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1. RESUMEN

En la actualidad los tratamientos contra el cancer son invasivos, agresivos y
provocan diversos efectos secundarios. Por lo cual, el encontrar alternativas mas
especificas y menos agresivas para su tratamiento ha sido una linea de

investigacion siempre activa.

Uno de los canceres mas diagnosticados en las mujeres es el cancer cervical o
cervicouterino (CaCu) para el cual una vez detectado, solo existen tres tipos de
tratamiento: cirugia, quimioterapia y radioterapia, cuya eleccion dependera del
estado en que se encuentre el cancer y el nivel de invasion a los tejidos

circundantes o distantes.

Dentro de nuestro grupo de trabajo, estudios recientes demostraron que el agave
pitzometl presenta un efecto antiproliferativo y no citotéxico sobre células de

cancer cervicouterino HeLa con una ICso de 380 pg/mL.!

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalud la actividad antiproliferativa de
seis diferentes extractos del agave pitzometl obtenidos mediante extracciones
seriadas con disolventes de diferente polaridad (hexano, diclorometano, acetato
de etilo, acetona, etanol y agua) y se logré encontrar actividad antiproliferativa en
el extracto de diclorometano pero con efecto citotoxico del 35.65 % en células

Caski de cancer cervicouterio.




2. INTRODUCCION.

El cancer es el nombre que se le da al proceso donde algunas células del cuerpo
empiezan a dividirse y diseminarse sin control a tejidos circundantes o a otros

tejidos del cuerpo.

Es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en
2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes
relacionadas con el cancer. Ademas se prevé que el nimero de nuevos casos

aumente en aproximadamente un 70% en los préximos 20 afios.?

Por otro lado, los canceres diagnosticados con mas frecuencia en el hombre son
el de pulmédn, préstata, colon-rectal, estbmago e higado y en la mujer los de

mama, colon-rectal, pulmon, cuello uterino y estémago.?

Por esta razoén, el cancer es una linea de investigacién en continuo estudio para

una mejor comprensién, prevencion y tratamiento de esta enfermedad.

El cancer de cuello uterino (CaCu) es el cuarto tipo de cancer méas frecuente y
tiene la cuarta tasa de mortalidad en mujeres.® La mayoria de los casos de cancer
de cuello uterino se puede prevenir con examenes de detecciébn de rutina,

inmunizacién o con el tratamiento de las lesiones precancerosas.*

Existen tres diferentes tipos de tratamientos estdndar disponibles para las
pacientes con cancer de cuello uterino, la cirugia, quimioterapia y radioterapia y

algunas veces el mejor plan de tratamiento incluye dos o mas de estos métodos.*

Estos tratamientos en su mayoria son agresivos y provocan diversos efectos
secundarios tales como: alteraciones en la médula ésea, corazén, rifiones,
fertilidad, cabello, piel y ufias, nauseas, vOmitos, etc. Por esta razén en la
actualidad se buscan compuestos que tengan actividad antitumoral y no citotoxica

como una alternativa a los tratamientos tradicionales.




Una opcion prometedora para el tratamiento del cancer, son los distintos
metabolitos secundarios presentes en las plantas medicinales, que han
demostrado actividades antiproliferativas y no citotéxicas en células cancerigenas,
lo cual es de gran importancia para el desarrollo de tratamientos con menos

efectos secundarios y que mejoren la calidad de vida del paciente.®




3. MARCO TEORICO

3.1 Plantas Medicinales

Desde tiempos remotos el hombre hizo uso de las plantas con fines alimenticios y
medicinales, a partir de su propio instinto, observando el comportamiento de los
animales y con base en el método de ensayo y error. De esta manera supo
distinguir entre especies beneficiosas o dafiinas y su conocimiento se transmitio
de generacién en generacién, surgiendo asi el primer eslabon de la medicina

tradicional.’

La medicina tradicional es el conjunto de conocimientos, aptitudes y préacticas
basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de diferentes culturas,
sean 0 no explicables y son utilizados en la prevencién, diagnostico o el

tratamiento de enfermedades fisicas o mentales.®

Aun en la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina, pero se han
analizado y estudiado los aspectos terapéuticos para precisar, comparar y
clasificar sus propiedades. Ademas se busca conocer los principios activos, para
determinar sus estructuras quimicas, procurar Su sintesis y proponer

modificaciones estructurales que mejoren su actividad.®
3.2 Farmacognosia

La farmacognosia tiene por objetivo el estudio de la composicidn y los efectos de
las sustancias de origen animal y vegetal. Ademas recolecta los datos sobre su
origen, composicién, aspecto botanico, cultivo, recoleccion, conservacion,

caracterizacion, actividad farmacolégica y sus aplicaciones.©

Durante una investigacion en sustancias de origen natural, se debe tener sumo
cuidado en la recoleccion, transporte, almacenamiento y realizacion de los
ensayos, con la finalidad de mantener intactas las propiedades farmacologicas. En

el caso de las plantas se puntualizan las siguientes etapas:




3.2.1 Recoleccién

Factores como la estacion del afio, edad de la planta, cantidad de luz o humedad
afectardn significativamente el rendimiento de los principios activos. Ademas la
composicién varia de acuerdo a la parte de la planta que se recolecte: planta

completa, hojas, brotes, tallos, madera, corteza, flor, fruto, semillas o raiz.

El material recolectado debe procesarse lo mas rapidamente posible para evitar el
deterioro y contaminacién, por lo tanto deben transportarse y mantenerse en un

lugar fresco separado de otras sustancias 0 microorganismos.
3.2.2 Conservacion.

Las plantas al recolectarse inician una serie de procesos degenerativos que se

deben evitar para la conservacion de los productos de interés.

Una operacion util para este fin es el secado con el cual se elimina la suficiente
cantidad de agua para impedir la accibn de enzimas y microorganismos. Asi
mismo, la refrigeracién tiene el mismo efecto al operar a una temperatura menor a

la requerida para los procesos degenerativos.

El secado puede realizarse por un proceso natural (sol), calor artificial, o

liofilizacion para compuestos termolabiles.® 19
3.2.3 Extraccion de los principios activos.

El objetivo es concentrar los principios activos del material vegetal, disolviéndolos
selectivamente o separando la fase de la planta en donde se encuentre el
componente de interés. Para ello se ocupan técnicas extraccibn mecénica, con

disolventes o por destilacion
3.2.3.1 Extraccién mecanica.

Se utiliza para producir la salida del liquido (zumo) o secreciones (exudados) que
contiene la planta. Puede realizarse por trituracion, compresion o incisiones, los

dos primeros obtienen el zumo de la planta al romper las membranas celulares




liberando el liqguido que contienen y las incisiones recolectan el exudado

realizando cortes en ciertas partes de la planta viva.
3.2.3.2 Extraccion con disolventes.

Esta aprovecha las diferentes solubilidades de los compuestos. Consiste en
colocar en contacto partes de la planta (fragmentadas, trituradas o en polvo) con
un disolvente capaz de disolver los principios activos, obteniendo una
transferencia selectiva desde el solido hacia una fase liquida que posteriormente

puede concentrarse eliminando el disolvente por destilacién.!!
3.2.3.3 Destilacion.

La destilacion es una técnica de separacion de las distintas sustancias de una
mezcla liquida mediante la vaporizacion y condensacion selectivas. Dichas
sustancias, se separan aprovechando los diferentes puntos de ebullicion de cada
una de ellas, ya que el punto de ebullicion es una propiedad intensiva de cada
sustancia, es decir, no varia en funcion de la masa o el volumen, aunque si en

funcion de la presion.1!
3.2.3.3.1 Destilacion a presion reducida.

La destilacion a presion reducida se utiliza cuando los puntos de ebullicién de los
disolventes son muy altos o existe material termolabil en la mezcla. Como
sabemos, un liquido llega a su punto de ebullicibn cuando su presion de vapor
iguala a la presién atmosférica o de operacion. Por lo tanto si reducimos la presion
de operacion tendremos la ebullicion a temperaturas mas bajas que en

condiciones normales.1t
3.3 Separacion.

Es conveniente comentar que ademas de comprobar que los componentes de un
producto natural sin tratamiento quimico (extracto crudo) poseen el efecto

farmacoldgico, ademas se debe aislar el principio activo para conocer su




concentracion, su estructura y asi procurar su sintesis o semisintesis, para

posteriormente continuar estudios farmacoldgicos sobre dicho compuesto.®

Para la separacién de mezclas complejas la cromatografia es la técnica preferida

por su gran versatilidad gracias a sus distintas variantes e instrumentacién
3.3.1 Cromatografia.

La cromatografia es un método de separacion de los diferentes componentes de
una muestra, por medio de la interaccion entre dos fases, la fase movil que
transportara la muestra y la fase estacionaria en donde las especies experimentan
atracciones dependiendo de su afinidad, esto da lugar a interacciones repetidas
entre las fases (repartos) y al final del proceso los componentes aparecen en

orden creciente de interaccion con la fase estacionaria.l?

Una amplia gama de seleccion de materiales para la fase movil y estacionaria,
permite separar moléculas que difieren muy poco en sus propiedades fisicas y
quimicas. Esto se basa en la atraccion o repulsion relativas que presentan las
moléculas o iones de las fases por el soluto y entre si. Estas fuerzas pueden ser
de naturaleza polar, proviniendo de momentos dipolares permanentes o inducidos,

o pueden deberse a fuerzas de dispersion del tipo London.*3
3.3.1.1 Cromatografia de capa delgada

Cromatografia de capa fina CCD, es un método de analisis de mezclas mediante
la separacion de sus componentes. Se puede utilizar para determinar el nimero
de componentes en una mezcla, monitorear el progreso de una reaccion o

determinar la identidad y la pureza de un compuesto

Normalmente las placas para CCD estan soportadas en laminas de plastico, vidrio
o aluminio las cuales estan recubiertas con una delgada capa de un adsorbente
(fase estacionaria). Para realizar un analisis preliminar, en primer lugar la muestra
a analizar se solubiliza en un disolvente volatil para colocar una pequefia cantidad
de esta disolucion en el extremo de una placa de CCD, esto de tal modo que se

encuentre aproximadamente a 1 cm separada de la base. Posteriormente la parte




inferior de la placa se sumerge en un recipiente cerrado que contiene uno o varios
disolventes mezclados (eluyente o fase mévil) y que no sobrepasan el punto de
aplicacion; a continuacion el eluyente fluira por acciéon separando la muestra a
medida que asciende por la producion un reparto diferencial de los componentes

de la muestra entre el disolvente y el adsorbente.*
3.3.1.1.1 Adsorbentes y eluyentes

Los dos adsorbentes (fase estacionaria) mas ampliamente utilizados son el gel de
silice (SiO2) y la alimina (Al203), ambas de caracter polar. La alimina anhidra
retiene con méas fuerza a los compuestos; por ello se utliza para separar
compuestos relativamente poco polares (hidrocarburos, haluros de alquilo, éteres,
aldehidos y cetonas). El gel de silice, por el contrario, se utiliza para separar
sustancias mas polares (alcoholes, aminas, acidos carboxilicos). El proceso de
adsorcién se debe a interacciones intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces

de hidrégeno entre el soluto y el adsorbente. 4
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Imagen 1. Interacciones dipolo- dipolo y puentes de hidrogeno con el gel de silice.
Imagen tomada de: Carrefio C. [Internet] Madrid: Universidad Autbnoma de Madrid;
2011. [actualizado nov. 2011; consulta sep. 2015]. Cromatografia en Capa Fina
Disponible en: https://www.uam.es/docencial/jppid/siguientes/practicas.htm



https://www.uam.es/docencia/jppid/siguientes/practicas.htm

La polaridad del eluyente afecta las velocidades relativas con las que los
diferentes componentes de la mezcla se mueven en la fase estacionaria. Los
disolventes polares compiten méas eficientemente por los lugares polares del
adsorbente. Por lo tanto, un disolvente polar desplazara las moléculas polares
mas rapidamente y generalmente habra poca separacion de los componentes de
la mezcla. Si por el contrario el disolvente es muy apolar, no eluirdn los
compuestos polares. La CCD se utiliza para determinar y elegir el sistema de

elucién adecuado para cada separacion.'* Como se observa en el cuadro 1.

Polaridad  Orden de elucién de los Actividad de los Fuerza de elucion
compuestos adsorbentes de los disolventes
_ Hidrocarburos saturados Celulosa Eter de petroleo
Hidrocarburos Ciclohexano
aromaticos
Derivados halogenados Benceno
Eteres Alcanos
Tetracloruro de
carbono
Sulfato de calcio Diclorometano
Cetonas Silice Cloroformo
Aldehidos Florisil Eter dietilico
Eteres Oxido de magnesio
Alcoholes Alimina
Aminas
Acidos Carbon activado Acetona
n-propanol
v Etanol
Metanol
+ Agua

Acido acético

Cuadro 1. Adsorbentes y disolventes mas comunes en cromatografia. Orden de
elucioén, actividad de adsorbentes y fuerza de eluciéon de los disolventes. Cuadro
tomado de: Carrefio C. [Internet] Madrid: Universidad Autbnoma de Madrid; 2011.
[actualizado nov. 2011; consulta sep. 2015]. Cromatografia en Capa Fina Disponible
en: https://www.uam.es/docencia/jppid/siguientes/practicas.htm
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En general, estos disolventes se caracterizan por tener bajos puntos de ebullicion
y viscosidad, lo que les permite mayor fluidez. Usualmente se emplea una mezcla
de dos disolventes en proporcion variable. El eluyente idéneo para cada caso ha

de encontrarse por "el método del ensayo y error".
3.3.1.1.2 Determinacion del Rf

La retencion de los compuestos se debe a que las moléculas del soluto se
encuentran adsorbidas en la fase estacionaria y a medida que se produce la

elucién van siendo desplazadas por la fase movil, esto en funcion de:

e La polaridad del compuesto: Determinada por el nUmero y naturaleza de los
grupos funcionales presentes. Los solutos mas polares quedaran mas
retenidos puesto que se adsorben mas firmemente a los centros activos de
la fase estacionaria, mientras que los poco polares se eluiran con mayor
facilidad.

¢ Naturaleza del disolvente: Para un mismo compuesto, un aumento en la

polaridad del disolvente facilita su desplazamiento en la placa.

La relacion entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde la
base de la placa se conoce como R:. Debido a que es practicamente imposible
reproducir exactamente las condiciones experimentales, la comparacion de una

muestra con otra debe realizarse eluyendo ambas en la misma placa. Para

calcular el Rt se aplica la siguiente expresion:
Rf = distancia recorrida por el compuesto X / distancia recorrida por el eluyente Y

Se recomienda elegir un eluyente en el que los componentes de la mezcla
presenten un Rf medio en torno a valores de 0.3-0.5. Para compuestos poco
polares, se debe utilizar un disolvente poco polar como el hexano. En el caso de
compuestos con polaridad media, se aconseja utilizar mezclas hexano/acetato de
etilo en distintas proporciones. Los productos mas polares, requieren disolventes

mas polares como mezclas de diclorometano/metanol en distintas proporciones.1®
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Imagen 2. Determinacion del Rf en una placa cromatografica. Imagen tomada de:
Carrefio C. [Internet] Madrid: Universidad Autonoma de Madrid; 2011. [actualizado
nov. 2011; consulta sep. 2015]. Cromatografia en Capa Fina Disponible en:
https://lwww.uam.es/docencia/jppid/siguientes/practicas.htm

3.3.1.1.3 Revelado de placas

Si los compuestos separados no son coloridos, es necesario evidenciar su
posicion en la placa utilizando diferentes técnicas de revelado, que por su

naturaleza se dividen en reveladores quimicos y fisicos
Reveladores quimicos

Consisten en realizar una reaccidon quimica entre un reactivo revelador y los
componentes separados. Generalmente se utiliza un reactivo que forme productos

o complejos coloreados con los componentes organicos.

Los vapores de sublimacion de yodo revelan compuestos susceptibles a oxidarse
generando coloraciones amarillo-marrén con los compuestos organicos, sin
embargo, las manchas desaparecen al quitar el contacto con los vapores por lo

gue es necesario marcarlas.6
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Reveladores fisicos

El mas comun consiste en afiadir un indicador fluorescente al absorbente. De tal
forma que al colocar la placa bajo luz ultravioleta, dependiendo del indicador y de
la longitud de onda, aparecen manchas fluorescentes en las zonas en las que hay
componentes, 0 en otros casos aparece toda la placa fluorece excepto donde hay

componentes.

Algunos compuestos poseen grupos cromoforos con lo que pueden ser

detectados directamente con una lampara ultravioleta.'®

Imagen 3. Revelado por luz UV y sublimacion de yodo. Imagen tomada Castro J,
Vasconcelos A, Francga E, Souza T, Monteiro O, Camara M. Perfil de la variabilidad
de los aceites de copaiba. 52° congreso brasilefio de quimica. 2012. Disponible en:
http://www.abg.org.br/cbg/2012/trabalhos/7/394-13969.html

Reveladores selectivos.
En un andlisis fitoquimico, es comudn buscar compuestos con actividades
biolégicas tales como glucosidos, alcaloides, esteroides, saponinas, entre otros.
Para esto se utilizan reactivos que reaccionan de manera especifica con la
estructura de estos componentes mostrando asi su presencia o ausencia en la

muestra a analizar.'” Algunos ejemplos son:

Revelador Dragendorff
Es un reactivo de tetrayodo bismuto de potasio que detecta la presencia de
alcaloides por un precipitado naranja-rojizo cuando se adiciona una solucién acida

de alcaloides.18



http://www.abq.org.br/cbq/2012/trabalhos/7/394-13969.html

Imagen 4. Deteccidn de diferentes alcaloides con el revelador Dragendorff. Imagen
tomada de Wagner H, Bladt S, Zgainski EM, Plant Drug Analysis, A Thin Layer
Chromatography Atlas. 2"9edn. Springer, Berlin. 1995

Disolucion etandlica de KOH al 10%

Se utiliza para revelar la presencia de antraquinonas y se basa en la reaccion de
Borntrager en donde en un medio amoniacal la solucién de KOH reacciona con los

derivados antronas y cumarinas dando diferentes coloraciones en UV 365 nm. 1°

Antronas: Amarillo
Cumarinas: Azules
Furano y Piranocumarinas: Verdes

Antraquinona: Rojo-anaranjado

Imagen 5. Deteccion de cumarinas de los
extractos de Asperulae, Meliloti herba y Toncae semen con revelador de KOH al
10% en etanol. Imagen tomada de Wagner H, Bladt S, Zgainski EM, Plant Drug
Analysis, A Thin Layer Chromatography Atlas. 2"dedn. Springer, Berlin. 1995

Vainillina-acido sulfarico
La vainillina en presencia de &cido sulfurico y oxigeno pueden formar colorantes
triariimetano que se cree son responsables de la coloracion.
Los aldehidos son susceptibles a adiciones nucleofilicas y en presencia de un
acido de Bronsted (H2SOa4) se favorece la resonancia polarizando al carbonilo,
dando como resultado una gran reactividad con los compuestos adsorbidos por la
placa, en presencia de calor resultan diversas condensaciones o adiciones con

distintas gamas de color.?°
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Imagen 6. Polarizacidon del carbonilo. Reactividad de vainillina

Al ser un revelador muy reactivo con diferentes estructuras, la deteccion debe
comparada con una referencia o posterior a una extraccion selectiva de las

estructuras que se desea revelar.'®

Saponinas: Distintas coloraciones en el
espectro visible (Vis)

Principios amargos rojo-café, amarillo-
café o verde oscuro (Vis)

Aceites esenciales: Zonas azules,
cafés o rojas (Vis)

Imagen 7. Deteccion de anetol, metilcavicol o safrol en aceites esenciales de Anisi
fructus, Foeniculi fructus, Basicili herba, Sassafras lignum con el revelador de
vainillina-acido sulfurico. Imagen tomada de Wagner H, Bladt S, Zgainski EM, Plant
Drug Analysis, A Thin Layer Chromatography Atlas. 2" edn. Springer, Berlin. 1995




3.4 Plantas medicinales contra el cancer.

Las plantas que crecen en condiciones adversas como suelos de bajos nutrientes,
temperaturas extremas, radiacion solar intensa y la escasez de agua, son
particularmente susceptibles al ataque de especies reactivas de oxigeno y han

evolucionado en sistemas de defensa anti oxidantes eficientes.?!

Los metabolitos secundarios intervienen en las interacciones entre la planta y su
ecosistema y generalmente se desarrollan como sistemas de defensa a los
agentes patogenos y herbivoros, como los insectos y mamiferos, mientras que sus
niveles en los tejidos de la planta se cree que son ambientalmente inducidos y
controlados genéticamente. Los metabolitos de defensa imparten accion
antioxidante, antifungica, antibacteriana, antiviral, antihelmintico, y antimutagénica
por lo cual también pueden desempefiar un papel protector o curativo contra el
cancer o enfermedades cronicas como la diabetes, o de tipo

neurodegenerativas.?!

Los compuestos fendlicos (por ejemplo los acidos fendlicos, flavonoides, y taninos)
funcionan como aceptores de electrones de radicales libres o como quelantes de
iones redox que dafian las membranas lipidicas por lo cual tienen un papel
importante en la proteccion de estas estructuras inactivando asi las especies

reactivas de oxigeno.?!

Las saponinas permiten a las plantas el almacenamiento y la conservacion del
agua y resistencia a los depredadores. Tienen propiedades detergentes y
tensoactivas, ya que contienen una parte soluble en agua (azucar) y subunidades
solubles en grasa (sapogenina). El nucleo de sapogenina, de esteroides o
triterpenoides, esta unido por C3, a un hidrato de carbono de la cadena lateral
soluble en agua. Como consecuencia de sus propiedades de superficie activa,

saponinas forman espumas estables.?!

Los mecanismos propuestos de las propiedades anticancerigenas de las

saponinas incluyen efectos antioxidantes, citotoxicidad directa e indirecta a las
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células cancerosas, la modulacién inmune, la modulacidon del metabolismo de

esteroles Acidos y neutros, y la regulacién de la proliferacion celular.?!

Estudios recientes han indicado que las saponinas ofrecen una estrategia
quimiopreventiva y antiproliferativa de canceres humanos. Por ejemplo, las
saponinas extraidas del Agave lechugilla torr que presentan una actividad

antiproliferativa en la linea celular HeLa con una ICso de 89 pg/mL.?2

Por esta razén es importante continuar con el estudio y caracterizacion de los
metabolitos secundarios de las plantas medicinales. Como son las género Agave
spp las cuales han mostrado diversas actividades biolégicas que
fundamentalmente pueden constituir precursores de muchos medicamentos como

hormonas sexuales, corticoides, diuréticos y antitumorales.®
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3.5 Agave

El origen etimoldgico de la palabra “Agave” proviene del griego Agavos y significa
‘noble”. Desde el punto de vista de la botanica, el género Agave pertenece a la
familia Agavaceae, esta familia presenta 23 géneros y 637 especies de las cuales
166 son del género Agave y estan presentes en el continente americano, 75% de

todas ellas se encuentran en México.23
Caracteristicas generales

Hojas: Producen hojas  sésiles
dispuestas en rosetas, lanceoladas,
gruesas y fibrosas, de color blanco-
azulado o blanco-grisaceo, amplias en
la base y gradualmente acaban con un
aguja fina, con margen generalmente

aserrado o con espinas.

Flores: Estan dispuestas en
inflorescencias paniculadas o espigadas
segun la especie, que se forman en el

centro de la roseta de hojas, sostenidas

por un largo tallo que en algunas
especies llega a los 2 metros de altura y

cubiertas por numerosas bracteas.
Fruto: en forma de capsula lefiosa.

Semillas: numerosas, a veces planas o

con forma de media luna o

semicirculares.?3

Imagen 8. Agave Americana en floracion. Imagen tomada de: Elcriso [Internet] Italia;
2008; [actualizado ago. 2015; citado sep. 2015] Agave; Disponible en:
http://www.elicriso.it/es/como_cultivar/agave
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3.5.1 Agave marmorata

El Agave marmorata se reconoce por las rosetas laxas con hojas verde-
amarillentas o glaucas, &speras al tacto, margen mamilado, espinas cortas y
robustas, inflorescencia paniculada muy laxa y flores pequefias de color amarillo

brillante.
Distribucion. Endémica de México, se conoce de los estados de Oaxaca y Puebla.

Habitat. Bosque tropical caducifolio, matorral xerdfilo y zona de transicion entre
estas dos comunidades y el bosque de Quercus, suelos calizos o igneos. En

elevaciones de 680-1800 m.
Fenologia. Florece en marzo y abril. Fructifica de mayo a julio.

Nombres comunes. “tepeztate”, “maguey curandero”, “pitzometl”’, “pichomet!”,

“huiscole”, “jarabe pichomel”.

Usos. Elaboracion de mezcal, aguamiel, pulque, propiedades curativas para la tos,
Ulceras, codgulos, asma, golpes y heridas, las flores son ornamento. Su uso
medicinal ha sido restringido a la llamada “Pichomela” o curandera, y de ahi el

nombre “pitzometl” o agave curandero.?®

Imagen 9. Agave pitzometl, estado de Puebla.

18

——
| —



3.5.2 Metabolitos con actividad anticancerigena del genero Agave spp

Aglicona Saponina Linea | IC50 Especie
celular
Tigogenina 3-O-[a-L-rha (1->4)-B-D-glu- 4.8 A
(1->3)-B-D-glu-(1->3)-p-D-glu-(1a2)]-B- HeLa | M9/mL | fourcroydes
Tigogenina D-alu-(1>4)-3-D-aall
Agamenosida G / 6.9 A
Tigogenina-3-O-a-L-rha-(1->3)-B-D- HepG2 | HO/ML | americana
glu(1>2)-
[B-D-glu(1->3)]-pB-D-glu(1->4)-p-D-gal)
Cantalasaponina 1/ BT-549 | 10 A.
Honguangenina |  3,6-di-O-[B-D-glu]-(25R)-5a-espirostano- Mg/mL | americana
3B,60,230-triol JTC-26 | Not | A cantala
specifie
(25R)-5B-espirostano-33-yl 4.9 | A. utahensis
Esmilagenina O-B-D-glu-(1->4)-B-D-gal Hg/mL
[(25R)-5B - (25R)-5p-espirostano-3B-yl O-B-D-glu-(1->3)-| HL-60 |7 ug/mL
espirostano-3f3 — 8-D-gal
vl (25R)-5B-espirostano-3p-yl 4.9
0-B-D-glu-(1>2)-0-B-D-glu-(1>4)--D-gal Mg/mL
(25R)-2a-hydroxy-5a-spirostan-3p-yl O- -D- 12.3 | A.utahensis
Gitogenina xyl-(1>2)-0--D-glu-(1->4)-p-D-gal. Hg/mL
[(25R)-20- (25R)-2a-hydroxy-5a-espirostano- HL-60 | 55
hidroxi-5a- 3B-yl O-B-D-glu-(1->2)-O-[B-D-glu-(1->3)]-O- hg/mL
espirostano- 3p-yl] B-D-glu-(1->4)-p-D-gal
25R)-2a-hidroxi-5a-espirostano-3p-yl O-p-D- 11.3
glu-(1>2)-0p-D-glu-(1>4)-B-D-gal Hg/mL
Clorogenina 3-O-[a-L-rha-(1->4)-B-D-glu- HeLa | 13.1 A
Clorogenina (1->3)-[p-D-glu-(1->3)-p-D-glu-(1->2)]-p-D- Hg/mL | fourcroydes
glu-(1->4)-p-D-gal]
3-O-[a-L-Rha-(1->4)-p-D-glu-(1>3)-[p-D-glu-| HeLa 5.2
Hecogenina (1>3)-p-D-glu-(1>2)]-p-D-glu-(1->4)-p-D- hg/mL
gal]
Hecogenina 3-O-B-D-glu-(1->2)-[3-D-xyl- NCI- 4.0+22 A.sisalana
(1->3)]-B-D-glu-(1->4)-p-D-gal MCF-7 53+18

Cuadro 2. Saponinas aisladas de Agave spp. y sus efecto antiproliferativo en

diferentes

lineas celulares. Cuadro tomado de: Santos L, Leal A, Cortés E,

Gutiérrez J. Agave (Agave spp.) and its Traditional Products as a Source of
Bioactive Compounds. Curr Bioact Compd. 2016;8.
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3.6 Cancer.

El cancer es una enfermedad genética caracterizada por el crecimiento y
diseminacién de células anormales en el cuerpo. Es causado por la acumulacion
de mutaciones en la secuencia de nucledtidos del ADN, esto por factores
hereditarios o0 ambientales tal como carcindgenos, radiacion o virus. Estos
cambios genéticos alteran la proliferacion, muerte y envejecimiento de las células,
confiriéndoles a las células ventajas en la proliferaciébn y supervivencia lo que
genera una multiplicacién descontrolada e invasion a tejido circundante o distante

(metastasis).?®

Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar nuevas células
a medida que el cuerpo las necesita. Sin embargo este proceso puede acumular
errores a lo largo de los afios, ocasionando cambios en la secuencia de
nucleétidos y en cierto punto activar genes protooncogénicos e inactivar genes
supresores de tumores por la acumulacion de estas mutaciones. Esta inestabilidad
genética interfiere en la replicacion del genoma y en consecuencia, aumentan el
namero de mutaciones, también disminuye la eficacia de reparacion del ADN y
aumentan los cortes y reordenamientos cromosomicos produciendo un cariotipo

anormal.2®

Estas mutaciones le confieren a la célula una ventaja competitiva aumentando la
proliferacion y supervivencia de manera nociva para el organismo afectando la

poblacién de células corporales alterando su estructura y funcién normal.?®

Los tumores cancerosos inician con anomalias minimas en la morfologia celular
(displasia) como resultado de mutaciones que evolucionan con lentitud. La division
y proliferacion de estas células anormales crea tejido nuevo anormal al que se le
conoce como neoplasia, en esta poblacidon se producen mutaciones nuevas
mientras aumenta el grado de la neoplasia hasta transformase en cancer al
conferirle la propiedad de invadir el tejido circundante y propagarse a otros lugares

del cuerpo (metastasis).?’
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Al contrario de los tumores malignos, los tumores benignos no se extienden a los
tejidos cercanos, no los invaden y al extirparse, generalmente no vuelven a

proliferar. Sin embargo, a veces pueden ser bastante grandes.?’
3.7.1 Caracteristicas de las células cancerosas

1. No dependen de sefiales extracelulares para crecer, sobrevivir y dividirse. Con
frecuencia se debe a mutaciones en las vias de sefalizacion celular, por ejemplo
el gen ras puede producir una sefal intracelular de proliferacion en ausencia de
sefales extracelulares.

2. Evaden la apoptosis. Esta situacion suele deberse a mutaciones en genes que
regulan esta via, el 50% de los pacientes con cancer presentan mutacion en el
gen p53 que actla como mecanismo de control determinando asi si la célula
muere por apoptosis por dafios en al ADN.

3. Proliferan de manera ilimitada, esto se logra por la reactivacion de la enzima
telomerasa que mantienen la longitud del telomero en los extremos de sus
cromosomas.

4. Son genéticamente inestables, su tasa de mutacion es alta.

5. Carecen de moléculas de adhesion como caderinas que hace posible su
diseminacion.

6. Pueden sobrevivir y proliferar en diferentes tejidos de su lugar de origen.?
3.7.2 Estadisticas de mortalidad del cancer
Los principales tipos de cancer a nivel mundial son los siguientes:

e Pulmonar (1,59 millones de defunciones);
e Hepatico (745 000 defunciones);

e Gastrico (723 000 defunciones);

e Colon-rectal (694 000) defunciones;

e Mamario (521 000 defunciones);

e [Esofago (400 000 defunciones).

e Cervicouterino (270 000 defunciones).

21

——
| —



Mas del 70 % de las defunciones por cancer se registraron en paises de ingresos
bajos y medianos. Se prevé que el nimero de defunciones por cancer siga
aumentando en todo el mundo y supere los 13,1 millones en 2030.2

3.7.3 Muerte celular

Las células de los organismos pluricelulares son miembros de una comunidad
sumamente organizada. EI nimero de células de esta comunidad esta regulado
con precision, no solo controlando la velocidad de la division celular, sino también
regulando el ritmo de la muerte celular, aquellas células que ya no son necesarias
se autoeliminan activando un programa intracelular de muerte. En condiciones
fisiologicas las células dafiadas o senescentes estdn sujetas a recambio y se
eliminan principalmente por una via de muerte activa y controlada denominada
apoptosis. Se ha observado que este tipo de muerte celular es vital en la
homeostasis tisular y cuando se altera, se desarrollan enfermedades

degenerativas como Alzheimer, Huntington, desérdenes autoinmunes y cancer.?8

Por otro lado existe otro tipo de muerte celular que responde a una lesién aguda
donde suelen hincharse y romper la membrana plasmatica, dicho proceso es
considerado como necrosis celular la cual es un tipo de muerte que da lugar a una

respuesta inflamatoria potencialmente perjudicial.?®
3.7.31 Apoptosis

La apoptosis tiene una funcién importante en la prevencion de la transformacion
maligna de las células ya que detiene la proliferacion y elimina las células que
sufrieron mutaciones. Esta puede iniciarse por estimulos internos, como
anormalidades en el ADN (via intrinseca), y externos como por citocinas (via

extrinseca).?®

En la via extrinseca el estimulo lo porta una proteina mensajera extracelular que
se forma en células del sistema inmunitario como respuesta a factores adversos
que dafan las células. El ligando se une a un receptor transmembranal de la

familia de “receptores de muerte”. Su unién produce un cambio conformacional

22

——
| —



que conduce al reclutamiento de proteinas citoplasmaticas (TRADD, FADD vy
procaspasa 8). Los dominios citoplasmaticos del receptor y estas proteinas
interactian formando un complejo que activa a la procaspasa 8 en caspasa 8
iniciadora, ésta divide a otras procaspasas para formar caspasas ejecutoras lo que

produce la muerte eficiente y precisa de la célula en la que se activan.3°

Los estimulos internos como el dafio genético irreparable, concentraciones
elevadas de Ca?*, infeccion viral, estrés oxidativo y la ausencia de sefales de
supervivencia desencadenan la apoptosis intrinseca. Esta via esta regulada por
proteinas de la familia Bcl-2. En una célula saludable, las proteinas proapoptoticas
estdn ausentes o inhibidas por las proteinas antiapoptoticas. En presencia de
cierto tipo de estrés se activan las proteinas BH3 y ciertos integrantes de la
familia Bcl-2, como Bax, quedan libres para trasladarse del citosol a la membrana
mitocondrial externa en donde se integran aumentando la permeabilidad y

fomentando la liberacion de citocromo c.3°

Una vez liberado el citocromo ¢ no hay retorno de la apoptosis. Se forma un
complejo multiproteico llamado apoptosoma, que incluye varias moléculas de
procaspasa 9. Estas procaspasas se activan con la unién al complejo a caspasas
9 iniciadoras, que activan las proteinas ejecutoras culminando en la activacion de
la procaspasa 3 que activa endonucleasas que fragmentan el ADN, lo cual causa
la apoptosis.®® En la figura 14 (a) se muestran los cambios morfolégicos de la

célula ocurridos durante la apoptosis.
3.7.3.2 Necrosis

La necrosis se presenta generalmente en repuesta a un dafio severo y es inducida
frecuentemente por una sobredosis de agentes citotoxicos o por agentes dafinos.
Tal estimulo letal incrementa generalmente la permeabilidad de la membrana
plasmatica con cambios estructurales que afectan los poros y canales de la
membrana o por inhibicion de las bombas de iones de la membrana, cuya
consecuencia final es la liberacion del contenido citoplasmatico hacia el exterior,

con la consecuente respuesta inflamatoria.?° Como se muestra en la figura 14 (b).

23

——
| —



Célula NECROSIS Célula
Hormal Hormal
(b)
(a)
Lesion )
reversible Recuperacion
@ 2 Condensacion
'Q L. de cromatina (aa,
Blebs | ; | Hinchazon del
v\_/\ju y, . reticulo
Mlelma ( ~ endoplasmatico
\ @ g '~ ymitocondria
. *' -~ Fragmentacion { ,\‘/4\ > Burbujaen la
\) ‘) ,3 celular membrana
V") of ‘y/() Lesion . (Blebs)
‘ . »
Cuerpo ‘\":_; ) ) irreversible |
apoptotico \_/ Mielina £y
W™ ﬁ?‘(:@"?.}f;y . Ruptura de
) ~ D\ . ». membrena
> o . L plasmatica; fuga
Re4) : ® % de contenido
’g/ i6 A 9 N A
|25\ Inflamacion o 2 > citoplasmatico,
B ... &
: \+ i 3 o 7., organelosy
Fagocito 9 Fagocitosis de S o, - e .
9 ’ los fragmentos ). ’\wr-_\-‘/__ R nucleo
celulares o A @

Imagen 14. Fases de muerte celular por apoptosis (a) y necrosis (b). Imagen tomada
de Curso de Patologia [Internet]. 2014 [Citado mar 2016] Diferencias Morfolégicas
entre Necrosis y Apoptosis; Disponible en:
http://patologiabcom6.blogspot.mx/2014/05/blog-post.html

3.7.4 Cultivo celular.

“Actualmente se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten
el mantenimiento de las células 'in vitro', con sus propiedades fisiolégicas,

bioquimicas y genéticas. Se distinguen cuatro tipos de cultivo celular:

e Cultivo de 6rganos
e Explantes primarios
e Cultivo celular primario.

e Subcultivos y lineas celulares
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Los cultivos sucesivos de un cultivo celular primario se denominan lineas celulares

y su formacion implica:

e Aumento en el numero de células obtenidas.
e Poblacion celular uniforme y homogénea.
e Caracteristicas concervadas durante las sucesivas generaciones.

e Conservacion indefinida en nitrégeno liquido.

Normalmente, las lineas celulares tienen una vida finita que, segun el tipo de
célula, se puede prolongar entre 20 y 100 generaciones. Superado ese limite, las
células entran en una etapa que se denomina senescencia en la que pierden su
capacidad de proliferar y mueren. Sin embargo, las células cancerigenas evitan la
senescencia y dan lugar a lineas celulares continuas, que crecen indefinidamente

y se caracterizan por lo siguiente:

e Son inmortales, crecen indefinidamente.

e Se pierde la inhibiciéon por contacto, la limitacién de la densidad celular
durante la proliferacion y la dependencia del anclaje.

e Son malignas, invaden tejidos y dan lugar al crecimiento de tumores.

e Varia el numero y morfologia cromosémica.

En 1952 se obtuvo la primera linea celular continua humana. Son las
denominadas células HelLa, células extraidas a partir de un tumor de cuello de una

paciente afroamericana que se llamaba Henrietta Lacks.” 3!
Aplicaciones del cultivo celular en cancer.

Una de las aplicaciones de los cultivos celulares es determinar las interacciones
que existen entre determinado tipo de células y un compuesto o sustancia de
interés. Para esto se ocupan diferentes técnicas o métodos que miden la
proliferacion o muerte celular tras determinado tratamiento. Cabe mencionar que
los tratamientos requieren un vehiculo inerte con las células para facilitar la

incorporacion de los elementos a evaluar en el medio de cultivo y con ello la
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interaccion con la célula. Algunas técnicas para medir proliferacion celular y

citotoxicidad son las siguientes:
e Proliferacion celular por incorporacion de cristal violeta

Es una técnica colorimétrica basada en la permeabilidad de membranas celulares
viables al cristal violeta, permite determinar el numero o cantidad celular. La
cuantificacion se realiza espectrofotométricamente por la absorcion del cristal

violeta extraido con acido acético de las células permeables a 600 nm.
e Ensayo de citotoxicidad por liberacion de LDH

La técnica de citotoxicidad mide cuantitativamente la lactato deshidrogenasa
(LDH), una enzima citosodlica estable que se libera tras la lisis celular, capaz de
reducir una sal de tetrazolio (yodonitrotetrazolio INT) a una sal de formazan roja.
La cantidad de color formado es proporcional al nUmero de células lisadas y a la
absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. Existen estuches de ensayo
citotoxico con los reactivos necesarios para la actividad enzimatica y el sustrato a
reducir como Kit CytoTox 96®

3.7.5 Céancer Cervicouterino (CaCu)

El cancer de cuello uterino es el cuarto tipo de cancer mas frecuente y tiene la
cuarta tasa de mortalidad en las mujeres.? La mayoria de los casos de cancer de
cuello uterino se puede prevenir con examenes de deteccién de rutina y con el

tratamiento de las lesiones precancerosas.*

Los factores de riesgo involucrados son: inicio a edad temprana de relaciones
sexuales, haber tenido varias parejas sexuales y el haber padecido enfermedades
de transmision sexual, ademas los habitos de higiene deficientes, consumo de
tabaco, alcohol o anticonceptivos, asi como una deteccion tardia, son las

principales causas en la adquisicion, manifestacion y progresion del CaCu.3?

Los eventos tisulares que se presentan en la progresion del cancer cervical se

clasifican en los diferentes estadios de esta enfermedad. Se inicia con una
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displasia que origina una Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), donde se
presentan varios estados de desarrollo. La NIC-I es una lesion intraepitelial de
bajo grado. La NIC-Il junto con la NIC-lll, son consideradas lesiones
intraepiteliales de alto grado, estas lesiones a nivel celular se muestran en la
imagen 15. Presentandose de esta manera un cancer in situ. Posteriormente se

pasa a un estado de cancer invasor denominado cancer metastasico.3?

NIC-l NIC-II NIC-lll e

Imagen 15. Células del Cérvix que muestran las diferentes neoplasias
intraepiteliales cervicales (NIC). Imagen tomada de 33. Displasia [Internet]
Espafia; 2014 [actualizado nov. 2014; citado mar 2016] Displasia Cervical,
Disponible en: http://www.displasia.es/displasia-de-cadera/displasia-cervicall.

3.7.6 Virus del Papiloma Humano (VPH)

Dentro de los diferentes factores que aumentan el riesgo de contraer CaCu,
destaca la infeccion del virus del papiloma humano (VPH) asociado en un 97.9%
de los casos con la infeccion.?

Los virus del papiloma humano (VPH) son virus de ADN circular de cadena doble
con cerca de 7 900 pares de bases, encerrados en una capside proteica
icosaédrica de 72 lados. Los virus del papiloma humano constituyen un grupo

divergente de virus con relaciones evolutivas y caracteristicas similares pero
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enormes diferencias en especificidad de especie, sitio de predileccion y potencial

oncogénico. Las secuencias de mas de 70 tipos de VPH ya estan identificadas.3

En particular los tipo 16 y 18 se encuentran en el 70% de los casos de este
cancer, el resto de los casos presentan VPH 31 y 45 y solo un minimo porcentaje
(1%) del cancer cervicouterino es negativo a VPH. Por lo tanto, la progresion de la
infeccion del VPH o la falta de tratamiento es causa suficiente para el desarrollo de

cancer.3*

La infeccion por VPH se presenta a través de micro-heridas en el epitelio que
exponen células de la lamina basal a la infeccion viral. Las células de la lamina
basal son células que estdn en constante divisibn y proveen un reservorio de
células para la region suprabasal. La infeccidén viral activa la maquinaria celular
para producir de 20 a 100 copias extracromosomales del ADN viral por célula,
promoviendo la divisién celular de las células infectadas con lo que se afecta el

ciclo celular y estas células proliferan.3®
3.7.7 Tratamiento de CaCu

Las opciones de tratamiento para el cancer del cuello uterino dependen
principalmente de la etapa del cancer. Los tres tipos principales de tratamiento
contra el cancer de cuello uterino son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.
Algunas veces el mejor plan de tratamiento incluye dos de estos métodos o mas.
Si no es posible lograr una curacién, la meta es extirpar o destruir la mayor parte

posible del cancer para evitar que el tumor crezca o se propague.=®
Cirugia

Existen varios tipos de cirugia contra el cancer del cuello uterino. En algunas se
hace la extirpacién del Utero (histerectomia), mientras que en otros no. Si el
cancer se ha propagado fuera del Gtero, puede que sea necesario extirpar otros

érganos, tales como el colon.’
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e Criocirugia: Este método se utiliza para tratar el cancer pre-invasor del
cuello uterino, pero no para el cancer invasor. Las células cancerosas se
destruyen mediante la congelacion.

e Cirugia por laser: Se emplea un rayo laser para quemar las células o para
extraer una muestra pequefa de tejido para estudiarlo. La cirugia por laser
se usa so6lo como tratamiento contra el cancer pre-invasor del cuello
uterino.

e Histerectomia: El utero se extirpa a través de una incisibn en la parte
delantera del abdomen o a través de la vagina. Después de esta operacion,
una mujer no puede quedar embarazada.’” Como se ilustra en la imagen
17.

Histerectomia total Histerectomia total con
- salpingooforectomia

Falopio

Cuello uterino

Histerectomia radical

- ————

Tejido i\
circundante-}— '
wt

S

|
Incisién transversal  Incision vertical
baja

Imagen 17. Tipos de histerectomia como tratamiento para el CaCu. Imagen tomada
de: nstituto Nacional del Cancer [Internet] Arizona. Lowy D. [actualizado abr. 2014;
citado sep. 2015] Céncer de Cuello Uterino: Tratamiento [aproximadamente 10
pantallas]. Disponible en: http://www.cancer.qgov/espanol/tipos/cuello-
uterino/pro/tratamiento-cuello-uterino-pdg
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Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento que usa rayos de alta energia (rayos X) para
eliminar o encoger las células del cancer. La radiacién puede provenir de fuera del
cuerpo (radiacion externa) o de materiales radiactivos colocados directamente en

el tumor (radiacion interna o implante).38

La radiacion puede causar efectos secundarios. La mayoria de éstos desaparecen
después de un corto periodo de tiempo. La piel en el area tratada puede parecer
como quemada por el sol, y mas tarde bronceada. La piel vuelve a la normalidad
en un plazo de entre 6 y 12 meses. También pudiera presentar cansancio,
malestar estomacal. El tratamiento en el area de la pelvis puede hacer que la
vagina se vuelva mas angosta, debido a la formacion de tejido cicatricial. Esto
puede producir dolor durante las relaciones sexuales. También puede presentarse
una menopausia prematura y problemas para orinar. Las fracturas son otro efecto
secundario de la radiacion administrada a la pelvis (tumores prostata, recto y
CaCu). La mayoria de éstas son fracturas de la cadera producidas por osteolisis 0
necrosis avascular (perdida de vascularizacion del hueso) que debilitan el tejido

0se0.%9
Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de medicamentos para destruir las células del cancer.
Usualmente los medicamentos se administran por via intravenosa u oral. Una vez
que los medicamentos entran en el torrente sanguineo, llegan a todo el cuerpo. A

veces, se administran varios medicamentos al mismo tiempo.°

La quimioterapia ocasiona diversos efectos secundarios dependiendo del tipo de
medicamento, la cantidad administrada y la duracion del tratamiento. Los efectos

secundarios podrian incluir los siguientes:

e Malestar estomacal y vomitos (existen medicamentos que administrados
simultdneamente con la quimioterapia pueden prevenir o reducir las

nauseas y los vomitos).
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e Pérdida del apetito.

e Caida temporal del cabello.

e Llagas en la boca.

e Aumento de la probabilidad de infecciones (debido a los bajos niveles de
glébulos blancos).

e Sangrado o hematomas después de pequefias cortaduras o lesiones
menores (por la disminucién de las plaguetas).

o Dificultad para respirar (por la disminucion de los niveles de globulos rojos)

e Cansancio.

La mayoria de los efectos secundarios de la quimioterapia (excepto la menopausia

y la infertilidad) desaparecen una vez que se termina el tratamiento.*°
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de que el cancer cervicouterino ocupa la cuarta tasa de mortalidad y el
cuarto tipo de cancer mas frecuente en mujeres, la deteccién temprana y la
inmunizacion contra el VPH han disminuido su incidencia y mortalidad con lo que
se espera esta tendencia continde. Sin embargo una vez detectado, solo existen

tres principales tipos de tratamiento: quimioterapia, radioterapia y cirugia.

Los tratamientos contra el cancer como son la quimioterapia y radioterapia, se
basan en el ciclo celular de dichas células, alterando principalmente su ADN y
llevdndolas a la muerte. Sin embargo, distintos tipos de células también se
encuentran en divisiébn continua como son las células de la medula ésea, epitelios,
fibras musculares, células del cabello, piel, ufias y entre otras. Por lo cual estos
tratamientos provocan diversos efectos secundarios afectando asi la calidad de

vida del paciente.

Por esta razon en la actualidad se buscan compuestos de que sean especificos en

la actividad antitumoral como una alternativa a los tratamientos tradicionales.

Estudios recientes! han demostrado que el extracto crudo de agave pitzometl
presenta un efecto antiproliferativo sobre células de cancer cervicouterino HelLa
con una ICso de 380 pg/mL en una relacion dosis dependiente a 24 h de
tratamiento. Ademas tiene un bajo efecto citotoxico por la actividad de la enzima
lactato deshidrogenasa (5.17 %), induce a las células HelLa a presentar
caracteristicas morfolégicas de células apoptéticas y tiene un bajo potencial
antiproliferativo en linfocitos humanos de un 10.60 % sin inducir necrosis en 72 h

de tratamiento.

Por lo anterior es importante continuar con el andlisis fitoquimico del extracto,
probar su actividad en diferentes lineas celulares e identificar la fraccion con dicha

actividad para aislar el o los principios activos.
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5 OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la actividad antiproliferativa de los diferentes extractos de agave

pitzometl en células CaSki de cancer cervicouterino.

Objetivos particulares

Purificar los disolventes a utilizar para evitar contaminacion en el extracto y

en la separacion del mismo.

Obtener el extracto crudo de la hoja del agave pitzometl por trituracion,

filtracion y evaporacion a presion reducida del zumo obtenido.

Separar el extracto crudo de agave pitzometl mediante extracciones
seriadas con diferentes disolventes de polaridad creciente (hexano,

diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol, agua),

Concentrar los extractos separados por destilacién a presion reducida para

evitar la descomposicion térmica de sus componentes.

Analizar por cromatografia en capa fina cada uno de los extractos, para
detectar cualitativamente la separacién del extracto crudo en base a su

polaridad.

Evaluar el potencial antiproliferativo y efecto citotéxico de cada uno de los

extractos en células CaSki de cancer cervicouterino.
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6 HIPOTESIS

Si el extracto crudo de agave pitzometl presenta actividad antiproliferativa sobre
células Hela, se espera que la actividad se mantenga para células CaSki y en
separacion de sus componentes en seis extractos de diferente polaridad, se
detecte un mayor efecto en aquellos en donde se encuentren concentradas las
moléculas responsables y descartar aquellos que no tengan la actividad o sea

menor.
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7 DISENO EXPERIMENTAL

e Tipo de estudio: Experimental
e Variable independiente: Extractos

e Variable dependiente: Actividad antiproliferativa
Poblacion de estudio.

e Extractos de diferente polaridad del agave pitzometl.

e Cultivos de células CaSki ,
Criterios de inclusion:

e Extractos que puedan solubilizarse en el medio de cultivo

e Cultivos frescos no saturados.
Criterios de Exclusion:

e Extractos que no presenten actividad antiproliferativa

e Cultivos celulares con morfologia atipica.
Criterios de eliminacion

e Extractos quemados o descompuestos.
e Placas con presencia de cristales insolubles en el medio de cultivo.

e Pérdida o contaminacion de la placa.
Técnicas

e Extraccion

e Destilacion

e Cromatografia en capa fina

e Cultivo celular

e Proliferacion celular por incorporacién de cristal violeta

¢ Ensayo de citotoxicidad por liberacién de LDH
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8 REACTIVOS MATERIAL Y EQUIPO

Reactivos

Agave Pitzometl

Hexano
Diclorometano
Acetato de etilo
Acetona
Etanol
Agua bidestilada
Sulféxido de dimetilo (DMSO)
Metanol
Revelador (Rev.) Dragendorff
Rev. KOH 10% etanol
Rev. vainillina- 4cido sulftrico
Rev. de acetato de plomo
Medio de cultivo RPMI-1640
Buffer de fosfatos (PBS)
Verseno
Glutaraldehido 1.1%
Cristal violeta 0.1%

Acido acético 10%

Conquimex
Conquimex
Conquimex
Conquimex

Congquimex

Conquimex
Conquimex
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Chemical Co. USA
Sigma Chemical Co. USA
Sigma Chemical Co. USA
Sigma Aldrich USA
Sigma Aldrich USA
Sigma Aldrich USA

——
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Material Marca

Parrilla de agitacion
Canastilla de calentamiento
Matraz bola de 5000 Ml
Matraz bola de 1000 Ml
Matraz bola de 500mL
Matraz bola de 250Ml
Cabeza de destilacion 14/23
Cola de destilacion 14/23
Refrigerante 14/23
TermoOmetro -10° a 150°C
Agitador magnético
Matraz Kitasato 1 L
Embudo bichner
Papel filtro
Embudo de separacion 2000 mL
Pinzas de tres dedos
Soporte universal
Embudo de tallo corto
Cromatoplacas
Tubos capilares
Camara de elucion
Placa de 96 pozos
Tubos conicos de 1.5 mL
Gradilla
Papel parafilm
Portaobjetos
Camara de Neubauer
Tubos con tapon de rosca

Corning y Thermolyne

Pyrex USA
Pyrex USA
Pyrex USA
Pyrex USA
Pyrex USA
Pyrex USA
Pyrex USA
Pyrex USA

Pyrex USA
Pyrex USA

Pyrex USA

Pyrex USA

Pyrex USA

Corning USA
Eppendorf

Clay Adams USA

——
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INSTRUMENTOS MARCA

Micropipetas (10,100, 200,1000, 5000 pL) Gilson
Micropipeta multicanal 200 pL Labnet International
Probeta 150 mL Pyrex USA
Pipetas graduadas de 1, 5y 10 mL Pyrex USA

Equipo Marca

Bomba de vacio Fellsa
Centrifuga HermLe Z200A
Autoclave IMMSA
Incubadora Nuaire us Autoflow
Lampara UV UVP an Analytik Jena Company
Microscopio AusJENA SEDIVAL
Balanza analitica SCIENTECH
Estufa Thermo scientific
Refrigerador Daewoo
Lector de placas ELISA SofMaxPro USA




9. METODOLOGIA
Purificacion de disolventes

Los disolventes se purificaron de acuerdo a las técnicas indicadas en la

literatura.*!

e Hexano.

e Diclorometano
e Acetato de Etilo
e Acetona

e Etanol

e Agua

Después del tratamiento se realizaron destilaciones a todos los disolventes y se

colectaron en un frasco bien cerrado y etiquetado.
Obtencion del extracto.

Se retird la corteza de la hoja de agave, se corté en pequefios trozos y se pesaron
1.8 kg de este. Posteriormente se colocaron en un extractor de jugos y se
recolectaron 347 mL de liquido. El extracto liquido resultante se llevo a sequedad
por destilacion a presion reducida y se pesaron 10.82 g de residuo soélido el cual

se conservo en refrigeracion a 4 °C.

Se llevd a
sequedad
mediante
presion reducida
para obtener el
extracto crudo

Se colocaron en
un extractor de
jugosy se
recolectarén 347
mL de liquido

Se cortarony
pesaron 1.8 kg

Se conservo en

refrigeracion

de agave
Pitzometl!

Diagrama de flujo 1. Obtencion del extracto crudo
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Separacién de extractos.

Se colocaron en agitacién 8 g del extracto obtenido con un litro del hexano durante
48 h. Posteriormente se filtrd y el solido resultante se sometié a agitacion con el
siguiente disolvente en orden de polaridad ascendente, mientras que el filtrado se
llevé a sequedad en el rotavapor. Este proceso se repiti6 con cada uno de los
disolventes obteniendo seis extractos en polaridad creciente: hexano,

diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol y agua.

Se filtré y el
solido
resultante se
colocd
nuevamente
en agitacion
con el
siguiente
disolvente

Se colocarén 8
g del extracto
en agitacion

El filtrado se
llevo a Se conservo en

sequedad en refrigeracion

el rotavapor

con 1L de
disolvente
durante 24 h

Diagrama de flujo 2. Separacién del extracto
Cromatografia en capa delgada.

Una porcion del extracto obtenido se evalué por cromatografia en capa delgada
para detectar la elucion diferencial de cada extracto revelada por vapores de yodo

® Revelado

® Cromatografia en capa delgada

* Sistemas de elucidon
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Diagrama de flujo 3. Cromatografia en capa delgada

Cultivo de células tumorales

Las células provenientes de cancer cervicouterino CaSki se sembraron en cajas
petri de cristal con 10 mL de de medio celular RPMI-1640 suplementado con L-
glutamina bencilpenicilina, rojo de fenol y 5 % de suero de neonato de cabra
(CNS) desactivado a 56 °C por 30 min.

Los cultivos fueron incubados a 37 °C al 5 % de CO2 y una atmosfera humeda a

saturacion.

Para la realizacion de los ensayos, los cultivos se desarrollaran hasta 60 o 70 %

de saturacion de la caja para posteriormente ser utilizados.
Determinacion de la proliferacion celular

Antes de realizar los tratamientos, los extractos tuvieron que ser solubilizados y
sonicados en la minima cantidad de disolventes no téxicos para los cultivos
celulares utilizando mezclas entre DMSO, agua, etanol y acetato de etilo. A estos
disolventes se les llamd vehiculo y su efecto también se determino en los cultivos

celulares.

En una caja de cultivo de 96 pozos se sembraron 7500 células CaSki por pozo con

100 pL de medio RPMly se cultivaron por 24 h.

Se retiro el medio de cultivo y se adicionaron 100 pL de las disoluciones de los
diferentes extractos del agave pitzometl, en concentraciones de 600, 300, 150, 75,
37.50, 18.75 pg/mL y se incubaron a 37°C por 24 h.

Se retir6 el medio de cultivo y la placa se seco al aire. Posteriormente las células

se fijaron con glutaraldehido al 1.1 % por 15 min.
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Se retir0 el glutaraldehido secando la placa al aire y las células se tifieron con

cristal violeta al 0.1 % por 20 min con agitacion constante.

El cristal violeta se retird y se lavé con agua destilada hasta que no exista exceso
de colorante.

La placa se dej6 secar al aire y se agregaron 50 pL de &cido acético al 10 % por

20 min con agitacion constante.

Posteriormente se determiné la absorbancia a 600 nm y se compararon con los

grupos control.
Determinacién de la ICso matematica

La ICso es aquella concentracion que provoca un decremento en la poblacion
celular del 50%. Para su determinacion las absorbancias obtenidas se
representaron en porcentaje celular, el control se consideré como el 100 % de
proliferacion y se relaciono con los porcentajes celulares obtenidos después del
tratamiento con los diferentes extractos del agave pitzometl, obteniendo asi una
ecuacion de la recta y por regresion lineal se obtuvo la concentracion que

representaba el 50 % de proliferacion celular.
Ensayo de necrosis por la liberacion de LDH

Se sembraron 7500 células por pozo en una caja de cultivo de 96 pozos con 100

uL de medio RPMI y se cultivaron por 24 h.

Se retird el medio de cultivo y se adicionaron 100 pL de la ICso obtenida, a los

grupos control solo se les cambio el medio y se incubaron a 37°C por 24 h.

Una hora antes de cumplir las 24 h de tratamiento se lis6 a las células del control
positivo con 100 pL de medio al 1 % de triton.

La placa se centrifugo a 1400 rpm durante 5 min y transfirieron 40 pyL de cada

pozo a una placa nueva y limpia.
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Se afiadieron 40 pL de la mezcla de reaccion del ensayo citotoxico (Kit CytoTox

96®) a cada pozo y se incubd durante 20 min protegido de la luz.

Se leyo la absorbancia a 490 nm en un lector de placas ELISA y el porcentaje de

citotoxicidad fue calculado convirtiendo las absorbancias obtenidas a porcentaje

tomando como 100 % las células lisadas con triton.

ﬁ.

Solubilizacion
y sonicacion de
los extractos

Pr—

Cultivo de
células
tumorales

r—

Tratamiento de
las celulas con
las diluciones de
los extractos

Evaluacion del
efecto citotoxico
por la liberacion

de LDH

Determinacion
de IC,o
matematica

—

Determinacion de
la proliferacion
celular por cristal
violeta

Diagrama de flujo 4. Ensayos en células tumorales
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10.RESULTADOS

10.1 Cromatoplacas comparativas de los extractos

Extractos Sistema de Revelador

elucion

1. Hexano Hexano: Yodo
Acetato de
2. Crudo
etilo 3:1

3. Diclorometano

1. Acetato de Et. Hexano: Yodo

Acetato de

2. Crudo etilo 3:1

3. Acetona

1. Etanol Hexano: Yodo
Acetato de

2. Crudo etilo 3:1

3. Agua

Cuadro 3. Comparacion cromatografica del extracto crudo con los diferentes extractos
obtenidos, en donde se observa la elucién del extracto crudo en la parte central y en los
laterales la de los diferentes extractos de polaridad creciente: hexano, diclorometano,
acetato de etilo, acetona, etanol y agua.
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10.2. Graficas de proliferacion celular tras el tratamiento con los
diferentes extractos

Extracto crudo vs CaSki

120

100
S

'S 80
o

& 60
2

a 40
N

20

0

Control V1 18.75 37.5
Concentraciones ug/mL
Vehiculo: Agua V1= 600puL V2 =300uL V3 =150uL

Grafical. Efecto antiproliferativo del extracto crudo de agave pitzometl sobre células CaSki
tratadas con concentraciones crecientes del extracto por 24 h. Determinado por la técnica

de cristal violeta

Extracto de hexano vs CaSki
120
100
S
S 80
o
& 60
©
P =
o 40
X
20
0
Control Vehiculo
Concentraciones del extracto p.g/mL

Vehiculo: 36 uL DMSO/AcOEt/H,0 10:1:1

Grafica 2. Porcentaje de proliferacién de células CaSki tratadas con concentraciones
crecientes del extracto de hexano observando que el decremento en la proliferacién de la
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concentraciéon mas alta se debe al vehiculo utilizado por lo que el extracto no presenta
efecto antiproliferativo.

Extracto de diclorometano vs CaSki
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Grafica 3. Efecto antiproliferativo del extracto de diclorometano sobre células CaSki tratadas
con concentraciones crecientes del extracto determinado por la técnica de cristal violeta en

donde el mayor efecto es debido al extracto y no al vehiculo.
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Grafica 4. Porcentaje de proliferacién de células CaSki tratadas con concentraciones
crecientes del extracto de acetato de etilo observando que el decremento en la proliferacion
es debido al vehiculo utilizado correspondiente a las concentraciones mas altas por lo que
el extracto no presenta efecto antiproliferativo.
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Gréfica 5. Porcentaje de proliferaciéon de células CaSki tratadas con concentraciones
crecientes del extracto de acetona observando que el decremento en la proliferacion es
proporcional al efecto del vehiculo utilizado por lo que el extracto no presenta efecto
antiproliferativo.
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Grafica 6. Porcentaje de proliferacién celular CaSki tras el tratamiento con el extracto de
etanol, en donde ni el tratamiento ni el vehiculo utilizado tuvieron efecto en la proliferacion

por lo que el extracto no presenta efecto antiproliferativo.
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Gréfica 7. Porcentaje de proliferacion celular CaSki tras el tratamiento con el extracto
acuoso, en donde ni el tratamiento ni el vehiculo utilizado tuvieron efecto en la proliferacion

por lo que el extracto no presenta efecto antiproliferativo.




10.3. Graficas de efecto citotoxico de los extractos con actividad

antiproliferativa.
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Grafica 8. Porcentaje de citotoxicidad del extracto crudo en células CaSki determinado
mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima LDH por el Kit CytoTox 96®,

observando una citotoxicidad menor a la del grupo control por lo que no existe dafio a la

membrana
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Gréafica 9. Efecto citotéxico del extracto de diclorometano en células CaSki determinado
mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima LDH por el Kit CytoTox 96®,
observando una citotoxicidad del 35 % que indica una lisis celular debida al tratamiento con
el extracto ya que el vehiculo no fue necrético.

Comparacion de la proliferacion celular tras el
tratamiento con cada uno extractos
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Gréfica 10. Comparacién del efecto antiproliferativo en células CaSki tratadas con
concentraciones crecientes de los diferentes extractos obtenidos. Se puede
observar un decremento en el extracto crudo y de diclorometano mientras que en el
resto el efecto es nulo o debido al disolvente utilizado
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11. DISCUSION DE RESULTADOS

Las plantas son una fuente muy amplia de compuestos con actividades bioldgicas,
sin embargo, contienen un gran nimero de compuestos responsables de diversas
funciones en su metabolismo y la separacion e identificacion de estas moléculas
presenta largos periodos de trabajo por lo que solo se ha estudiado un 5% de las

plantas conocidas.®

Por lo anterior, la obtencion del extracto crudo del agave pitzometl y su separacion
en seis extractos de diferente polaridad, representd una parte del andlisis
fitoquimico de este agave que da continuidad al trabajo previo que demostro la

actividad antiproliferativa.t

Como se observa en el cuadro 3, las cromatoplacas comparativas de los
extractos demuestran que estos presentan una composicion diferente no solo por
el nUmero de manchas observadas, si no también por la distribucion e intensidad
de las mismas. Tras una elucién con hexano:acetato de etilo 3:1 y un revelador de
vapores de yodo se puede observar lo siguiente: La elucion del extracto crudo, en
la parte central de las cromatoplacas, evidencia siempre dos componentes antes
del frente del disolvente que son los mas concentrados en la muestra; en el
extracto de hexano los componentes aparecen hasta el frente del eluyente
indicando una mayor afinidad por este y concentracibn de compuestos poco
polares; el extracto de diclorometano muestra componentes concentrados cerca
del punto de aplicacion y algunos mas afines por el eluyente; el extracto de
acetato de etilo de igual manera muestra componentes cercanos al punto de
aplicacibn y ademas aparece una elucion parecida a la de uno de los
componentes del extracto crudo, que seria la mas cercana al frente del disolvente,
esto al igual que en el extracto de acetona pero en menor proporcion; para el caso

del extracto de etanol y de agua, sus componentes no fueron eluidos por la mezcla
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eluyente utilizada indicando que no habia afinidad por la misma. Lo anterior
evidencia una composicion diferente en cada uno de los extractos obtenidos

debida a la polaridad de las moléculas presentes.

En cuanto a la actividad antiproliferativa, del extracto crudo, se determind que esta
se mantiene en células CaSki sin efecto necrético muy similar al efecto mostrado
en células HelLa con una ICso de 380ug/mL*. Esto como se observa en la gréafica 1
de la inhibicion de la proliferacion celular y en la grafica 8 se demuestra el efecto

no citotoxico del extracto en células CaSki.

En el caso de las graficas 2, 4 y 5 correspondientes a la evaluacion de los
extractos de hexano, acetato de etilo y acetona respectivamente, se puede
observar que el efecto encontrado se atribuye a los volimenes de los vehiculos
utilizados y como tal no al tratamiento utilizado. Caso similar ocurrié en los
extractos de etanol y agua como se observa en las gréficas 6 y 7 en donde las
diferentes concentraciones evaluadas no presentaron efecto en la poblacion
celular. Ambos casos se interpretaron como la ausencia de actividad
antiproliferativa, indicando que en estos extractos no se encuentran los

componentes responsables de la actividad.

Por ultimo, en el caso del extracto de diclorometano se observa una inhibicion de
la proliferacion celular en concentraciones mas bajas que las del extracto crudo
con una relacion dosis respuesta dependiente como se observa en la grafica 3.
Con lo cual se puede deducir que los componentes responsables de la actividad

Se encuentran en este extracto

Sin embargo, la actividad citotoxica de este extracto presenta efecto necroético del
35.65 %, esto comparado con el grupo control segun la cuantificacion de la enzima
LDH representada en la grafica 9, lo cual indica una lisis celular por el dafio a la
membrana que puede deberse a diferentes compuestos presentes en el extracto.
Por lo cual es necesario continuar el trabajo con la separacion de los compuestos
y determinar cual o cuales de estos presentan actividad antiproliferativa y no

necratica.
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12. CONCLUSIONES

Se obtuvo el extracto crudo del agave pitzometl y se separd en seis extractos con
disolventes de diferente polaridad, (hexano, diclorometano, acetato de etilo,

acetona, etanol y agua).

Se determind por cromatografia en capa delgada que la composicion de cada uno

de los extractos es diferente.

Se determind que el extracto crudo presenta una actividad antiproliferativa ahora
en células CaSki.

El dnico extracto que presentd actividad antiproliferativa fue el extracto de
diclorometano esto en concentraciones mas bajas que las del extracto crudo y con

un porcentaje de citotoxicidad del 35.65 %.
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13. SUGERENCIAS.

Se debe tener en cuenta que uno de los inconvenientes en la evaluacion de estos
extractos es su baja solubilidad, pero se espera que en la separacion de los

componentes y su evaluacion en forma individual ya no presenten ese problema.

Ademas, se sugiere realizar cromatoplacas con reveladores selectivos con el fin
de tener una idea de las posibles estructuras responsables de la actividad

antiproliferativa. Como se muestra a continuacion para el extracto crudo.

Hexano-Acetato Elucion

e -
Tolueno-Acetato  Vainillina- Terpenos

sulfarico

Acetato de etilo-  Vainillina- Saponinas

100:13.5:10 sulfdrico
Acetato de etilo- Acetato de Flavonoides

metanol-agua plomo
100:13.5:10
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Cuadro 3. Cromatografia en capa delgada del extracto crudo con diferentes reveladores.
Esto segln la metodologia de la literatura para deteccion de metabolitos secundarios:
Wagner H, Bladt S, Zgainski EM, Plant Drug Analysis, A Thin Layer Chromatography Atlas.
2nd edn. Springer, Berlin. 1995.
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