., 2006).
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9.2 Ensayo de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad in vitro forman parte de las primeras determinaciones que
se hacen para saber si un compuesto tiene potencial actividad antitumoral. Para
determinar la Clso de la mameigina sobre las distintas lineas celulares se emple6 el
ensayo de MTT. Sin embargo, no se pudieron determinar dichos valores. Se observé que
la mameigina no produce una disminucion de la viabilidad por debajo del 50% en las
lineas celulares en las que fue evaluada (Figura 15). Esto pudo deberse probablemente
a que la mameigina tiene una baja solubilidad, lo que fue corroborado mediante
observaciones al microscopio, donde se apreciaron cristales de mameigina a una
concentracion de 40 uM como se pudo observar en la microscopia éptica (Figura 16). Lo
cual nos impidi6 alcanzar concentraciones mayores de la mameigina en el cultivo donde
pueda ejercer algun efecto biologico. Es necesario tener en cuenta que si durante el
ensayo de MTT el producto que se evalla precipita, los resultados deben de ser

descartados (Arencibia et al., 2003).

Es necesario mencionar que aunque la mameigina no presentd actividad biolégica
relevante en este estudio, se ha encontrado anteriormente que el zapote Domingo
contiene mas cumarinas con actividad citotéxica contra varias lineas celulares de cancer
y con alto poder antioxidante, como lo son la mammea E/BD, mammea E/BC, mammea

E/BA y mammea B/BD hidroxiciclo F, por mencionar algunas (Yang et al., 2005).

Adicionalmente se evaluo la actividad citotoxica del soulatrélido, la cual es una cumarina
gue ha sido aislada de especies pertenecientes a la misma familia de Mammea
americana. Se pudo determinar que el soulatrdlido afecta la viabilidad celular
ocasionando su disminucion por debajo del 50% en todas las lineas celulares en las que
se probo (Tabla 8). El mayor efecto citotoxico se presento en la linea celular de leucemia
K-562, seguido de linea celular de cancer de colon SW-620, la linea celular de cancer de
pulmén SKLU-1, la linea celular proveniente de gueratinocitos humanos HaCaT, la linea
celular de cancer cérvico-uterino HelLa, y por ultimo, la linea celular de cancer de mama
MCF-7. Los criterios para la evaluacion del potencial citotoxico establecidos por el

National Cancer Institute consideran que extractos vegetales con actividad citotdxica
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relevante deben ser aquellos cuyo valor de Clso<20 pg yL* y para compuestos puros un
valor de Clso<4 pg pL?* (Geran et al., 1972). A pesar de que en este estudio se determin6
el valor de Clso del soulatrélido en concentracion uM y no se pudo hacer una comparacion
con los criterios establecidos, estos resultados indican que al presentarse un efecto
citotoxico por parte del soulatrélido, éste puede ser investigado mas a fondo en estudios
moleculares o estudios in vivo para conocer su comportamiento. Cabe mencionar que
este efecto citotdxico es muy cercano al reportado para el farmaco antineoplasico de uso
clinico cisplatino (Cls0=15.62+0.48 pM en células de céancer cervico-uterino Hela

(Gonzélez-Sanchez et al., 2012)

Estudios recientes han revelado que las cumarinas afectan a las células de distintas
formas: interfieren con la funcién de los microtibulos del huso mitético, disminuyen la
actividad| de las metaloproteinasas de la matriz (MMP), bloquean el ciclo celular en la
fase S 0 G2/M para interferir con los procesos de division celular, inhiben diferentes

proteinas cinasas, modulan sefializaciones, entre otras (Wu et al., 2009).

En la microscopia de campo claro de la linea celular HelLa tratada con soulatrélido se
pueden observar algunos cambios en la morfologia de las células, sugiriendo que esta
cumarina induce muerte celular (Figura 19). Sin embargo, para observar cambios
celulares como lo son cambios en la mitocondria o reticulo endoplasmico debidos a la

apoptosis es necesario analizar a las células con microscopia electronica.

9.3 Ensayo TUNEL

Como se menciond anteriormente, la muerte celular por apoptosis ha adquirido gran
importancia en el area de la oncologia, ya que debe haber un equilibrio constante entre
muerte y proliferacion de las células. Cuando este equilibrio se rompe, se presentan

situaciones patolégicas como el cancer.

La deteccion de éste tipo de muerte celular por medio del ensayo de TUNEL se llevo a
cabo para detectar si el soulatrélido induce fragmentacion al ADN sugerente de apoptosis

en células HelLa. En La Figura 20 se muestra la microscopia de fluorescencia del ensayo
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de TUNEL, donde se puede observar a cada célula individual apoptética marcada en
rojo. Se puede notar que la fragmentacion de ADN de las células tratadas con soulatrélido
empieza desde las 18 h de exposicién y a las 48 h se observa una alta proporcion de
células positivas al ensayo de TUNEL. Un comportamiento similar se encontrd en las
células tratadas con paclitaxel, el cual se ha documentado previamente que induce
apoptosis en células HeLa (Maldonado et al., 1996). Estos resultados en conjunto con
los de microscopia de campo claro nos sugieren que el soulatrolido puede estar

ocasionando una muerte de tipo apoptoético en las células Hela.

9.4 Actividad de la mameigina sobre la transcriptasa reversa del VIH-1

Dentro de la familia Clusiaceae hay especies que poseen metabolitos secundarios con
alta actividad inhibitoria sobre la transcriptasa reversa del VIH-1 (270%). De igual forma
se han encontrado especies que poseen compuestos con actividad moderada, que van
de un 50 a un 70% (Huerta-Reyes et al., 2004). Al evaluar la actividad inhibitoria de la
mameigina sobre la transcriptasa reversa del VIH-1, se encontré que dicha actividad es
moderada (49.43%) comparado con la inhibicidn inducida por la Nevirapina (96%). Por
lo que, esta cumarina dificilmente puede ser considerada como un producto natural del

gue se obtenga un farmaco anti-VIH.

9.5 Anélisis proximal

El analisis proximal es un protocolo que se realiza en un alimento para conocer su
composiciéon. Este protocolo se aplica también para conocer del valor nutritivo de un
producto y como un control de calidad para verificar que un alimento cumpla con las
especificaciones establecidas (FAO, 1993). En la Tabla 9 se muestran los resultados
obtenidos del analisis proximal de la pulpa del fruto de Mammea americana en base
hiameda y en la Tabla 10 se muestran los resultados de este andlisis y su comparacién
con los reportados con anterioridad en la literatura. Al hacer la comparacion de los
resultados del analisis entre lo reportado previamente y lo obtenido, los datos se

trabajaron en base seca con el fin de evitar errores durante la comparacion.
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Tabla 10. Comparacion del analisis proximal entre lo reportado previamente y lo

obtenido
Constituyente Reportado* Obtenido*
Cenizas 1.17-2.0 1.55
Proteinas 0.60-3.24 2.59
Lipidos 1.03-6.82 1.606
Fibra cruda 5.51-7.38 20.725
Carbohidratos totales 79.45-87.9 80.67

* g/100 g de base seca

De esta comparacion se observa que los resultados de este estudio coinciden con lo
reportado previamente en cuanto el contenido de humedad, proteinas, lipidos y
carbohidratos totales. Se contempla también que, como era de esperarse por tratarse de
una fruta, el agua es el componente mayoritario y que el contenido de proteinas y lipidos
es bajo al igual que en las verduras y hortalizas. Se puede notar que los resultados
comparados no coinciden en cuanto al contenido de fibra cruda, presentandose un valor
mayor en los resultados de este estudio que en los reportados previamente. Esta
diferencia puede deberse al estado de madurez en el que se encontraban las frutas
cuando fueron analizadas, a su manejo y a las condiciones climaticas o del suelo donde
se cultivaron las especies frutales (Ramulu y Rao, 2003; Figuerola et al., 2005;
Pire et al., 2010).
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10. Conclusiones
En este estudio se logro aislar e identificar al metabolito secundario de tipo cumarina

mameigina, del fruto Mammea americana.

La cumarina soulatrélido posee actividad citotoxica relevante in vitro sobre las lineas
celulares en las que se evaluo, ya que presenta valores de Clso por debajo de 50 uM, lo
gue convierte al soulatrélido en una molécula interesante para evaluar como posible

farmaco para tratar el cancer.

Los resultados del ensayo de TUNEL sugieren que el soulatrélido provoca apoptosis en

las células HelLa de cancer cervico-uterino.

Los resultados indican que la cumarina mameigina inhibe a la enzima transcriptasa
revesa del VIH-I, no obstante su actividad es moderada. Por otro lado, no fue posible

determinar su actividad citotoxica debido a su baja solubilidad.

De forma general, los resultados obtenidos del analisis proximal de la pulpa del fruto del
zapote Domingo coinciden con lo reportado con anterioridad y son lo esperado para este
tipo de alimentos. Adicionalmente, es importante considerar que las variaciones en los
resultados dependen del estado de madurez de la fruta, condiciones climaticas de cultivo,

entre otras.
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