UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL EXTRACTO
METANOLICO DE ANNONA MACROPROPHYLLATA EN CANCER
COLORRECTAL

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
BIOL. PEREZ ARTEAGA EDUARDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. NADIA JUDITH JACOBO HERRERA
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN.
COMITE TUTOR: DR. MARIANO MARTINEZ VAZQUEZ
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM.

DR. ADOLFO ANDRADE CETTO
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM.

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX. 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL EXTRACTO
METANOLICO DE ANNONA MACROPROPHYLLATA EN CANCER
COLORRECTAL

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
BIOL. PEREZ ARTEAGA EDUARDO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. NADIA JUDITH JACOBO HERRERA

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN.
COMITE TUTOR: DR. MARIANO MARTINEZ VAZQUEZ
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM.

DR. ADOLFO ANDRADE CETTO
FACULTAD DE CIENCIAS, UNAM.

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX. 2023



POSGRADDO

CIENCI| AS

®BI0LOGICAS ®

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
ENTIDAD FACULTAD DE MEDICINA
OFICIO CPCB/064/2023

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. lvonne Ramirez Wence
Directora General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, celebrada el dia 14 de noviembre de 2022 se aprobé el siguiente jurado para el examen de
grado de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS en el campo de conocimiento de Biologia
Experimental del estudiante PEREZ ARTEAGA EDUARDO con nimero de cuenta 312241809 con la tesis
titulada “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL DEL EXTRACTO METANOLICO DE
Annona macroprophyllata EN CANCER COLORRECTAL”, realizada bajo la direccién de la DRA.
NADIA JUDITH JACOBO HERRERA, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. ALEJANDRO ZENTELLA DEHESA

Vocal: DR. CARLOS GUADALUPE PEREZ PLASENCIA
Vocal: DRA. SONIA MARLEN ESCANDON RIVERA
Vocal: DR. OCTAVIO DANIEL REYES HERNANDEZ

Secretario: DR. MARIANO MARTINEZ VAZQUEZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 12 de enero de 2023

COORDINADOR DEL PROGRAMA

COORDINACION

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



Agradecimientos Institucionales

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas, de la Universidad Nacional Autonoma de

México

Al apoyo recibido por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT),
mediante la beca de maestria otorgado (NUumero de apoyo: 1085312), y por el
proyecto no. CB-2016-285884.

A mi tutora, la Dra. Nadia Judith Jacobo Herrera y a los miembros del comité tutor,
el Dr. Mariano Martinez Vazquez y el Dr. Adolfo Andrade Cetto.



Agradecimientos

Esta es la conclusion de un ciclo, uno que emprendi hace un par de afios con nula
idea de todo lo nuevo que estara por llegar, fui bastante ingenuo al pensar que seria
sencillo, hacer un cambio de enfoque con respecto a lo que me habia estado
dedicando con en mi carrera académica, pero, no me arrepiento, he crecido como
persona y ahora estoy encaminado en una senda que me apasiona. Ha sido una
etapa de un mundo de aprendizaje, en diferentes aspectos de mi vida, no solo la
académica, vivi situaciones que nunca pensé que tendria que atravesar, sin
embargo, aqui estoy, y gran parte de este logro es gracias al conjunto de increibles

personas cercanas a mi a las que tengo el privilegio de llamar familia y amigos.

Agradezco a mis padres, eternamente, todo el apoyo, sacrificio y carifio que me han
brindado me hicieron de las herramientas para poder seguir avanzando, para
superar cualquier obstaculo, para no darme por vencido. Hermano, verte crecer y
superarte a ti mismo me da motivacion para todo, gracias, por tanto, estoy muy
orgulloso de ti. Son mi motor, siempre lo diré, cualquier logro mio, es suyo también.

Los amo

Doctora Nadia, gracias por haberme acogido y guiarme a lo largo de este proceso,
valoro mucho el apoyo que me ha dado, no solamente a nivel académico, sino
también por las palabras de aliento cuando lo necesitaba, por aconsejarme y no
dejarme caer. Lo que soy hoy, es también gracias a usted. La quiero mucho.

A Michael, por su amistad y apoyo incluso antes de entrar a la maestria, gracias por
haberme ensefiado, por aconsejarme, por el carifio, por siempre haber estado ahi
cuando lo necesité, te quiero mucho amigo, eres importante para mi, espero

sigamos coincidiendo por mucho tiempo mas.

A Izamary, mi mentora, por la dedicacion que has tenido conmigo, por la paciencia,
por transmitirme tanto conocimiento, muchas gracias. El hecho de que hoy cuente

con las herramientas necesarias para potencialmente triunfar en este camino de la



ciencia es en gran parte gracias a ti, sé que no ha sido sencillo, y que nos costé,
pero nunca te rendiste ni me abandonaste, y, a pesar de las diferencias y los
malentendidos, logramos formar un gran equipo, y una amistad que valoro mucho,

te quiero iza.

Joss, Oli, Carlos, Sam, Lili, Bere, Frida, Miguel, David, Eloy, gracias por haber hecho
del L-11 un segundo hogar, uno en donde el simple hecho de convivir con ustedes
significaba aprender, y a la par no dejar de reir, son maravillosas personas, crecer
con ustedes estos afios ha sido increible, son un apapacho al corazén, gracias por

todo.

A Juan Pablo, por siempre estar, por escuchar, por alentar, por consolar, por 14
afnos de amistad. Te admiro, y me enorgullece poder decir que eres mi mejor amigo.
Sigamos creciendo, sigamos consiguiendo logros, y espero los podamos seguir

compartiendo por muchos afios mas.

A Dany, porque definitivamente, eres parte de este logro, y gran parte de lo que soy
hoy, es por lo mucho que aprendimos y crecimos juntos. Ese apoyo incondicional
que me diste me dio mucha fuerza y motivacion para poder continuar y levantarme
cuando lo necesitaba. Te agradezco infinitamente, siempre seras parte de mi

historia.

Al Dr. Carlos Pérez Placencia por permitirme realizar ensayos in vitro del proyecto
en el laboratorio de gendmica funcional del cancer en el Instituto Nacional de

Cancerologia, asi como su apoyo y guia dentro del laboratorio.

A la Dra. Sonia Marlen Escandon Rivera, por su apoyo en la realizacion del proyecto
en el apartado fitoquimico.



Dedicatoria

A mis padres, Laura y Fernando y a mi
hermano Alejandro, por ser la motivacion de
midiaadia, la razon por la que soy quien soy.




"No podemos e[egir los tiempos que nos toca vivir, lo tnico

que podemos hacer es decidir qué hacer conel tiempo que se

nos ha dado." —].R.R. Tolkien.

“En algb’m lugar, algo incretble esta espevando a ser

descubierto.” — Carl Sagan



indice

indice de figuras
indice de cuadros
RESUMEBN ... e e e e e 1
ADSIITACT ... 3
L. INEFOTUCCION ...ttt e e e e e r e e e e e e e 4
0 R O o o1 PP PP PPPPPPTPP 4
1.2 Cancer ColorreCtal (CCR)......uuiiiie ettt 6
1.3 Productos NAUFAIES. ..........uueiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 12
1.4 Anonna macroprophyllata. ..., 13
1.5 ACEIOGENINGAS . ..cciiiiiiiiiiiieiieeiiiie ettt ettt ettt ettt et e e e e e e e e e e e e eeeees 14
(I I N U1 0] = | = LR PP PPPPPPPPPP 18
1.7 ANECERUEBNIES ....oiiiiieiiiieiee et e e e e s 22
2. JUSHIICACION ..ottt e e e e e as 23
K I o 11 010 (=3]SR ESERR 24
@ | o] 1] 117/ 1SS PPS 25
4.1  ODbJetiVO GENEIAL.........uuuiii et e e e e eaaans 25
4.2  ODbjetivos partiCulares ... 25
T |V =1 7o o (0] (oo | - PSP RUSPPPPPRRIN 26
5.1 Colecta de A. macroprophyllata y obtencion de extracto. ....................... 26
5.2 Cromatografiaen placa fina .........cccooeeeiiee, 26
53  CURIVO CeIUIAT ... 27
5.4  Concentracion inhibitoria media (IC50)...........cviieiiiieeiiiiiee e, 27
5.5 EXUraccion de pProteiNas ........coooeeioiiiiiiiee e 28
5.6 WESIEIM BlOT. ..o 29



A \Y, (o Yo [ [ T [ IR/ A/ IR 30
B.  RESUIATOS. . e e et 34

6.2 Concentracion inhibitoria 50 (IC50 9del extracto sobre una lineacelular de
O O = o [ O I 0 I 35

6.3 El extracto metandlico induce autofagia sobre la linea celularHCT116 in

1YL 0 PSP 36

6.4 El extracto reduce el crecimiento de tumores in VIVO. ..............eevveveeennnns 38
A 1o U 13 o T o 42
S T o [od 1153 o = USPPPPRPN 49

9. Referencias bibliografiCas...........ccooviiiiiiiiiiii e 50



indice de Figuras

Figura 1 "Hallmarks del CANCEI™. .........ooiuiiiiieiiie ettt sttt e e st e be e e sabeeenneeas 4
Figura 2 Tipos de cancer con mayor incidenciay mortalidad .............cccccoovveniieniiniininieeeeeneen 5
Figura 3 Tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad de ambos sexos en México................. 5
Figura 4 Funcion de APC dentro la via WINT/B-catenina/TCf ........ccoooviiiiiiienicie e 9
Figura 5 Fruto y arbol de A. macroprophyllata...........cocueiiiiiiiiiiie e 13
Figura 6 Estructura general de Acetogeninas Mono THF ... 15
Figura 7 Estructura general de Acetogeninas Bis-THF adyacentes ............cccccovviveeiniiieenniiee e, 15
Figura 8 Estructura general de Acetogeninas Bis-THF Nno Adyacentes...........cccocvveeviiiieenniieeennnnne, 15

Figura 9 Representacion de la cadena de respiracién mitocondrial y el complejo NADH ubiquinona
oxidorreductasa afectada por la interaccion de las acetogeninas. .........c.cceevuveeeeiiieereiiiieeeesiieee e 17
Figura 10 Proceso de regulacion de autofagia............ocveeeiiiiiiiiiiiiie e 19

Figura 11lIinoculacién de células HCT116 para el modelo in vivo de xenotrasplante y medicion del

crecimiento de la masa tumoral con vernier digital ..........cccoooioiiiiiiiiiiice s 33
Figura 12 CCF de E.M.A CON @NNONACINA.......eceiitiieeiiiiieeasitite et e et e e et e e e st e e e sibe e e e e snbeeeeaenees 34
Figura 13 Concentracion inhibitoria media del E.M.A sobre linea celular HCT116...........ccccceeeeennn. 35

Figura 14 Deteccién de las proteinas en la linea celular HCT116 involucradas en la via molecular de
autofagia mediante WeSLern BIOt ........ccoooiiiiiiii s 36

Figura 15 Densitometria relativa de la deteccion de proteinas seleccionadas de la via de sefializacion

de autofagia en la linea celular HCT116 expuestas al E.M.A. ... 37
Figura 16 Dosis letal Media (DL50) del E.M.A sobre los ratones FOXLMN/FQXLNU --=xeeeeeeeneneneneneneneneees 38
Figura 17 Volumen del crecimiento tumoral en el modelo de xenotrasplante de la linea celular
[ (O 15 TSP 39

Figura 18 Volumen total y peso total final de las masas tumorales extirpadas de los ratones al finalizar
=TI = L = 1 11T (o SRR 40
Figura 19 Imégenes representativas de los grupos experimentales de ratones del ensayo de

DT L0 (= ] o= T g1 (TSP PP 41



indice de Cuadros

Tabla 1 Etapas clinicas del CCR (Colorectal cancer allaiance, 2022) ..........ccceevueiiieeeniieeniiieenieene 11

Tabla 2 Combinaciones de farmacos quimioterapéuticos para el tratamiento de CCR.................. 11

Tabla 4 Listado de anticuerpos utilizados para Western Blot para la deteccién de proteinas

involucradas en la via de sefializacion de autofagia..........ccccceeveeeeiiiiiiieire e 30
Tabla 5 Tratamientos empleados para el modelo invivo de xenotrasplante. Las dosis fueron
seleccionadas con base en el ensayo de dosis letal media (DL50).........ccueveiiiiieiniieeeiiieee i 32



Resumen

El cancer colorrectal es el tercer tipo de cancer con mayor incidencia y el segundo
en mortalidad a nivel mundial para ambos sexos, con aproximadamente 883.200
muertes al ano. El tratamiento de este tipo de cancer depende del estadio, con
cirugia en los primeros estadios, y quimioterapia y/o radioterapia en los estadios
avanzados. Sin embargo, las recidivas son frecuentes y la tasa de supervivencia a
los 5 afios se situa entre el 50% y el 60%. Por lo tanto, la busqueda de terapias
nuevas y eficaces son primordiales.

Los llamados productos naturales son el resultado del metabolismo secundario de
diferentes organismos, que tienen multiples usos en farmacologia, cosmetologia y
nutricion, entre otros. Especialmente en oncologia, los informes destacan que
aproximadamente el 60% de los compuestos utilizados para tratar el cancer

provienen de productos naturales.

Las anonaceas son una familia de plantas comunmente conocidas como la familia
de la guanabana, utilizadas en la medicina popular para tratar diversas
enfermedades, entre ellas el cancer. En informes anteriores se estudiaron sus
propiedades anticancerigenas, demostrando su citotoxicidad contra diferentes
lineas celulares tumorales. Esta actividad se ha atribuido a las acetogeninas,
metabolitos secundarios producidos exclusivamente por las especies de
Annonaceae. Las acetogeninas pueden bloquear la cadena de transporte de
electrones, reduciendo asi la produccion de ATP e induciendo la muerte celular por
apoptosis y autofagia. Sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen a

este efecto aun no se han definido.

En este proyecto evaluamos la actividad citotoxica del extracto metanolico de A.
macroprophyllata en células de cancer de colon (HCT116) y su actividad antitumoral
en un modelo murino. Nuestros resultados obtenidos por medio de un ensayo de
Sulforodamina B, indican que el extracto metandlico inhibe la proliferacion celular in
vitro e induce la autofagia mediante la hiperlipidacion de LC3 en las células
HCT116.



Ademas, reduce el crecimiento tumoral en un modelo murino de xenotrasplante. No
se observaron sefales toxicas macroscopicas en comparacion con los tratados con
cisplatino (el farmaco de referencia utilizado). En resumen, se propone un nuevo
mecanismo de accidn antitumoral para el extracto metandlico de A. macroprophyllata
a través de la induccion de autofagia y su accidén de reduccion tumoral en ratones

xenotrasplantados con células tumorales de colon.



Abstract

Colorectal cancer is the third most common type of cancer and the second in
mortality worldwide in both sexes, with approximately 883,200 deaths annually.
Treatment of this type of cancer depends on the stage with surgery in the early
stages, and chemotherapy and/or radiotherapy in the advanced stages.
However, recurrences are frequent, and the 5-year survival rate is between 50%
and 60%. The search for new and more effective therapies is therefore of
considerable importance.

Natural products are the result of the secondary metabolism of different
organisms, which have multiple uses in pharmacology, cosmetology and
nutrition, among others. Especially in oncology, reports highlight that
approximately 60% of the compounds used to treat cancer come from natural

products.

Annonaceae is a family of plants commonly known as the soursop family, used
in traditional medicine to treat various diseases, including cancer. Previous
reports have studied their anticancer properties, demonstrating their cytotoxicity
against different tumor cell lines. This activity has been attributed to acetogenins,
secondary metabolites produced mainly by Annonaceae species. Acetogenins
can block the electron transport chain, thus reducing ATP production and
inducing cell death by apoptosis and autophagy. However, the molecular
mechanisms underlying this effect have not yet been defined.

In this project, we evaluated the cytotoxic activity of the methanolic extract of A.
macroprophyllata on colon cancer cells (HCT116) and its antitumor activity in
vivo. Our results indicate that the methanolic extract inhibits cell proliferation in
vitro and induces autophagy through LC3 hyperlipidation in HCT116 cells.
Furthermore, it reduces tumor growth in a murine xenograft model; no celular
macroscopic toxicsignals were observed compared to those treated with cisplatin

(the reference drug used).



1 Introduccién

1.1 Céncer

El cancer es una enfermedad que puede ser definida como la reproduccién y
crecimiento acelerado y sin control de células las cuales tienen la capacidad de
migrar e invadir tejidos aledanos o distantes. Esto debido a una serie de alteraciones
moleculares adquiridas progresivamente en las células tumorales, ocasionadas
principalmente por mutaciones en genes supresores de tumores y/o en oncogenes
(Hassanpour y Dehghani, 2017). Estas caracteristicas distintivas, o “hallmarks del
cancer” se presentan virtualmente en todos los tipos de cancer, e incluyen el
mantenimiento de la sefal proliferativa, la evasion de supresores de crecimiento, la
resistencia a muerte celular, inmortalidad replicativa, inflamacién y angiogénesis
sostenida, metastasis, inestabilidad gendmica, desregulacion del metabolismo

energético y resistencia a la muerte celular (Hanahan, 2022) (Figura 1).

Mantenimiento Evasion de
de la sefial supresores de
proliferativa crecimiento
Reprogramacion
epigenética no
Desbloquear la mutacional
plasticidad fenotipica ﬂ
/ L Evasion de la
destruccion
Desregulacion del y ( inmunoldgica
metabolismo celular @
S

Potencial

Evasion de replicativo
muerte celular ilimitado
programada
Mutacién e Inflamacién
inestabilidad h
doninla promovida
por el tumor

Celulas
senescentes

Microbiomas
polimérficos

Induccién de Activacion de
angiogénesis invasion y
metastasis

Figura 1 "Hallmarks del cancer”. Modificado de Hanahan 2022.



De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS,2018) el cancer es la
segunda causa de muertes a nivel mundial, siendo el cancer pulmonar, de mama,
colorrectal, de higado y estobmago los que causan el mayor numero de decesos
(Figura 2) (Ferlay et al., 2021).

Numero estimado de incidencia y muertes por cancer a nivel mundial en 2020, ambos
SEXO0S.

. Incidencia

M Mortalidad
0 400,000 800,000 1,200,000 1,600,000 2,000,000 2,400,000
Figura 2 Tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad en ambos sexos a nivel mundial (GLOBOCAN

2020).

En la clasificacion de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(International Agency for Research on Cancer, IRC,2020), en México, los tipos de
cancer con mayor indice de incidencia y mortalidad son prostata en hombres, mama
en mujeres, y cancer colorrectal en ambos (Figura 3).

Nuamero estimado de incidencia y muertes por cancer en México, 2020, ambos sexos.

. Incidencia
W Mortalidad

4000 8000 12,000 16.000 20,000 24,000 28000

Figura 3 Tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad de ambos sexos en México (GLOBOCAN 2020).



1.2  Cancer Colorrectal (CCR).

El cancer colorrectal (CCR) es la segunda causa de muerte ocasionada por cancer
a nivel mundial. En 2020 se reportaron 1.9 millones de casos y 935,000 muertes
asociadas a CCR a nivel mundial (Cruz-Mendoza et al., 2021. Sung et al., 2021). En
México de igual manera, el CCR es la segunda causa de muerte por cancer en
ambos sexos, con 14,901 nuevos casos y 7,555 decesos, tan solo en 2020
(GLOBOCAN, 2020).

1.2.1 Etiologia del CCR.

Factores ambientales y genéticos juegan un papel importante en la etiologia del
CCR. Se calcula que del 70 al 80% de los casos registrados son considerados como
esporadicos, asociados a factores ambientales y al estilo de vida, sin antecedentes
familiares directos. El resto de los casos se relaciona a historia familiar con CCR,
siendo un 5% de estos de tipo hereditario, asociado a factores genéticos (Kupiers et
al., 2015. Sawicki et al., 2021).

Factores genéticos: Existen diversos sindromes hereditarios asociados a CCR, sin

embargo, los de mayor frecuencia se agrupan en los siguientes:

e Poliposis adenomatosa familiar (FAP)

Caracterizada por el desarrollo de cientos de podlipos adenomatosos
(crecimiento anormal de tejido en el recubrimiento del intestino) debido a una
mutacion germinal en el gen supresor de tumores APC (adenomatous
polyposis coli), heredada de manera autosémica dominante. Estos poélipos
empiezan a desarrollarse en la adolescencia, y, de no ser detectados o
reconocidos, casi el 100 por ciento de estos pacientes desarrollaran CCR
entre los 35-40 afos (Kolligs 2016).



e Sindrome de Lynch:

También conocido como cancer colorrectal no polipdsico hereditario. Este
sindrome representa apenas al 3% por ciento de causa de CCR, y es
considerado la mayor causa de CCR asociado a sindromes. El sindrome de
Lynch es heredado igualmente de manera autosémica dominante, y consta
de mutaciones germinales en los genes MLH1, MSH2, o PMS2, los cuales
ocasionan la pérdida de proteinas involucradas en la maquinara de
reparacion de apareamientos erréneos del ADN (mismatch repair MMR) y, en
consecuencia, se permiten errores en microsatélites que ocurren durantela
replicacion de ADN, generando inestabilidad gendémica y por lo tanto
acumulacién de mutaciones en células somaticas (Shegal et al. 2014, Boland
y Goel, 2010).

e Poliposis asociada a MUYTH (MAP).

Similar a FAP, en este sindrome se presenta la formacion de polipos
adenomatosos, que aumenta la probabilidad de desarrollar CCR en un 80 %
en pacientes con edades avanzadas. Ocurre cuando existe una mutacion en
la proteina MUYTH, cuya funcién es eliminar bases nitrogenadas dafiadas
por estrés oxidativo al ADN, lo que ocasiona a su vez acumulacién de errores
en la replicacion de ADN y mayor probabilidad de desarrollo de mutaciones
(Gonzalez et al., 2017). A diferencia de los sindromes mencionados, MAP se
hereda de manera recesiva y requiere de mutaciones con pérdida de funcion

en los dos alelos para manifestarse (Nielsen et al., 2010).

Existen otros sindromes hereditarios con menor incidencia que los antes
mencionados, en la que se empiezan a desarrollar polipos de diferente tipo a los
adenomas, denominados pélipos hamartomatosos. Estos polipos generalmente son
benignos, pero pueden originar displasia y carcinoma (Gonzalez et al., 2017).

Sindrome de Peutz-jeghers, de Bannayan-Riley-Ruvalcaba y de Cowden son los



mas representativos en esta categoria, y estan asociados principalmente a una
mutacion autosémica dominante con pérdida de funcién en el gen PTEN, una
proteina supresora de tumores involucrada como antagdnica en diversas vias de

sefalizacion de crecimiento y de proliferacion celular (Jeslig et al., 2014).

Factores ambientales:

Varios factores han sido asociados con el aumento en el riesgo de desarrollar
CRC, dentro de los cuales destacan acciones involucradas en el estilo de vida
de las personas. Factores como el consumo regular o elevado de alcoholy
tabaco, la ingesta de carnes rojas y/o procesadas, y padecer de sobrepeso u
obesidad. Estas acciones son modificables, y, acciones como mantener una
dieta rica en verduras y frutas, granos, fibra y hacer ejercicio de manera

rutinaria reducen la probabilidad de desarrollar CCR (Kupiers et al., 2015).

Otros factores reportados incluyen que en pacientes que presentan
enfermedad inflamatoria intestinal, aumenta considerablemente la posibilidad
de desarrollar CCR (Jess et al., 2012), asi como haber tenido familiares

directos con CCR o el padecer diabetes mellitus tipo 2 (Guraya, 2015.).

1.2.2 Mecanismos moleculares del CCR

Los factores genéticos y ambientales mencionados anteriormente contribuyen al
desarrollo de CCR al promover la adquisicion de los “hallmarks” del cancer, debido
a la acumulacion de mutaciones genéticas y epigenéticas asociadas a la activacion
de oncogenes e inactivacion de genes supresores de tumores (Hanahan y
Weinberg, 2011), lo cual afecta a diversas vias de sefnalizacibn de manera
progresiva dentro de las células del epitelio del colon. Actualmente se tienen
definidos diferentes mecanismos de progresion molecular por los cuales se puede
desarrollar CCR.



e Via de Inestabilidad Cromosdmica (CIN)

Esta via es la mas estudiada en CCR, con cerca de un 60 % de casos
asociados (Ahnen, 2011). El proceso de progresion tumoral involucra a
proteinas reguladoras de puntos de control (checkpoints) de huso mitético
gue a su vez afectan la estabilidad cromosdmica durante la mitosis. Ocurre
con una mutacién inicial en el gen supresor de tumores APC (por sus siglas
en inglés adenomatous poyposis coli), una proteina involucrada en la via
WNT/B-catenina/TCF. La mutacion inactiva a APC, resultando en una
activacidon constante de la via debido a que B-catenina deja de degradarse,
ocasionando una traslocacion en el nucleo acumulada haciendo que se
transcriban genes de proliferacion, diferenciacion y migracion (Figura 4)
(Colussi et al., 2013). El gen K-ras se ve igualmente afectado en la via de
CIN, el cual transcribe para una proteina GTPasa (RAS) que se encarga de
transducir y propagar senales extracelulares, principalmente a través de la
via de MAPK/ERK. Las mutaciones registradas en KRAS dentro de CCR
conducen a un estado activo permanente de la misma, permitiendo a la célula
evadir la apoptosis y sostener sefiales de crecimiento (Malumbres y Barbacid,
2003).

A

Complejo de
degradacién

Complejo de
degradacién

Genes blanco de la via Wnt,
f,—cat incluyendo a C-Myc y
reguladorers del ciclo celular

Proteosoma

CIN

No
activo

B-cat

w—- Activo
ek

Figura 4 Funcion de APC dentro la via WNT/p-catenina/Tcf. A) APC en su estado funcional involucrado en
la fosforilacién y degradacion de g-catenina. B) La pérdida de APC dentro de CIN conlleva a la acumulacion
de p-catenina y la activacion de sus genes diana (Tomada y modificada de Rusan y Peifer 2008).




Via de inestabilidad de Microsatélites (MSI)

La via de MSI es considerada como la causante de aproximadamente 15%
de casos esporadicos de CCR. Ocurre debido a la inactividad del sistema de
reparacion de apareamientos erroneos (MMR) del ADN, lo cual provoca un
aumento de 100 veces la tasa de mutacién en microsatélites (Secuencia corta
de ADN, por lo general formada por 1 a 4 pares de bases que se repiten juntas
en una hebra de la molécula de ADN) de las células de la mucosa colorrectal
(Sinicrope et al., 2012). Esta inactivacion, es la consecuencia de mutaciones
que se dan en genes involucrados en la codificacion de proteinasde la
maquinaria del MMR, tales como MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 (Bolandy Goel
2010), las cuales previenen la formacidon de secuencias erroneas de
microsatélites (secuencias de ADN de 1 a 6 pares de bases que se repiten
consecutivamente). Se ha reportado que mutaciones en microsatélites
ocasionan operatividad deficiente en diversas vias de sefalizacion,
favoreciendo el crecimiento celular, inhibicion de apoptosis y proliferacion
(Colussi et al., 2013)

Via de fenotipo metilador de islas CpG (CIMP)

Esta via consiste en la hipermetilacién aberrante de dinucleétidos CpG
(Citosina seguido de Guanina) ubicadas en islas CpG que se encuentran en
regiones promotoras de genes implicadas en procesos de regulacion del ciclo
celular, apoptosis, angiogénesis, invasion y adhesion. Dichas metilaciones,
provocan el silenciamiento en la expresion de los genes (Ogino et al., 2006).
También esconocida como la via “serrated”, debido a que los polipos que
podrian desarrollar CCR son distintos a los adenomas tubulares, de un
fenotipo sésil y “serrado”. Los principales genes involucrados son CDKN2A y
THBSH1, los cuales regulan procesos de ciclo celular e interacciones célula-

célula respectivamente (Kupiers et al., 2015).
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1.2.3 Terapia Actual

El tratamiento del CCR depende de la etapa en la que se encuentre éste. En las
etapas | y Il se lleva a cabo una cirugia de donde se extirpa la seccion del colon que
contiene el cancer, junto con los ganglios linfaticos cercanos potencialmente
invadidos. En algunos casos de etapa Il se recurre a la quimioterapia adyuvante.
Para los casos de etapas lll y IV, se realiza cirugia seguida de quimioterapia
adyuvante, y radioterapia en ciertos casos de etapa IV (Tabla 1) (American Cancer
Society, 2018).

Etapas del CCR

Etapa O Cancer in situ, restringido al revestimiento mas interno del colon, en la mucosa.

Etapa | Cancer aun en el revestimiento interno, pero crecioé a través de la mucosa del colon e
invadio la capa muscular.

Etapal ll Neoplasia que se expandio a través de la mucosa y la capa muscular del colon, y
puede estar afectando a tejidos aledanos, pero aun no llega a nédulos linfaticos.

Etapa lll El cancer invadi6 nédulos linfaticos cercanos al colon, asi como tejidos aledafios al
colon o recto.

Etapa IV Las células malignas han migrado a otros érganos a través del sistema linfatico
(metastasis). Principalmente pulmones e higado.

Tabla 1 Etapas clinicas del CCR (Colorectal cancer allaiance, 2022)

La medicacién dentro de la quimioterapia adyuvante consiste en diferentes
combinaciones de farmacos, los principales usados dentro del CCR son FOLFOX,
FOLFIRI y CAPOX (Tabla 2).

Farmacos Quimioterpia

FOLFOX * 5-Fluoruracil
» Leucovirina
+ Oxaliplatino

FOLFIRI ¢ 5-Fluoruracil
» Leucovirina
« |rinotecan
CAPOX + Capecitabina

+ Oxalipliatno

Tabla 2 Combinaciones de fArmacos quimioterapéuticos para el tratamiento
de CCR (Argilés et al. Annals of Oncology 2020.)
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Sin embargo, en promedio, entre un 30 y 50% de los pacientes CCR tratados con
quimioterapia, recaeran y falleceran por la enfermedad (Argilés et al., 2020), ademas
se presentan efectos colaterales conocidos efectos secundarios de los farmacos
(Hyeong-Joon et al., 2011, Schneider et al., 2007). Por lo que resulta de importancia
la busqueda de nuevas alternativas de tratamiento con mayor eficiencia y

selectividad contra células malignas.

1.3 Productos Naturales.

De manera tradicional se han llamado productos naturales (PN) a los compuestos
producidos por el metabolismo secundario de plantas, hongos, bacterias y otros
seres vivos, y han sido probados a nivel experimental para el tratamiento de muchas
enfermedades, incluyendo al cancer (Dias, et al., 2012). Estos productos han sido la
principal fuentede ingredientes activos de una gran variedad de farmacos que se
usanactualmente, se estima que mas 1800 nuevos medicamentos aprobados entre
1981y 2019 provienen o tienen un origen de PN (Newman y Cragg, 2020; Harvey,
2008). Por lo que la investigacion en éstos puede conducir al desarrollo de nuevos

y diferentes alternativas de tratamiento.
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1.4 Annonamacroprophyllata Donn.Sm., Annonaceae.

Annona macroprophyllata, conocida popularmente como guanabana o ilama, es un
arbol que forma parte de la familia Anonnaceae, originaria de la zona subtropical y
tropical de Ameérica, especificamente del sureste de México, Guatemala y el
Salvador. El arbol alcanza una altura de hasta 8.5 metros de altura. El fruto es de
forma ovalada, los especimenes mas grandes llegan a pesar de 500 a 900 g, y cada

arbol produce un promedio de 50 frutos (Figura 5) (Julian-Loaeza et al., 2011).

Figura 5 Fruto y &rbol de A. macroprophyllata (Bahardwaj et al., 2019).
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1.4.1 Usos en medicina tradicional

Se ha reportado que los frutos de diversas especies de Annonas, incluyendo A.
macroprophyllata son consumidos de manera regular, ya sea crudos, o en forma de
jugos, yogurts, o purés de néctar. En México son tipicamente usados para hacer
bebidas frescas y postres refrescantes (Escobedo-Lopez et al., 2018).

De manera general se menciona el uso extractos de las hojas, raices, semillas, y
cascaras de especie para el tratamiento de los padecimientos: fiebre, diarrea,
disenteria, hematuria, asma, enfermedades parasitarias, tumores de piel y cancer
gastrico (Barbalho et al., 2012, Alonso-Castro et al., 2011).

Estas propiedades biologicas se le han atribuido a la presencia de diversos
metabolitos secundarios producidos por A. macroprophyllata, principalmente a
compuestos fendlicos, flavonoides, acidos grasos, alcaloides y acetogeninas

(Anaya-Esparza et al., 2020).

1.5 Acetogeninas

Las acetogeninas (ACG) son compuestos caracteristicos de la familia Annonaceae.
Son metabolitos especializados derivados de la via de sintesis de policétidos,
presentan una cadena larga de carbonos derivada de acidos grasos, constituidos
por 34/37 atomos de carbono, con uno o varios anillos de tetrahidrofurano (THF),
que forman un nucleo hidrofilico central y grupos hidroxilo en diferentes posiciones,
una qa, B lactona insaturada terminal y un espaciador de alquilo (Alali et al., 1999,
Bermejo et al., 2005). Desde el descubrimiento de la uvaricina en 1982, la primera
ACG aislada e identificada, numerosas ACGs han sido igualmente aisladas de
diferentes especies de la familia, especialmente de las semillas (McLaughlin, 2008).
Diversos estudios han reportado a las ACGs un amplio espectro de propiedades
biolégicas como antiparasitarias, neurotdxicas, inmunosupresoras, pesticidas
citotoxicas y antineoplasicas (Coria-Téllez et al., 2018). Las ACGs se clasifican de
acuerdo con su estructura molecular, tomando en cuenta principalmente en el
acomodo de los anillos de THF. La mayoria contienen 1 o 2, sin embargo, algunas

ACGs pueden llegar a presentar 4. Se dividen en tres grandes grupos principales:
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a) Acetogeninas Mono THF: Presentan unicamente un anillo de THF. Son el tipo

de ACGs mas abundante presente en Annonas.

w

OH
35 07X

Figura 6 Estructura general de Acetogeninas Mono THF.

b) Acetogeninas Bis-THF adyacentes: Presencia de dos anillos THF

adyacentes, flanqueados por dos grupos hidroxilos.

O 7

9 OH OH 6

Figura 7 Estructura general de Acetogeninas Bis-THF adyacentes.

c) Acetogeninas Bis-THF no adyacentes: El grupo con menor abundancia

dentro de las ACGs, presentan dos anillos THF separados por una cadena

alifatica de 4 carbonos (Liaw et al., 2016., Duran, et al., 2021).

19 O

Figura 8 Estructura general de Acetogeninas Bis-THF no adyacentes.
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Se ha observado que la actividad biolégica (antiparasitaria, neurotoxica,
inmunosupresora, citotoxica, antineoplasica) de las ACGs se debe a la presencia de
dos dominios funcionales, que son la lactona terminal y en nucleo hidrofilico polar
los anillos THF (McLaughlin, 2008).

1.5.1 Acetogeninas en cancer

Se ha demostrado en multiples investigaciones enfocadas a las ACGs, el efecto
antitumoral que poseen sobre diversas lineas celulares neoplasicas in vitro e in vivo,

asi como los mecanismos de accion que presentan (Mangal et al., 2016.).

Las ACGs son potentes inhibidores de la cadena de respiracion mitocondrial a nivel
del complejo | NADH ubiquinona oxidoreductasa (Tundis et al., 2017). Los grupos
THF presentes en las ACGs junto con los grupos hidroxilo permiten difusién lateral
de la molécula a través de la membrana, debido a que cationes de Cay+ se enlazan
con los grupos hidroxilo y ocurre un cambio conformacional en donde las regiones
periféricas hidrofébicas de las ACGs rodean a este este nuevo dominio idnico. Este
arreglo estructural permite la penetracién de las ACGs sobre las membranas
plasmaticas, ocasionando su interaccion con el complejo | (Figura 9). Se ha
reportado un modelo en donde el o los anillos de TDH y el de la lactona se acoplan
simultaneamente en dos sitios diferentes del complejo | de la cadena con una
distancia menor a 13 carbonos, especificamente en la subunidad ND1, impidiendo
asi el correcto funcionamiento de la cascada de protones (Gaviria et al., 2018,
Tundis et al., 2017, Liaw et al., 2016). La presencia de un anillo de THF puede ser
suficiente para ocasionar este bloqueo, pero en caso de que haya dos anillos

presentes, la union al complejo resultaria mas estable (Abe et al., 2008).
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Figura 9 Representacion de la cadena de respiracién mitocondrial y el complejo NADH ubiquinona
oxidorreductasa afectado por la interaccion de las Acetogeninas #. Tomado de Gaviria et al.,
2018. C. I NADH ubiquinona oxidorreductasa, C. Il Succinato-deshidrogenasa, C. 111 Citocromo C-
reductasa, C. IV Citocromo C-oxidasa, C. V ATP-sintasa.

De igual manera se ha reportado la capacidad de las ACGs de inhibir la actividad de
la NADH oxidasa (NOX), que se encuentra en la membrana plasmatica de células
tumorales (Tundis et al.,2017, Deep, et al., 2016).). NOX es un complejo enzimatico
involucrado en la cadena de transporte de electrones, genera superdxido yespecies
reactivas de oxigeno (R.O.S) a partir de la oxidacion del NAPDH. La accion
aberrante de NOX esta correlacionada con la progresion del cancer, ya que las
R.0.S. actuan como mensajeros secundarios que favorecen a la sobreexpresion de
oncogenesy a la activacion de HIF 1-alfa, ocasionando un incremento en la actividad

metabdlica de las células tumorales (Casse, 2018).
En conjunto, la inhibicion de la actividad del complejo 1 de la respiracién mitocondrial

y NOX, favorecen a la induccion de muerte celular por apoptosis o autofagia
(Jacobo-Herrera et al. 2019, Liaw et al., 2016).
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1.6 Autofagia

La autofagia es un proceso conservado en células como mecanismo de reciclaje o
limpieza en momentos de crisis. Las células guian a algunos de sus componentes
citosdlicos a los lisosomas para su degradacion y reciclaje. Se clasifica en 3 tipos
de procesos, macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas.
Por consenso en la literatura, de ahora en adelante, en este trabajo la
macroautofagia sera referida como “autofagia. (Glick, et al., 2010).

En la autofagia, ocurre la degradacion proteolitica de diversas estructuras citosolicas
(organelos deteriorados o en exceso, proteinas mal plegadas) con el fin de reciclar
las macromoléculas resultantes. Los sustratos de la autofagia son envueltos en un
organelo de doble membrana denominado autofagosoma, el cual posteriormente se
fusiona con los lisosomas. El reciclaje de los componentes degradados en la
autofagia se da en respuesta a la deprivacion de nutrientes en la célula, por lo que
tiene un rol importante en la homeostasis celular (Ichimiya et al., 2020, Mizushima
et al., 2002).

1.6.1 Via de senalizacion de la autofagia

El desarrollo de autofagia se divide en diferentes fases o etapas conocidas como
induccion, nucleacion, elongacion, fusién, degradacion y reciclaje (Figura 10). Se ha
reportado que en levaduras el proceso esta regulado por cerca de 40 diferentes
genes que codifican “proteinas asociadas a autofagia (Atg)”, y la mayoria de estos,
alrededor de 20, son genes conservados de igual manera en mamiferos, lo que
indica que la autofagia es un proceso evolutivamente conservado (Oshumi, 2014.
Mizushima et al., 2011. Klionsky et al., 2003.).
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Figura 10 Proceso de regulacion de autofagia. Formacion del autofagosoma a través de diferentes
complejos, llevando a la fusion y degradacion de los componentes citoplasmaticos (Tomado de Delgado.,
2016).

Induccion: La autofagia puede ser originada por diversos estimulos extra e
intracelulares, incluyendo deprivacion de nutrientes o estrés oxidativo, lo que
ocasiona la activacion del complejo ULK (ULK 102/Atg13/FIP200/ATG101). Bajo
condiciones ricas en nutrientes, el complejo mTORC1 (blanco mamifero de
rapamicina 1), interacciona con el complejo ULK, fosforilando a ULK1/2y a Atg13,
inactivandolas. Sin embargo, bajo condiciones de falta de nutrientes, esta interaccion
entre MTORC1 y el complejo ULK se disocia, resultando en la desfosforilacion de
los sitios y la induccidn de la autofagia al formar una estructura membranosa pre-
autofagosomica proveniente del reticulo endoplasmatico denominada fagdéforo
(Hosokawa et al., 2009; Hayashi-Nishino et al., 2009).
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Nucleacién: La activacion del complejo ULK causa el reclutamiento de otro
complejo al sitio de formacion del fagéforo, el complejo PI3K (fosfatidilinositol 3
cinasa), compuesto por Beclina-1/Vps34/P150/Atg14. La activacion de éste genera
fosfatidilinositol-3 fosfato (PIP3), necesario para la interaccidon de mas Atgs con la

formacion del autofagosoma (He C y Klionski, 2009).

Elongacién: Esta etapa esta controlada por dos sistemas de conjugaciéon
regidos por proteinas similares a ubiquitina (UBL por sus siglas en inglés) que
contribuyen a la expansion del fagoforo. El primero es el sistema Atg12-Atg5-Atg16.
Este sistema se forma cuando la proteina UBL Atg12 se conjuga con Atg5 de una
manera dependiente de Atg7 (enzima activadora tipo E1) y Atg 10 (enzima
conjugadora tipo E2), permitiendo asi la union de Atg16. Este complejo se asocia
con la membrana del fago6foro e induce una curvatura de este para su posterior cierre
y formacién del autofagosoma (Glick et al, 2010. Kuma et al., 2002),

El segundo sistema es el compuesto por LC3. La proteina LC3 (por sus siglas en
ingles “light chain 3”) se sintetiza como pro-LC3 (o LC3B), y es escindida por la
cisteina proteasa Atg4, originando a LC3-l. Luego nuevamente Atg7 actua,
activando a LC3-l1 y la transfiere con Atg 3 (enzima conjugadora tipo E2),
promoviendo asi, la conjugacion con fosfatidiletanolamina (PE), donde Atg12-Atg5-
Atg16 funge como enzima ligasa tipo E3, facilitando la lipidacion de LC3-I dando
lugar a LC3-ll. LC3-Il se une de manera interna y externa a la membrana del
fagdforo, donde juega un rol en el cierre del fagoforo para la formacion del
autofagosoma. De igual manera esta involucrada en la seleccion de los sustratos
que va a envolver, fungiendo como un receptor que interactua con proteinas como
P62 que “marca” a los sustratos y los guia al autofagosoma para promover su

degradacion (Costas y Rubio 2017; Parzych y Klionsky, 2014).
Fusién: Una vez formado el autofagosoma, éste se mueve de manera

dependiente de los microtubulos para fusionarse con compartimientos lisosomales

para formar al autolisosoma. Esto sucede gracias a la accidn de diversas proteinas,
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tales como VTIIB, UVRAG que activa a RAB7, Lamp 1y Lamp2 (Parzych y Klionsky,
2014).

Degradacién y reciclaje: Una vez completada la fusion, los sustratos

citosélicos englobados son degradados por las hidrolasas lisosomales, y los
productos obtenidos se liberan al citoplasma para su futura reutilizacién (Saha et al.,
2018).

1.6.2 Autofagia en cancer

Como se menciono6 anteriormente, la autofagia tiene un papel considerable en la
degradacion de organelos en mal estado, proteinas mal plegadas y en el
mantenimiento de la homeostasis celular. En el cancer, se ha reportado que la
autofagia tiene roles tanto como de supresor de tumores como de promotor, ya que
puede contribuir a la proliferacion celular (Yun'y Lee, 2018).

Asimismo, la autofagia genera un efecto inhibitorio sobre el cancer al remover
células y organelos dafiados, por lo que limita la proliferacidn celular e inestabilidad
genomica. De igual manera se ha reportado al gen de Beclina-1 como supresor de
tumor, ya que el locus del gen se encuentra suprimido en 50-70% de diferentes tipos
de cancer (Saha et al., 2018, Liang et al., 1999). Una inhibicion o deficiencia de la
autofagia causaria estrés oxidativo, por lo tanto, activacién de la respuesta de dano
al ADN e inestabilidad genémica (White, 2015). Se ha reportado también, que en
ratones knockout de proteinas Atg5 y Atg7, se genera cancer de higado a partir de
hepatocitos deficientes de autofagia, debido a dafio mitocondrial y estrés oxidativo
(Yuny Lee 2018).

En diversas y recientes investigaciones, la autofagia ha despertado interés como un
mecanismo de muerte celular, asociada, dependiente o0 mediada por la misma. En
estos casos se ha observado que la apoptosis puede actuar a la par que la autofagia
0 que la autofagia desencadene a la apoptosis (Jacobo-Herrera et al., 2019; Denton
y Kumar, 2018), por lo que este mecanismo podria ser blanco de nuevas

investigaciones para el desarrollo de tratamientos contra el cancer.
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1.7 Antecedentes

Syed y colaboradores (2016) observaron la capacidad antitumoral del extracto
acuoso de las hojas de Annona muricata (Anonnaceae) sobre diversas lineas
celulares de cancer de mama, teniendo un efecto mayor en la linea celular de cancer
de mama 4 T1, con una IC50 (Concentracion inhibitoria media) de 250 pug/mL. En
este trabajo se detecto6 induccidn de actividad apoptaética in vitro y en un modelo in
vivo de xenotrasplante en donde hubo una reduccién de tamafio de tumores en

ratones tratados con el extracto.

Laherradurina y Cherimilina-2, Acetogeninas aisladas de A. macroprophyllata por
Schlie-Guzman y colaboradores, mostraron potencial inhibitorio de proliferacion
sobre una linea celular humana de cancer de cérvix (HelLa) y de colon (SW480) /n
vitro e in vivo. Obteniendo una IC50 bajas en ambos compuestos, en especial para
el caso de laherradurina. Asi mismo, en un modelo de xenotrasplante con ambas
lineas y tratados con las dos acetogeninas, se observd una reduccion del
crecimiento tumoral de manera significativa (Schile-Guzman et al., 2009). Los
modelos de ratonson herramientas utiles para la comprension de la biologia del
tumor, asi como los factores implicados en el desarrollo tumoral, tales como

hormonas, dieta, UV, radiacion y quimicos (Bazan et al., 2004).

El grupo de investigacion de Haykal, probo que el extracto etandlico de la semilla de
A. cherimola tenia un efecto antiproliferativo sobre lineas celulares de leucemia
mieloide aguda (Mono-Mac-1, U937, KG-1). Los autores encontraron que el extracto
induce la activacion de las vias intrinseca y extrinseca de apoptosis en un
mecanismo dependiente de p53 (Haykal, et al., 2019).

Por otra parte, un compuesto analogo de acetogeninas llamado AA005, mostré
inhibicién de la produccion de ATP, bloqueando el complejo mTOR-2, induciendo en
consecuencia autofagia y arresto del ciclo celular en la fase G1 sobre células de

cancer de colon, reduciendo asi, la proliferacion celular (Lui et al., 2012).
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2. Justficacion

Las terapias actuales contra el CCR tienen desventajas en su eficacia. La
investigacion sobre nuevas moléculas antitumorales sigue siendo prioritaria para el
tratamiento del cancer. Una oportunidad son las Acetogeninas por su citotoxicidad
y efecto proapoptotico. En este trabajo estudiamos el extracto metanodlico de A.
macroprophyllata, rico en acetogeninas, como inductor de muerte celular por en las
células tumorales de cancer de colon in vitroe in vivo como una opcion terapéutica
para el CCR.
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3 Hipotesis

El extracto metandlico de Anonna macroprophyllata inhibird la
proliferacion celular in vitro y el crecimiento tumoral en un modelo de

xenotrasplante de células de CCR.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

. Determinar la actividad antitumoral que induce el extracto metandlico de
semilla Anonna macroprophyllata (E.M.A) en ensayos /n vitroy en un modelo /n vivo

de xenotrasplante de células tumorales de colon.

4.2 Objetivos particulares

» l|dentificar la presencia de acetogeninas en el extracto.
« Establecer la IC50 in vitro del extracto en la linea celular de CCR HCT116
+ Determinar la capacidad extracto de inducir autofagia in vitro.

» Evaluar inhibicion de crecimiento tumoral del extracto en un modelo in vivo

de xenotrasplante.
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5. Metodologia

51 Obtencion del extracto metandlico de A. macroprophyllata.

El extracto metandlico de la semilla de A. macroprophyillata fue proporcionado por la
Dra. Alma Rosa Gonzalez Esquinca, de la Universidad de Ciencias y Artes de
Chiapas (UNICACH).

5.2 Cromatografia en capa fina

Para obtener una aproximacion del perfil quimico del extracto de A.
macroprophyllata y comprobar la presencia de acetogeninas, se realizaron
cromatografias en placa fina en gel de silice (MERK, milipore, 105729,) de 5 x 3 cm.
Se disolvieron 20 mg del extracto metandlico de A. macroprophyllata, 1 mg de la
acetogenina annonacina (control positivo) en 1 mL de metanol, y se colocaron 5 pL
de cada muestra con capilares sobre la placa de gel de silice a 1.5 cm de distancia.
Posteriormente se eluyd la placa con una solucién cloroformo/metanol (9:1 V/V) para
después ser rociadas, por una solucion de acido fosfomolibdico al 5% disuelto en

metanol y calentadas en una placa calefactora para revelar los compuestos eluidos.
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53 Cultivo Celular

Se empled la linea celular de CCR HCT116 de la American Type Culture Collection
(ATCC) proporcionada por el laboratorio de Gendmica Funcional del Cancer
(INCAN). Las células se mantuvieron en cajas de cultivo de 100x15 mm con medio
RPMI-1640 (GIBCO, Invitrogen, 22400071), suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 10% de la marca CORNING y mantenidas en una incubadora (Thermo
Scientific) a 37°C con 5% de CO2 en una atmosfera saturada de H20. Todos los

ensayos in vitro fueron mantenidos bajo estas condiciones.

5.4  Concentracion inhibitoria media (IC50)

Se uso la técnica de ensayo colorimétrico de sulforodamina B (SRB) para determinar
la concentracion inhibitoria media del extracto sobre la linea celular HCT116. En
esta metodologia, la SRB se adhiere a residuos basicos de aminoacidos bajo
condiciones levemente acidicas y se disocia en condiciones basicas.

En placas de 96 de pozos, se sembraron las células HCT116 en 100 pL de medio
RPMI-1640 suplementado al 10% con SFB con una densidad de 10,000 células por

pozo. Posteriormente se incubaron por 24 h. para su adherencia. Una vez

transcurridas las 24 h., se retir6 el medio y se colocaron 200 pL de medio
suplementado al 2% con SFB (para evitar la competencia entre el exceso de
nutrientes y los tratamientos experimentales) con diferentes concentraciones del
extracto metandlico de A. macroprophyllata (E.M.A.) 100 pL/mL, 50 pL/mL, 25
pL/mL, 10 pL/mL, 1.5 pL/mL, 0.5 pL/mL y 0.1 pL/mL y como control células con

medio suplementado al 2% con SFB.
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Transcurridas 24 h. de exposicidon al extracto, se retiraron 100 pL del medio y se
anadieron 100 pL de acido tricloroacético (TCA) al 10% a cada pozo y se refrigerd
la placa durante 1 hora para fijar las células. Después se lavaron las placas con
agua y se tineron con SRB (MP BIOMEDICALS) durante 30 min. Luego, la placa fue
lavada 4 veces con acido acético al 1%; finalmente se dejaron secar a temperatura
ambiente y se afnadieron 200ul de Tris base 10 mM (Promega, USA) con pH 10.5
para solubilizar el colorante. EI numero de células viables es directamente
proporcional a la cantidad de colorante disuelto, por lo que se determin6 la
supervivencia celular a través de la densidad éptica (DO) la cual se mididé en un
lector de microplacas (EPOCH, Biotek) a 510 nm. La IC50 se determiné a partir de
una grafica dosis-respuesta gradual con el software GraphPad Prism version 8.0.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

5.5 Extraccién de proteinas

Se realizaron diferentes extracciones para la obtencion de proteinas. Para ello, la
linea celular HCT116 se mantuvo en placas Petri (100x15mm) con una confluencia
celular del 80% con las condiciones ya mencionadas y con 24 h. de adherencia.
Posteriormente las células fueron expuestas a tratamiento usando la IC50 obtenida
del E.M.A por 4, 8, 12y 24 h. El control negativo fueron células sin tratamiento y el
positivo de autofagia (Cloroquina).

La extraccion se realizo bajo la técnica de buffer RIPPA adicionado con un coctel de
proteasas Complete (Roche, #11697498001). Para todas las extracciones,
destinadas se agregaron 100 pl de buffer RIPPA, posteriormente las células fueron
lisadas con ayuda de una espatula o “scrapper”. El sobrenadante se recuperd en un
tubo eppendorff de 600 ul y fue agitado por 15 segundos cada 5 min. durante 30

min.
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en un Vortex-Genie 2. A continuacion, los conglomerados celulares fueron
disgregados manualmente con la ayuda de una jeringa de 1ml. Para finalizar, el
lisado celular fue centrifugado por 20 min. a 12,000 rpm a 4°C, el sobrenadantefue
recuperado en otro tubo de 600 ul y la cuantificacion de proteinas se llevd a cabo
con el método colorimétrico de Bradford (Sigma-Aldrich) en espectrofotdmetrode

microplacas (Epoch, Biotek) con una longitud de onda de 595 nm.

5.6 Western Blot

Para detectar y medir el nivel de expresion de las proteinas involucradas en la via
de senalizacion de autofagia, se utilizo la técnica de Western Blot. Se emplearon 30
Hg de proteinas, las cuales fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE
utilizando el equipo Mini-PROTEAN Tetra System (BioRad) a 80 volts por 1 h.y 100
volts por 2-3 h. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PDVF) con un poro de 0.45 pm mediante transferencia
semi-seca en un equipo Trans-blot turbo (BioRad) a 20 volts por 30 min. Al terminar
la transferencia, la membrana de PDVF fue bloqueada con unasolucién de leche libre
de grasa al 5% en TBS-Tween 0.1 % (Tris 20mM, NaCl 150mM) por 2 h.
Posteriormente se hicieron 3 lavados de 10 min con TBS- Tween 0.1% y se incubo
durante toda la noche con el anticuerpo (Ab) primario correspondiente a la proteina
a detectar (Tabla 4). Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del Ab primario,
se realizaron tres lavados con TBS-Tween0.1% y seincubd con el anticuerpo
secundario correspondiente, acoplado a peroxidasa de rabano (Horseradish
peroxidase, HRP) por 2 horas. Después de 3 lavados con TBS-Tween 0.1% de 10
min y un lavado de TBS (Tris 20mM, NaCl 150Mm), se utilizd el sustrato
quimioluminiscente SuperSignal West Femto Maximun Sensitivity Substrate
(#34095, Thermo Scientific). La deteccion de los inmunocomplejos se realiz6é a
través del digitalizador C-Digit Blot Scanner (Li-COR) empleando el software
ImageStudio.
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Anticuerpo No. catadlogo Ab secundario

LC3 2775s Anti-rabbit

Beclin-1 3738s Anti-rabbit

SQSTM1/P62 5114s Anti-rabbit

ATG3 sc-130968 Anti-rabbit

Beta Actina sc-47778 Anti-mouse
Anti-mouse IgG-HRP 7076s
Anti-rabbit IgG-HRP 7074s

Tabla 3 Listado de anticuerpos utilizados para Western Blot para la deteccién de proteinas involucradas en
lavia de sefializacion de autofagia.

57 Modelo In vivo

Para determinar si el E.M.A era capaz de afectar el crecimiento tumoral en un
modelo in vivo, se realizd en primera instancia un ensayo para obtener la dosis letal
media (DL50) del extracto para establecer las dosis experimentales a administrar

para el ensayo de xenotrasplante de células HCT116.

i. Dosis Letal Media (DL50)

Se determiné la dosis letal 50 (DL50) del compuesto con base al criterio 425 de la
OECD (2008). Se utilizaron ratones macho de la cepa Fox1"/Fox1", de 6 a 8
semanas de edad y con un peso promedio de 20 a 22 gramos, los cuales fueron
obtenidos y almacenados por el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y de la Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Los ratones se mantuvieron en las
siguientes condiciones:

« Ciclos de luz y obscuridad (12/12h).

» Temperaturade 23 £ 2 °C.

* Aguay alimento Ad libitum.

« Alojamiento en jaulas de polipropileno
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El ensayo consistio en la administracion de dosis en una concentracion
progresiva: 1.75, 5.5, 17.5, 55, 175, 550 y 2000 mg/kg de peso del ratdon, de

acuerdo con los lineamientos de la OECD. Siguiendo dichos lineamientos, se
administré E.M.A diluido en solucién inyectable por via intraperitoneal a grupos
de 3 ratones por dosis, y fueron observados con especial cuidado durante las
primeras 4 horas post administracién y cada 24 h. en un total de 14 dias. Se
registré el numero de muertes por cada dosis y en el caso de los animales
moribundos fueron sacrificados y registrado como muertes dentro del
experimento. Por otro lado, se observo si los individuos presentaron pérdida de
peso corporal, cambios de comportamiento o apariencia fisica, tales como
temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargia, ojos cerrados, sangrado
entre otras. Se dio por concluido el ensayo cuando tres animales sobrevivieron
de manera consecutiva a una dosis empleada. La DL50 fue calculada de acuerdo
con el criterio de Chinedu y colaboradores (2013), donde se utilizan las dosis
establecidas por la OECD en la siguiente formula:

P |_Mu * MI l

.t

Donde M ¢ = la dosis mas alta de sustancia de prueba que no dio mortalidad,

M 1 = dosts mas baja de sustancta de prueba que dio mortalidad.
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ii. Xenotrasplante con linea Celular HCT116

Para la induccion de los xenotrasplantes, los animales fueron inoculados via
subcutdnea en el flanco derecho de cada ratdén con 1.5 millones de células HCT116
(Figura 11), las cuales fueron contadas en cdmara de Neubauer, empleando como
vehiculo 200uL de medio RPMI al 10% de SFB. Los ratones inoculados fueron
monitoreados diariamente hasta que la aparicion de la masa tumoral alcanzara un
volumen no mayor a 25 mm3. La mediciéon de la masa tumoral se realizé6 con un
vernier digital y una vez alcanzado el volumen esperado se inicio con la
administracion del E.M.A via intraperitoneal de acuerdo con los grupos
experimentales de la tabla 5, con 5 ratones por tratamiento. Los ratones fueron

mantenidos bajo las mismas condiciones que el ensayo de dosis letal media (DL50).

Tratamientos Dosis

Dosis Media 3.5 mg/kg E.M.A 1 vez x semana

Dosis Alta 7.75 mg/kg E.M.A 1 vez x semana
Control Sin tratamiento
Control positivo Cis platino 2 mg/kg

Tabla 4 Tratamientos empleados para el modelo in vivo de xenotrasplante. Las dosis fueron seleccionadas
con base en el ensayo de dosis letal media (DL5)0.

La masa tumoral fue medida cada segundo dia durante 21 dias usando la férmula:
V =n/6 x (diametro mayor x [didmetro menor]?). Una vez terminado el tratamiento
los ratones fueron sacrificados en camara de CO2 para después obtener la masa
tumoral, medirla y pesarla. Finalmente fue seccionada y preservada en solucion de

formalina.
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.

Figura 11 Inoculacién de células HCT116 para el modelo in vivo de xenotrasplante
ymedicion del crecimiento de la masa tumoral con vernier digital

33




6. Resultados

6.1 Deteccion de acetogeninas en el extracto metandlico de A.
macroprophyllata

Para obtener una aproximacion perfil quimico del extracto y determinar la presencia
de acetogeninas en el extracto, se compar6 la elucion del E.M.A con una
acetogenina, la annonacina. Como se puede observar en la figura 12, se aprecian
bandas con un mismo factor de retencion (RF) en el control como en el E.M.A
sugiriendo la presencia de annonacina en el extracto o de compuestos con

estructura molecular similar.

Rf: 0.58

RF: 0.58 @

A B

Figura 12 CCF de E.M.A con annonacina Fase movil: Cloroformo-
metanol (9:1). Reactivo revelador acido fosfomolibdico al 5% en
Metanol. A) Annonacina B) E.M.A
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6.2 Concentracion inhibitoria 50 (IC50) del extracto sobre una linea
celular de CCR HCT116

Con respecto a la citotoxicidad del extracto sobre una linea celular de CCR, se
observaron los valores de la absorbancia obtenida del colorante SRB adherido a las
células vivas. Se puede apreciar que éstas disminuyeron en funcion del incremento
de la concentracion del extracto y el tiempo de exposicion. Como se aprecia en la
figura 13, se obtuvo una IC50 de 28.66 pg/mL cuando las células fueron expuestas
durante 24 h. y de 14.47 pug/mL durante 48 h.

HCT116 HCT116
E. MetOH A. macroprophyliata 24 horas E. MetOH A. macroprophyllata 48 horas
100 - - 100
50 = / 90-
B0 80+
o - / 8 70~
€ G- Cmm EE | S 60+ _
ICH0: 28 wmb 9 IC50: 14.47 ug/mL
E I o J "m Lg Y O BOm e p'g .................................
2 40+ [ 2 401
E a0 f‘- £ 304
20m / 20~
10 o ___.,x’ 104
04 — 1 0 T T 1
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
ug/mL Extracto ug/mL Extracto

Figura 13 Concentracién inhibitoria media del E.M.A sobre linea celular HCT116

Los resultados obtenidos demuestran que el E.M.A promueve la inhibicion de la
proliferacion celular y es dosis/tiempo dependiente. Se empleo una concentracion
de 30 microgramos por mililitro de E.M.A para los estimulos de la extraccion
proteica.
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6.3 El extracto metanolico induce autofagia sobre la linea celular
HCT116 in vitro
En la autofagia existen proteinas esenciales que participan en la induccién y en las
diferentes etapas del desarrollo del proceso de formacion del autofagosoma y el
reciclaje de biomoléculas. Tales proteinas incluyen a: Beclina-1, Atg 3, P62, LC3 |y
LC3 Il, por lo que se consider6 de relevancia conocer su nivel de expresion a nivel

de proteina.
Basal cQ 4h. 8h. 12h. 24h.

Beclina 1 ~ — - —— o L — 60 kDa

. ” B B B SR 40 kD2
— »

LC3 | — 18 kDa

P T S Sl e . 16D

Figura 14 Deteccion de las proteinas en la linea celular HCT116 involucradas en la via molecular de
autofagia mediante Western Blot, a 4, 8, 12 y 24 horas de exposicién al E.M.A.

En la figura 14 se observa en las células HCT116 estimuladas con el extracto
metandlico, la hiperlipidificacion de LC3l a LC3Il a partir de las 8 horas (banda
inferior con mayor deteccidon) de exposicion. El papel de LC3 es promover la
formacion y cierre del autofagosoma, lo que indica mayor actividad de flujo
autofagico. Con respecto a las demas proteinasdetectadas no se aprecia diferencia
notable frente a la exposicion a E.M.A, salvo enel caso de P62, en donde se observa
disminucion a las 24h, lo que estaria en concordancia con el aumento de LC3 Il, ya
qgue, a mayor actividad de autofagia, menor cantidad de P62 en el citoplasma, pues
esta involucrada en la seleccidon de material que va a ser degradado dentro del auto

fagolisosoma.
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Los Western blots de las proteinas a detectar, fueron realizados por triplicado, y se
determind la densitometria dptica relativa usando el programa Image J. En la figura
15 se observa que unicamente se encontraron diferencias significativas en la
deteccion de LC3 Il a las 8, 12 y 24 horas de exposicion del E.M.A. Sin embargo,
se puede notar que en el caso de p62, se aprecia la ligera diminucién a las 24 horas

de exposicion obtenida en los blots.

10, * %k %k

(o]
]

Densitometria relativa

Figura 15 Densitometria relativa de la deteccion de proteinas seleccionadas de la via de sefializacion de
autofagia en la linea celular HCT116 expuestas al E.M.A. Los valores de P fueron
determinados por test de ANOVA, *** P <(0.0001, **P <0.0005.
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6.4 El extracto reduce el crecimiento de tumores in vivo.

Con el objetivo de determinar el efecto del E.M.A. sobre condiciones in vivo, se
realiz6 un modelo murino de xenotrasplante para evaluar el efecto antitumoral en un
organismo, el cual revisado y aceptado por el comité de bioética del CICUAL
INCMNSZ, No. CINVA#1932-19-21-1.

Dosis N. De ratones N. De muertos

175 mglkg 3 <‘x" ¢ x“ ¢ \x_,
55 mg/kg 3 <x‘, <x., <x_,
17.5 mg/kg 3 <x‘ <‘x" <x_

10 mg/kg 3 <\.,. <‘x" <x_

5.5 mg/kg 3 <\;, <~:,‘ <\:*,

-

1.75 mg/kg 3 <\,',’,';-;- <\:,_ <\:...

Figura 16 Dosis letal Media (DL50) del E.M.A sobre los ratones Fox1™/Fox1™. Las cruces rojas indican
aquellos ejemplares que fallecieron por la administracion del extracto

Para esto, se determin6 en primera instancia la toxicidad del E.M.A en ratones de
la cepa Fox1"W/Fox1ny, para poder delimitar los tratamientos experimentales del
extracto. En la figura 16 se describen las dosis utilizadas para la obtencion de la
dosis letal media. A partir de la dosis de 5.5 kg/mg todos los animales sobrevivieron.
Usando la férmula de Chinedu y colaboradores del 2013, se determind que la dosis
letal media del E.M.A de 7.75 mg/kg.

Obtenida la dosis letal media, se definieron los tratamientos, 7.75 kg/mg como dosis
alta, con una administracion semanal, y 3.5 mg/kg como dosis media, con un grupo

experimental de una administracion por semana. Posteriormente, ya establecidos
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los grupos experimentales, se procedid con el modelo de xenotrasplante. Se
inocularon 1.5 millones de células HCT116 resuspendidas en 200 microlitros de
medio RPMI de manera subdérmica en el flanco derecho de los ratones.

El volumen tumoral fue medido cada segundo dia y una vez que alcanzaron un
volumen de entre 25 y 30 mm3, empezaron a ser tratados con el E.M.A disuelto en

solucion inyectable.

800+ Crecimiento tumoral
™
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Figura 17 Volumen del crecimiento tumoral en el modelo de xenotrasplante de la linea celular HCT116. S/t
sin tratamiento, Cis. Cis-platino 2mg/kg, D.M Dosis media 3.5 mg/kg, D.A Dosis alta 7.75 mg/kg. Los
valores de P fueron determinados por test de ANOVA de dos factores *P<0.04

En la figura 17 se pueden observar las progresiones de crecimiento para los
diferentes grupos experimentales. Se aprecia que las dos dosis administradas de
E.M.A disminuyeron de manera significativa el volumen de los tumores al cabo de
los 21 dias en comparacion con el grupo que no tuvo ningun tratamiento, siendo
administracién semanal de la dosis alta, el grupo en donde hubo menor crecimiento,
por debajo delos tratados con la dosis media una vez por semana. Sin embargo, el
grupo tratadocon Cis-platino (medicamento de referencia), fue el que presento la

mayor inhibiciénde crecimiento.
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Figura 18 Volumen y masa total final de los tumores extirpadas de los ratones al finalizar el tratamiento.
Los valores de P fueron determinados por test de ANOVA, *** P <0.0006, **P <0.0045.

De igual manera ese patron observado en los crecimientos de los tumores se
aprecia en los volumenes y pesos finales de éstos (Figura 18), tras ser extirpados
de los ratones. Se observan diferencias significativas entre el grupo sin tratamiento y
los grupos tratados con E.M.A, siendo el grupo con una dosis alta de administracion,
semanal, en donde hubo una menor masa tumoral, tanto en volumen como en peso.
Cabe resaltar que no se observo ningun signo de toxicidaddel extracto sobre los

ratones, ni pérdida de peso.
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Figura 19 Imagenes representativas de 1os grupos experimentales de ratones del ensayo de xenotrasplante. A)
Sin tratamiento, B) Cis-Platino, C) Dosis Media, D) Dosis alta.

En la figura 19 se pueden apreciar a ratones representativos de los grupos

experimentales del xenotrasplante. En las fotografias se observa la reduccién de

crecimiento en la masa tumoral en aquellos organismos tratados con el E.M.A en

sus diferentes concentraciones en comparacion con el grupo que no tuvo ningun

tratamiento. No obstante, el grupo que presentd mayor reduccion fue en donde se

administré Cis-Platino.
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7. Discusion.

La pérdida de sefiales de induccion de muerte celular es una de las caracteristicas
distintivas en el desarrollo del cancer colorrectal (Marmol et al., 2017, Kolligs et al,
2016, Kupiers et al., 2015,). Diversas investigaciones realizadas se han enfocado a
la busqueda de productos naturales obtenidos de plantas de la familia Annonaceae
como alternativas para el tratamiento del cancer colorrectal debido a la eficiencia de
un 50% los tratamientos actuales (Argilés et al., 2020, Syed et al., 2019, Haykal et
al., 2019, Pumiputavon et al., 2019, Elhawari et al., 2013). En este proyecto se
evalud la capacidad de un extracto metandlico de Annona macroprophylata de
inhibir la progresiéon tumoral de una linea celular de CCR in vitro e in vivo, al

estimular el proceso de autofagia e inducir muerte celular.

Las plantas pertenecientes a la familia Anonnaceae se caracterizan por contar con
la presencia de Acetogeninas (metabolitos especializados derivados del
metabolismo secundario de la planta), a las cuales se les han atribuido propiedades
anti proliferativas sobre diferentes lineas celulares de cancer (Serijeyagowri et al.,
2019, Mangal et al., 2016, Sun et al., 2014, McLaughlin, 2008, Oberlies et al., 1995).
En el presente trabajo utilizamos al metanol para extraccion de acetogeninas,
debido a su alto rendimiento y garantizar la presencia de acetogeninas (Aguilar-
Hernandez et al., 2022, Krisanti, et al., 2021, Castro et al., 2010). En la cromatografia
de capa fina realizada del E.M.A, se muestra contenido de Acetogeninas o

compuestos con estructura quimica similar.

El extracto presentd actividad anti proliferativa, teniendo una concentracion
inhibitoria media de 28.66 ug/mL y 14.47 ug/mL a las 24 y 48 horas de exposicidon
respectivamente, demostrando una inhibicién dosis-tiempo dependiente, lo cual
contrasta con lo obtenido por Elhawary y colaboradores en 2013, quienes reportaron

la capacidad antitumoral de extracto etandlico de 4 diferentes especies de annonas,
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sobre 3 lineas celulares de carcinoma de mama, carcinoma de higado y carcinoma
de colon respectivamente, obteniendo valores de IC50 entre 8 y 24 ug/mL tras 24
horas de exposicion. De igual manera, Anatole et al., en el 2014, reportaron la
actividad anti proliferativa del extracto etandlico de las raices y hojas Annona
muricata, sobre una linea celular de leucemia, causando inhibicion con una IC50
con un rango de 9 a 14 yg/mL a las 48 horas de exposicion, lo cual es similar a la
concentracion obtenida con el E.M.A. En ambas investigaciones, los autores
atribuyen esta inhibicion a la induccion de muerte celular por apoptosis,
principalmente por la actividad que presentan las Acetogeninas sobre la cadena de
transporte de electrones a nivel mitocondrial, sin embargo, estudios recientes
plantean la capacidad de las acetogeninas de promover el proceso de autofagia y

conducir al arresto y/o muerte celular (Han et al., 2015, Liu et al., 2012,).

La autofagia es un proceso celular inducido principalmente por falta de nutrientes a
disponibilidad de la célula, regulado por diversas proteinas que se encargan de la
sintesis de novo de vesiculas intracelulares (autofagosomas) que secuestran
material citoplasmatico para su degradacion y/o reciclaje lisosomal (Parzych y
Klionsky, 2014, Yang y Klionsky, 2010, Itakura y Mizushima 2010). La LC3-Il (forma
conjugada con PE de LC3) juega un papel central para el cierre y maduracion del
autofagolisosoma y es considerado como un marcador de actividad de autofagia
(Tanida, 2011, Kabeya et al., 2000). Adicionalmente se ha descrito que p62 esta
involucrado en el transporte de las biomoléculas hacia los autofagosomas de una
manera similar a la ubiquitinizacién, por lo que se le considera como un reportero
de actividad autofagica cuando ésta se encuentra en menor cantidad en el
citoplasma (Liu et al., 2016, Korolchuk et al., 2009).

En este trabajo, se analiz6 un perfil de proteinas que forman parte de la cascada de
sefalizacion para el desarrollo de la autofagia en la linea celular HCT116 de CCR,
y se observd, que a partir de 8 horas de exposicion frente al E.M.A, aumenta la

deteccién de LC3-1l de manera considerable, asi como una apreciable disminucion
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para p62 a las 24 horas, lo cual indica un aumento de actividad de autofagia a pesar

de que no se observan cambios en la deteccion de las demés proteinas evaluadas.

No se encontro literatura en donde se reportara la capacidad de inducir autofagia de
extractos de ejemplares de la familia de Annonaceae, sin embargo, el equipo de
investigacion de Liu, en 2012, sintetiz6 una molécula mimética de Acetogeninas
denominada7 AAQ05, que presento la facultad de inhibir la actividad de mTOR, y en
consecuencia causar autofagia en células de CCR, determinado por un aumento en
la deteccion de LC3-II por western blot, Io cual concuerda con el resultado obtenido
con la misma proteina en el presente trabajo. De igual manera Han y colaboradores
en 2015, mostraron que AA005 induce muerte celular por apoptosis en CCR,
actividad previamente establecida por varios autores con acetogeninas
convencionales (Jacobo-Herrera et al., 2019, Gaviria-Calle et al., 2018, Mangal et
al., 2016, Sun et al., 2014 Abe et al., 2008, Bermejo et al., 2005.), por lo que
posiblemente el E.M.A tenga capacidad anti proliferativa al inducir muerte celular

asociada a autofagia y apoptosis.

El cancer es una enfermedad compleja, en la que se ven involucradas interacciones
entre células transformadas con mutaciones oncogénicas y constituyentes celulares
aledafos, por lo que, en cultivos celulares, procesos tumorigénicos, tales como
angiogénesis, metastasis o desregulacion energética son imposibles evaluar (Frese
y Tuveson, 2007). No obstante, el desarrollo de modelos de xenotrasplante permitio
la valoracion in vivo de tejido tumoral y lineas celulares en ratones

inmunocomprometidos (Kendalll et al., 2006).

Por tales motivos, se realizd un modelo in vivo de xenotrasplante con la linea celular
de CCR de HCT116 en ratones, donde se observo que el crecimiento de la masa
tumoral disminuyo6 en aquellos grupos experimentales tratados con el E.M.A, con un
comportamiento dosis dependiente, siendo la concentracion de 7.75 mg/kg la que
tuvo mayor reduccion del tamafio de los tumores en comparacion de los ejemplares

del grupo sin tratamiento durante los 21 dias de duracién del modelo. Sin embargo,
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el grupo experimental de los organismos que fueron tratados con un compuesto
quimioterapéutico, el cis-platino fue el que presentdé la mayor inhibicion de
crecimiento de la masa tumoral. Este patron se mantuvo en los resultados
adquiridos en cuanto al peso y el volumen finales de los tumores extirpados de los
organismos una vez sacrificados tras el término del modelo. Siendo el grupo tratado
con cis-platino los que presentaron el menor crecimiento y volumen, seguido de la

dosis alta y la media de tratamiento con E.M.A.

Hamizah y colegas, en el 2012, probaron el efecto antitumoral del extracto etandlico
de A. muricata, sobre un modelo in vivo de cancer de piel, demostrando su
capacidad quimio-protectora e inhibitoria al evitar la formacion y el crecimiento de
tumores de manera significativa en los grupos tratados con su extracto desde una
concentracion de 30mg/kg, aplicado de manera tépica. Los autores atribuyen el
efecto principalmente a la presencia de acetogeninas en el extracto, incluyendo a la
annonacina, la cual se ha reportado que se encuentra presente en diversas
especies de annonas (Duran et al., 2021, Jacobo-Herrera et al.,, 2019), y que
aparentemente se encuentra en el E.M.A como se observa en los resultados
obtenidos en la CCF realizada en el presente trabajo. Asi mismo, en una
investigacion realizada por Dai y colaboradores en 2011, se demostro la capacidad
inhibitoria de un extracto del fruto de A. muricata sobre el crecimiento tumoral de un
modelo de xenotrasplante de cancer de mama, reduciendo el peso tumoral en un
32% durante 5 semanas de tratamiento. Resultados que contrastan con la inhibicién
del crecimiento de la masa de tumoral por parte del E.M.A en el trabajo aqui
expuesto.

También, nuevamente con un extracto de A. muricata, Torres y colaboradores en
2012, obtuvieron que la aplicacion de éste, sobre un modelo in vivo de cancer de

pancreas, disminuia su capacidad metastasica al inhibir el metabolismo celular.

En conjunto, los autores antes mencionados, concuerdan en el posible mecanismo

de accion sugerido por el cual se esté presentando tal inhibicion de crecimiento
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tumoral in vivo. Donde debido a la citotoxicidad que presentan los compuestos
encontrados en las Annonas, incluyendo a las acetogeninas, actua inhibiendo
diversas vias de sefializacion involucradas en la regulacibn de metabolismo,
metéstasis, arresto de ciclo celular e induccién de muerte celular. Propiedades
bioldgicas que probablemente tenga el E.M.A., y, que, debido a los resultados
obtenidos, podria estar dandose el caso de induccion de muerte celular relacionadao

asociada a la autofagia.

Con base en lo publicado por Denton y Kumar, en 2019, la manera en que la
autofagia se relaciona con la muerte celular puede ser por muerte celular asociada,
donde la induccion de la autofagia coincide con la induccion de muerte por apoptosis,
sin tener un rol activo sobre esta; muerte celular mediada, cuando la induccion de
autofagia desencadena a la apoptosis, y muerte celular dependiente de autofagia, la
cual que se da de manera independiente a la accion de la apoptosiso necrosis. Sin
embargo, a pesar del vasto entendimiento existente con respecto a la regulacion del
proceso de autofagia y su involucramiento en diferentes procesos intracelulares, el
rol y la mecanica molecular envuelta en la muerte celular dependiente de autofagia

han sido pobremente determinados.

Actualmente, el papel que juega o podria jugar la autofagia dentro del desarrollo del
cancer, es un tema de discusion constante, debido a los roles contradictorios en la

iniciacién y progresion tumoral demostrados en diversas investigaciones.

Se ha reportado que la inactivacion de proteinas involucradas en el proceso
autofagico como Atgl7, Atg5 y Atg7, inhibe el crecimiento tumoral in vivo de cancer
de mama y previene la progresion maligna de carcinoma de higado en hepatoma
respectivamente (Wei et al., 2011, Takamura et al., 2011), lo que sugiere que la

autofagia puede estar promoviendo la progresion tumoral.

De igual manera, se ha descrito que las células cancerigenas se apoyan en la

autofagia en diversas situaciones para poder subsistir. En condiciones de hipoxia,
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la autofagia es sobre estimulada para que las células tumorales puedan sobrevivir
(Degenhardt et al., 2006), y se ha observado que la autofagia funciona como un
mecanismo de resistencia frente a distintas terapias anticancerigenas (Amaravadi,
2009, Xie et al., 2013, Dorr, et al., 2013) como lo reportado por Bary y colaboradores
(2012), los altos niveles de autofagia basal para sobrevivir a la inhibicion de mTOR

sobre células de carcinoma renal.

Sin embargo, también existen diferentes estudios que apoyan a el rol de la autofagia
como un proceso supresor de tumores. Se ha reportado que la inhibicion alélica en
ratones de Beclina-1, reduce considerablemente la actividad autoféagica, y, en
consecuencia, los hace méas susceptibles al desarrollo de tumores espontaneos,
tales como linfomas, carcinomas de pulmon, carcinomas hepatocelulares y lesiones
mamarias precancerosas (Lin y Baehrecke, 2015). De igual manera se ha
demostrado que el gen de Beclina-1 se encontraba suprimido en un rango de 40%
a 75% de lineas celulares tumorales de prostata, mama y ovario (Choi et al., 2013),
y se ha corroborado que la deficiencia en autofagia ocasiona estrés oxidativo, lo
cual activa respuesta de dafio al DNA e inestabilidad gendmica causa bien

documentada de iniciacion y progresion del cancer (White, 2015).

A la fecha no se ha definido el papel de la autofagia en el cancer, y se ha planteado
gue puede tener efecto supresor o promotor tumoral dependiendo del momento o la
etapa de la progresion tumoral que esté ocurriendo. En los resultados obtenidos en
esta investigacion, encontramos que el E.M.A es capaz de inhibir la proliferacion en
la linea celular de cancer de colon HCT116. Probablemente, esta inhibicion de
proliferacion sea atribuible a la capacidad de induccién de autofagia que igualmente
presentd el extracto, ocasionando muerte celular dependiente de autofagia o
asociada al estar ocurriendoa la par que se da el mecanismo de apoptosis o0 que

ésta misma este induciendo a la apoptosis.

Asi mismo el extracto demostro tener la capacidad de inhibir el crecimiento de masa
tumoral en un modelo in vivo, donde posiblemente se esté presentando un efecto,

sin embargo, seria recomendable evaluar si la apoptosis se esta llevando a cabo
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tanto in vitro como in vivo tras la exposicion o administracion del E.M.A, lo cual
tendria concordancia con las publicaciones enfocadas a la toxicidad de los
compuestos presentes en las especies de la familia Annonaceae, principalmente las
acetogeninas. No obstante, dilucidar el perfil quimico del resto de compuestos del

extracto con posible actividad biolégica sobre el cancer seria adecuado.

Este trabajo sienta las bases de la propiedad antitumoral del extracto metandlico A.
muricata, especie poco reportada en la literatura cientifica, teniendo potencial para
nuevas investigaciones en la busqueda de alternativas mas eficientes al cancer

colorrectal.
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8. Conclusiones

La cromatografia de capa fina junto con antecedentes bibliograficos sugiere
la presencia de acetogeninas en el extracto metandlico de semilla Annona

macroprophyllata.

Se determin6 que el E.M.A inhibe la proliferacion celular sobre la linea de

cancer colorrectal HCT116.

Se comprobd que el extracto induce el proceso de autofagia in vitro al
aumentar considerablemente la deteccion de la proteina marcadora de

autofagia LC3-Il y reducir la de P62.

El extracto reduce el crecimiento de la masa tumoral en un modelo in vivo de
xenotrasplante con la linea celular HCT116
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