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1. RESUMEN
Opuntia ficusindica (OFI), comunmente conocido como nopal, es una planta de origen mexicano
rica en compuestos bioactivgsjncipalmente antioxidanteque se ha reportado tienen diversas
funciones benéficas en el organismo, que van desde la prevencion y/o tratamiento dedd,obesid
efectos antinflamatorios y preventivos de enfermedades autoinmunesrdiovasculares
metabdlicasy recientemente se han estudiado sus efectos sobre @@ot@soss Uno de los
grupos de compuestos corayor presencia en el nosn los polifenoles, los cuales se definen
como metabolitos secundarios de las plantas, cuya estructura base esta conformada por anillos de
benceno con iones hidroxilo unid&e ha reportado ques polifenoles presentes en Qkenen
efecto citotoxico yla capacidad de inducir apoptosislareas celularede cancer de colon. Sin
embargo, es necesario indagar en los efegtogxicos sobre las células cancerodaglichos
compuestosasi como el rol que juega el sistema inmune en la citotoxicidad dadpar los
mismos,y determinar si las dosis en las que funcionan atacando el tumor no tiene efecto alguno
sobre células del sistema inmune. Ademas, se desconoce el efetdmanrdil del tratamiento en
ratones inmunocompetentes portadores de tuRr.b tanto, el objetivo de este trabajo fue
determinar si los extractos ricos en polifengessentes en OFI inducen citotoxicidad en células
mononucleares de sangre periférfP8MCs)y en lineaselulares de cancer de colon humano
(Cacae2 y HT-29) y murino(CT-26), asi como el rol gueega el sistema inmunoldgico en este
mecanismo de muerte y su efestovitro e in vivo. Finamente, este trabajo buscé comparar los
métodos de extraccibbomunmenteutilizados, y sieste, afecta en la inmunogenicidad de la

muerte.



2. ABSTRACT
Opuntia ficusindica (OFI) commonly known as nopal, is a plant of Mexican origin that is rich in
bioactive compoundsnainly antioxidantsyhich have been reported to have various beneficial
functions in the body, ranging frothe prevention and / or treatment of obesity, autoimmune
cardiovasculaand metabolicliseases. More recently it has been shown that it possesses cytotoxic
effects on tumor cellf?olyphenols ar¢ghe most abundamompoundgpresentwith the greatest
pres@ce inthe cactusThese are defined as secondary metabolites of plants, whose base structure
is made up of benzene rings with attached hydroxyl ibhas been reported thiweypolyphenols
present in OFhave cytotoxic effestand the ability to indue apoptosis in colon cancer cells.
However, it is necessary to investigate the effects of these compounds, and to determine if the
doses in which they work by attacking the tumor have no effect on cells of the immune system.
Furthermore, the antumor efect of treatment in tumdrsearing immunocompetent mice is
unknown.Therefore, the objective of this work was to determine if the polypheitbl®extracts
present in OFI induce cytotoxicity in peripheral blood mononuclear @8 Cs)and in human
colon @ancer cell lines (Cae@ and HF29) and murine (CF26), as well as the role that the
immune system plays in this death mechanism and its effect in vitro and in vivo. Finally, this work
sought to compare the commonly used extraction methods, and wheheaffécts the

immunogenicity of death.



3. ANTECEDENTES

3.1Céancer

El cancer se define como términogenérico para un gran grupo de enfermedagespuede

afectar casi cualquier parte del cuerpo y se caracteriza por el crecimiento de células anormales mas
alld de sudimites habitualesy que ademas tiene la capacidad de invadir partes adyacentes del
cuerpo y/o diseminarse a otros organos (WorldItHe@rganization, 2018). A la fecha, es
consideradda segunda causa de muerte a nivel mundial, reportandose 9.6 millones de muertes
asociadas a cancer en 2018. Dentro de los tipos de cancer con mayor incidencia se encuentran

pulmon, mama, colorrectal, mpiata y estdmago (GLOBACAN, 2018).
3.1.2Cancer de colon.

El cancer de colon (CRC), o colorrectal, incluye cualquier tipo de neoplasia de colory recto
apéndiceel cual se caracteriza por la aparicién de pélipos dentro de los érganos mencionados
(NIH, 2019). A la fecha, CRC se encuentra en el tercer tipo de cancer con mayor incidencia y
como el segundo mas agresivo en cuestiones de muerte, representando, en 2018, 1 de cada 10
casos de cancer y muertes (GLOBACAN, 2018; Siigi, Pandey, Singh & Sirvasta 2019).

Transverse colon
I 1
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Figura 1. Clasificacién anatomica deblon (CDC, 2020Q)



Los factores de riesgo para la aparicion de CRC, tanto ambientales como genéticos, son los
siguientes:

a) Antecedentes heredofamiliares-28% de los pacientes con CRC presentan antecedentes
de enfermedades relacionadas con el colon, como enfermedades inflamatorias intestinales,
reflujos, etc.

b) Consumo de alcohol y tabaaan consumo moderadamumenta en un 20 el riesgo de
aparicion de CRC, mientras que el consumo cronico eleva el riesgo hasta en un 50%.

c) Aumento de peso: el aumento de peso relacionado con un aumento en el % de grasa
corporal, asi como la presencia de enfermedades asociadas al estilo d®miolda
diabetes mellitus tipo 2, se ha convertido de uno de los principales factores de riesgo para

la aparicion de CRC en edades tempranas (Kuipers et al., 2015).

3.1.2.1Tipos moleculares de CRC.
El desarrollo de CRC podria relaciorarse con ewentos @néticos como mutaciones y
modificacionesepigenéticagjue participaro se relacionaen la transformacion de células sanas

para el desarrollo del tumor.

En este sentiddasinestabilidadegn el genoma se identifican como una caracteristica molecular
central que conduce a la acumulacion de otras aberraciones genéticas potencialmente responsables
de la aparicion de CRC (Singh, Rai, Pandey, Singh & Sirvastava, 2019). A |asiec!¥tipos d
inestabilidades gendmicas las mayormente descritas para el desarrollo y progresion de CRC:

- Via CIN: representa alrededor del 85% de los tumores en este 6rgano y se caracteriza

principalmente por la perdida de los genes supresores de tumor APC.

- ViaMSI:se caracteriza paiteracionegn microsatelites sin alterar la estructura o cambios
numeéricos en el genomesta visse presenta en aproximadamente58b Hel total de los
tumoresen colon. Las principales mutaciones en esta via se presentan enneh siste
reparacion de errores de apareamiento (MMR) o0 inactivacibn somatica por

hipermetilaciones del promotor en el gen MLHL1.



- Via CIMP: mejor conocido como el fenotipo metilador de islas CpG, representa
aproximadamente el 280% del total de CRC, predomaindo en mujeres; de los cuales,
un 30 a 40% se desarrollan en la zona proximal del colon, mientras que el resto se
caracterizan por aparecer en la parte distal de dicho érgasdumores dentro de esta
clasificacién tienenuna etiologia diferenteasi como caracteristicas moleculares y
epigergticas variables. Se consideran tumores CIMP + cuando se encuentran mutaciones
en los siguientes 5 genes: CACNALG, IGF2, NEUROG1, RUNX3y SOCSL1. Sin emnargo,
existen 3 subgrupos dentro de esta via: CIMP1, CIMP2 y Qikfativo. CIMP1 se
correlacionacon mutaciones en los genes BRAF y son Mi§h; por otra parte, CIMP2
presenta mutaciones en KRAS pero no en TP53 y B@Akgh, Rai, Pandey, Singh &
Srivastava, 2019)

A lo largo del tiempo se han presentatiferentes clasificaciones de CRC, dividiéndolo en un
variable numero de subgrupaentro de estas clasificaciones, la mas detallada y reciente se llevé
a cabcen 2013 en donde se determinaren 6 subtipos moleculares al CRC:
1 C1: representa 21% del #btde los tumores y se caracteriza por mutaciones en KRAS,
TP53, ademas de ser CIN +.
1 C2: se caracteriza pan altaen laexpresiorde los genes MMR, CIMP +, con mutaciones
en BRAF y supresion enVdaWNT. Se caracteriza por la implicacion del sistenmaine
para elmantenimientalel tumor y una alta tasa proliferativa.
C3: este subtipo es CIMP +, con mutaciones en KRAS.
C4: tienden a séumoresCIN y CIMP +, con mutaciones frecuentes en KRAS, BRAF y
TP53 Es el subtipo molecular de CRC menos comun.
1 C5: se caracterizan por ser tumores CIN +, con mutaciones KRAS y d$168mo una
sobreexpresion en la via WNT. Es el tipo de tumores con mayor recurrencia.
1 C6: es un tipo de tumor que se identifica por su semejanza con las células sanas del colon,
sin presentar mutaciones en KRAS ni BRAF. Tienden a ser resistentes a la muerte celular

inducida por las terapias convencionales, con altas tasas proliferativas (Marisa et al., 2013).

Sin embargo, pese a las diversas clasificaciones que desaito para CRC, estas tienden a estar

sesgadas en base al criterio del i nvestigado



standardo que permite normalizar | as semejanz:
previas. En este setio, en 2015 se organizé al CRC en 4 subtipos moleculares, denominados
ficonsensus molecular subtypesC MS) 0 , que engloban subtipos pi
epigenéticos, genéticos y en altas/bajas en vias de sefializacion, asi como el rol del sistema

inmunolégico y las terapias mas efectivas

3.1.2.2Clasificacion inmunogénica de CRC.
CMS, por sus siglas eninglés, es una clasificacion completa del CRC que engloba los componentes

del microambiente tumorgllas inestabilidades en los microsatélites de las células cancerosas

Ademas, es importante mencionar el impacto del sistema inmune en la progresion del tumor; por
una parte, pueden tener efecto supresor y controlar el crecimiento de este durante la
inmunovigilancia. Por otra parte, la progresion del tumor puede generar inflamacion crénica que
se caracteriza por infiltracion de células del sistema inmune que anulan las respuestas inmunes
adaptativas ademas de estimular la proliferacion y supervivemdalas células tumorales,
promoviendo la angiogénesis y metasta&n. este sentido, las clasificaciones basadas en
caracteristicas inmunolégicas se han convertido en herramientas prometedoras para el pronostico
y tratamiento convencional como quimioteeapiradioterapias e inmunoteraplass subtipos son

los siguientes:

CMS1 muestra una regulacién positiva asociada con la regulacion de moléculas del punto de
control inmunitario, se caracteriza por infiltracion de TILs (linfocitos infiltrantes a tumor).
CMS2yCMS3s on fenotipos fiinmunol -gicamente pobres
sin TILs y una expresion minima de la activacion del complemento y baja angiogénesis.

CMS4 tiene una orientacién definida por la expresion de genes ICR (constante inmunoldgica de
rechazo), lo cual se asocia con un fenotipo inmune inflamado y desfavorable, caracterizado por
sefalizacion de TGB, activacion del complemento y aumento en la amgiesis. Su

microambiente se caracteriza por la presencia de TILs y de fibroblastos asociados a cancer.



3.1.2.2Tratamientos para el cancer de colon.

A la fecha, la cirugia sigue siendo la terapia de primera mano para el tratamiento de cancer de
colon (Ameican Cancer Society, 2020), acompafada de quimioterapias como tratamiento
adyuvante.

Ademas de la cirugia, existen otras opciones terapéuticas, elegidas en base al estadio clinico del

tumor, siendo las mas comurlas quimioterapias, las terapias dir@sdy las inmunoterapias.

3.1.2.3.1Quimioterapias

Se administra por ciclos de 2 a 4 semanas, coninimode 5 ciclos. Tiende a ser un tratamiento
sistémico(administracion oral o intravenosa), o en la zona donde se encuentra el tumor.

Las quimioterapias comunmente utilizadas son fluoracilo, capecitabina, irinotecan, oxaliplatino y

trifluridina. Las cuales se eligen en base al estadio en que se encuantrarel t

En estadios tempranos, como etapa 2, se implemenfiuoracilo (5FU), leucovorin,
oxaliplatino, y capecitabina. En etapa 3 se realizan poliquimioterapias, siendo la mas utilizadas
FOLFOX (5FU, leucovorin, y oxaliplatino) CAPEOX (capecitabinga oxaliplatino). Cuando el

tumor se encuentra en estadios finales, se aplican las quimioterapias en combinacién, acompafiadas
de terapias dirigidas, las cuales se mencionaran mas adelsiterapias comunmente utilizadas,
ademas de FOLFOX y CAPEOX, so®EF-IRI) leucovorin, 5FU, e irinotecan), FOLFOXIRI

(leucovorin, 5FU, oxaliplatino e irinotecan) (American Cancer Society, 2017).

3.1.2.3.2 Terapias dirigidas.
Se utilizan en etapas finales de CRC, cuando se presenta resistencia a las terapias céesenciona
0 en combinacién con quimioterapias, cuando se presenta una baja efectividad. A la fecha, las

aprobadas para el tratamiento de CRC son las siguientes:

Las erapias dirigidas hacia el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), cuya funcién
principal radica en la formacion de nuevos vasos sanguineos para obtener nutrientes del medio.
Por lo tanto, el objetivo principal de este tipo de terapias es inhibir la funcion de VEGF para limitar
el crecimiento tumoral. Generalmente se aplican por viaverimsa en combinacion con las

guimioterapias y los utilizados son bevacizumab, ramucirumab-gfl#dercept. Los principales



efectos secundarios reportados son HTA (hipertension arterial), sangrados nrasivestos
bajosde globulos blancos (Weight, 8 & Ternent, 2017).

Las erapias dirigidas hacia el receptor de crecimiento epidérmico (EGRF), el cual se encuentra
sobre expresado en las células cancerosas, y su principal funcién es propiciar el crecimiento de
estas.La principal desventaja de las terapias dirigidas hacia E€RBu baja efectividad en
tumores con mutaciones en KRAS, NRAS o BRAF. La aplicacién es por via intravenosa en
combiacion con quimioterapias y los mas utilizados son cetuximab y panitumumab. Los
principales efectos secundarios son problemas cutaneos, yatiglores de cabeza (Lockhart &
Berlin, 2005; American Cancer Society, 2017).

En estadios finales del cancer se implementa otro tipo de terapia, regorafenib, un inhibidor de
cinasas que impide el crecimiento del tumor y la formacién de nuevos vagafmsas (Wright,
Beaty & Ternent, 2017).

3.1.2.3.3 Inmunoterapias.

El objetivo principal delas inmunoterapiases mejorar la respuesta inneuantktumoral,
favoreciendo su erradicacioBstas terapias se utilizan en estadios avanzados o finales de CRC.
Las principales inmunoterapias contra CRC son los inhibidores dé YIbs inhibidores de

CTLA-4, los cuales se describiran a continuacion.

Los inhibidores de PEL (programmed cell deathrptein I; CD279)bloquean a PE, la cual es

una proteina que se encuentra en la superficie celular de los linfociyosal Tser bloqueada
promueve la respuesta del sistema inmune en contra de las células cancerosas (Syn, Teng, Mok &
So0, 2017). Los de usmmun son pembrolizumab (Keytruda) y nivolumab (Opdivo), se aplican

de forma intravenosa y los principales efectos secundarios reportados son cansancio, tos, nauseas,

comezon, sarpullido en la piel, estrefiimiento, y dolores de articulaciones.

Los inhibidores de CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigeilc®152),el cual es un
receptor de proteinas que regulan de manera negativa la respuesta inmune. Generalmente, se

encuentrarsobreexpresadasn linfocitos T reguladores, pero solo se reguldza an linfocitos



T después de su activacion, fendmeno observado en diferentes tipos de cancer (Syn, Teng, Mok &
Soo, 2017; Topalian, Taube, Anders & Pardoll, 2016). Para el tratamiento de CRC se utiliza en
combiacion con nivolumab (inhibidor de PI) de brma intravenosa (American Cancer Society,
2017). El de uso comun es ipilimumab (Yervory) y los principales efectos secundarios son

cansancio, diarrea y problemas cutaneos.

Las terapiaautilizadas para CRC buscan erradicar a las células cancerosas gior deeun
mecanismo intracelular que lleva a la muerte celular.

3.2Muerte celular.

La muerte celular es una actividad fundamental altamente organizada y cajuplsgclasifica

de acuerdo con cambios morfolégicos, criterios enzimologicos, aspectos funcionales o

caracteristicas inmunolégicas propias de la myEramial & Hockenbery, 2018).

La muerte celular puede ser un proceso accidental cuando es dadaques fiésicos, quimicos o
mecanicos. Asi mismo, puede darse de forma programada en procesos complejos como el
desarrollo embrionario y la homeostasis tisular, como una respuesta fisiolégica normal a diversos
estimulos que conllevan a la eliminacion delleél anormales, infectadas o que no puedan realizar

sus funciones de manera correcta, entre otras cosas (Sjostrom, 2001).

Se define como un proceso regulado cuando la muerte esta mediada por una maquinaria molecular
codificada genéticamente, la cual agege ver alterada de manera farmacologica o genética,

utilizando como blanco componentes clave de dichos pro@@stiazzi et al, 2015).

A la fecha, el Comité de Nomenclatura de Muerte Celular (NCB8y descrito diferentes

mecanismos de MCR, las cuasssresumen en TBabla 1:



Tabla 1. Tipos de muerte celular regulada

VIiA DE MUERTE

CARACTERISTICAS.

APOPTOSIS

ANOKIS

MC DEPENDIENTE DE
AUTOFAGIA
AUTOSIS

MC ENTOTICA

FERROPTOSIS

MC INMUNOGENICA

MC DEPENDIENTE DE
LISOSOMAS

NECROSIS
IMPULSADA POR LA
TRANSICION DE LA
PERMEABILIDAD
MITOCONDRIAL
(MPT)

Existen dos vias de muerte: intrinseca y extrinseca
caracteriza por dependencia de la muerte edsgasas.
Variante de la apoptosis intrinseca que se caracteriza f
perdida de anclaje dependiente de integrina.

Mecanismo de MCR que depende de la autofagia para inic
proceso. Se caracteriza por la formacion de autofagolisoso
MCR

fundamentalmente de la Na + / K-ATPasa de la membrar

dependiente de la autofagia que depe
plasmatica.

Tipo de MCR que se origina a partir de la internalizac
(entosis) célula en célula dependiente de actomiosina
ejecutado por lisosomas.

MCR iniciada pomperturbacionesxidativas del microambient
intracelular que se encuentra bajo contoistitutivopor GPX4.
MCR que activa una respuesta inmune adaptativa el
hospedero inmunocompetente. Se caracteriza por la liberac
DAMPS (patronesnoleculares asociados a dafio).

Se caracterizgpor permeabilizacion primaria de la membre
lisosomal, mediado por catepsinas, permeabilizacion d
membrana externa mitocondrial y caspasas.

microamb

Se caracteriza por perturbaciones en el

intracelular
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MUERTE MITOTICA Se caracteriza por catastrofaitotica, es considerada ur
variante de la apoptosis intrinseca.

NECROPTOSIS MCR desencadenada mpgerturbaciones de la homeosta
extracelular o intracelular que depende fundamentalmen
MLKL, RIPK3 y de la actividad quinasa de RIPKL1.

MC NETOTICA Mecanismo de MCR dependiente de ROS, dada Unicamer
células hematopoyéticas y asociadas con las NETS.

PARTANATOS Se caracteriza por hiperactivacion de PARP1 y degradacic
DNA.

PIROPTOSIS Mecanismo de MCR que depende fundamentalmente ¢

formacibn de poros de la membrana plasmatica por miembrt

la familia de proteinas gasdermina.

Adaptada de: Galluzzi, L., Vitale, I., Aaronson, S., Abrams, J., Adam, D., & Agostinis, P. et al.
(2018).

Con base a las caracteristicas morfolégicas dedhdas moribundasel NCD establecio los

siguientes criterios para determinar una célula muerta, o en proceseede( Galluzzi et al.,
2007):

Criterios morfolégicos para definir a las células muertas:

1 Pérdida de la integridad de la membrana plasmatica.
1 Fragmentacion celular (cuerpos apoptoticos).

1 Ingestgpor células adyacentes.
Puntos de no retorno para definir una célula muerta:

Activacion masiva de caspasas.
Permeabilizacion de la membrana mitodoal.

Perdida del potencial de membrana mitocondrial.

= =4 A =

Exposicion de fosfatidilserina.
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Durante muchos afios se pens6 qualrte celular regulada debia ser tolerogénica para evitar
efectos negativos sobre el organismo. Sin embargo, recientemente sér@emeda muerte
celular inmunogénica podria ser una herramienta Gtil contra casos de reincidencias y resistencias

a los tratamientos contra el cancer.

3.2.1 Muerte celular inomogénica.

La muerte celular inmunogénicslCl) se define como umecanismo de muerte celular regulado

gue es suficiente para activar una respuesta inmune adaptativa especifica para antigenos endégenos
0 exdgenos expresados por las células moribundas. Dicho mecanismo puede ser inducido por
diversos estimulos, incluyendpimioterapéuticos (como antraciclinas, brotezomib, entre otros),
formas especificas de radioterapia y terapia fotodinamica basada en hipericina y fitoquimicos

derivados de extractos naturales (Galluzzi et al., 2018).

Antigen
. uptake L
Recruitment P Activation
ICD inducer |t ire Maturation
APC 0
PRR
Mature

IFNAR e
Dying TNAs.. DA’ —
cancer OTAAs DD Migration

-y ‘—/ Type 1IFN

Immunological

\A memory ®
Viable O
cancer Chemokines Mremory

cells
cells / i :

Naive

® . H O
oy ~ i &Y < _° ICross
molecules )_" \ Cytotoxic - /TOS
. /) response P priming
00, O/o o &= )_
\ & D“\ ) Clonal
~_ expansion
)
Immuno- Q Q Teeo cells X ,/"
suppressive
molecules
MHCI @ Lymph node

Figura 2. Factores principales involucrados en el mecanismo de muartaréeinunogénica
(Galluzi et al., 2020)
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Se ha propuesto alCl como una alternativa paraestablecer la respuesta inmune-auntnoral
y atacar a las células cancerosas, tras inhibir su capacidad adquirida de inmunosupresion y

tolerancia inmunogénica

Este mecanismo de muerte depeddestréegn el reticulo endopldsmico (RE) para la obtencion

de patrones moleculares asociados a dafio (DARRssus siglas en ingé€Garg, DudekPeric,
Romano & Agostinis, 2015). Una de las caracteristicas principalesMi€llas la liberacion de
DAMPs, cuyo reconocimiento es dado por receptores de reconocimiento de patégenos innatos que
advierten al organismo de una situacion deype desencadenando la activacion de una respuesta
inmune asociada con el establecimiento de memoria inmunoldgica. Los DAMPs més estudiados y
relacionados con la ICD son calreticulina (CALR), ATP, proteinas de grupo 1 de alta movilidad
(HMGBL1), IFN tipo1l, &cidos nucleicos derivados de células cancerosas y anexina A1 (ANXAL).
Sin embargo, se han encontrado otro tipo de DAMPs que contribuyen a la inmunogenicidad de la
muerte, como las proteinas de choque térmico (HSP70 y HSRf6)abolitos de esfingontiea
(Galluzzi et al., 2018; Kepp et al., 2014).

3.2.1.1 Papel de los DAMPs en la inmunogenicidad de la muerte.
Calreticulina (CALR).

La CALR es una proteina que se encuentra en el reticulo endoplasmético y durante el proceso de
MCI se transloca a la paréxterna de la membrana plasmatica, proceso que se ha reportado, es
dado en procesaempranos de la muer{&alluzzi et al., 2018)La funcién principal de este

DAMP es fungir como se¢fal Ac- memeo para | a f a
(APC), para posteriormente procedela presentacion de antigeno a los linfocitos T citotoxicos.

Por otra parte, CALR expuesto participa en la produccion @ yLTNF- U a partir de la
maduracién de células dendriticas, proceso que facilita la polanzaeilinfocitoscooperadores

Thy7 (Pawaria & Binder, 2011).
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ATP

El ATP es liberado tras la activacion de caspasas, sin embargo, previo a su liberacién es necesaria
su acumulacién dentro de lisosomas, dependiente de autdfagigriormente, es necesaria la
relocalizaciéon de LAMPL (proteina de membrana asociada a lisosoma 1), de vesiculas celulares
dependientes de ROCK1 y la apertura de canales de PANAX (Galluzi et al., 2018). La principal
funci - n es acdanauénamax derato acanfepara la8 APC yparticipa en la
activacion de ceélulas dendriticas. Ademas, se une a receptores purinérgicos ionotropicos, como
P2X7, los cuales participan en la activacion del inflamosoma y en procesos apoptéticos mediados
por caspsa 1,participa, tambiérgn la secreciodelL-1R3, la cual es unaitocinamediadora de la
inmunidad anttumoral(Chiba et al., 2012)

Proteinas de alta movilidad del grupcdHIMGB1).

HMGB1 es una proteina que, en condiciones normales, se encuenttad#mucleo de las
células; y se ha reportado es un agonista endégeno de los receptores tipo tolE(ThRtesos

de MCI, este DAMP es liberado y se une a TLR4 de las células dendriticas, promoviendo la
produccion de citocinagpro-inflamatorias participando en la presentaciéon de antigeno y
suprimiendo la actividad de los linfocitos T reguladorasg({Kroemer et al., 2013; Zhu et al,
2011).

3.2.1.2. Tipos de inductores de MCI

A la fecha, se han descrito dos mecanismos de MCtbasalos inductores y las sefiales de dafio

liberadas:

MCI tipo I el inductor no genera un dafio directo al RE, sin embargo, hay urcdaferala

dicho organelo. La mayoria de los inductores de MCI entran dentro de esta clasificacion, teniendo
como objgivo el DNA, cromatina, efectos sobre la replicacion del DNA, proteinas de reparacion,
citosdlicas, de mitocondria, dafios en la membrana celular y sobre ciertas proteinas o canales de

membrangdGarg, DudelPeric, Romano & Agostinis, 2015).
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MCI tipo IlI: se caracteriza por un dafio directo al RE y la liberacion de DAMPs asociadas a este
organelo. Se han reportado quimioterapias inductoras de este tipo de MCI que tienen afinidad por

el RE(Garg, DudekPeric, Romano & Agostinis, 2015).

a Type | ICD inducers Cytosol ...
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Changes to specific
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* CGs

Collateral | >
| effect |

MTX,00X0, | &=
CTX, OXP, \ -3 Apoptosis

UVCand ¥-IRR | o
Focus

b Type Il ICD inducers

Figura 3. Tipos de inductores de muerte celular inmunogénica (Garg et al., 2013).

3.2.1.3. Inductores de MCI.

Recientemente, se han descrito diversos inductores de MCI, principalmente quimiotenajoias
doxorubicinamitoxantrona, oxaliplatino y ciclofosfamida (Garg et al., 2044l|s - Puig, 2003)

terapias dirigidas yitoquimicos extraidos da haturaleza.

Los productos naturales contienen uagedadde compuestos que, a la fecha, han reportado tener
potencial ati-inflamatorio y anttumoral QOrlikova, Legrand, Panning, Dicato & Diederich, 2013
Cerella et al., 2014; Mazumder et al., 20).este sentido, mas del 60% de los medicamentos
utilizados para el tratamiento del cancer desarrollados entre 1981 ys@@lglaborados a partir

de un producto natural (Thornburg et al., 20Bjtre losfitoquimicosestudiados ao potencial

anti-tumoral y,principalmentecomoinductores de MCI, se haeportado los siguientes:
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Figura 4. Estructura quimica de los Glucésidos cardiacos (Caldeiamtario et al., 2014).

Son compuestos farmacolégicamente activos provenientes de las plantas, cuya estructura quimica
esta conformada por un esteroide unido a una molécula de azucar y un grupadkedtie los
esteroides esta formado por cuatro anillos unidos entre si, euédss se les unen grupos
funcionales como metilos, hidroxilos y aldehidos, encargados de la funcidon biologica de la
molécula.Por otra parte, la principal funcion de las moléculas de azlcar es Isoidailidad.
Finalmente, la estructura del anillo unidn el extremo R dies GCpermiten clasificarlo como
cardendlido o bufadiendlido, cuya principal diferencia radica en el nimero de enlaces presentes y

su disponibilidad en las plantas, siendo los cardendlidos los més utilizados (Cheeke, 2020).

Se ha desto que el tratamiento de GC en células cancerosas induce apoptosis 0 necroptosis,
acompafada de mitofagia, un tipo de autofagia selectiva de mitocondrias, en tumores solidos
(Radogna, et al., 2016Ademéas, en 2012, Menger et al., reportd que el tratamie vitro con

GC genera la exposicion de CALliberacion de ATP y HMGBly que la aplicacion profilactica

de células cancerosas con GC previene el establecimiento tumnareal
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Hipericina y sus derivados.

Figura 5. Estructura quimica de la Hipericina (PubChem, 2020)

La hipericina es una antraquinona que predomindygericum perforatumcuya estructura esta
conformadapor anillos aromaticos polihidroxilados con o sin metilacioegualmente, es
utilizado como terapia fotodinamica para el tratamiento del caneehyg reportado induce MCI

a través de la liberacion de CALR, exposicion de Amfaduracion de células dendriticas,
produccion de INFy en gliomas de alto grado (Garg et al., 2013; Verfaillie et al., 2013; Garg et
al., 2016).

Shikonina.
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Figura 6. Estructura quimica de la Shikonina (PubChem, 2020

Fitoquimico proveniente ddathospermum erythrorhizomes una nféoquinona cuya estructura esta
conformada por un par de anillos de benceno unidos. Hstaguimico con potencial anti
inflamatorio y antitumoral que se ha reportado induce MCI al utilizarse como vacunacion
profilactica en un modelo de melanoma muriryode cance de mama(B16F10y 4T1,
respectivamenje previniendo el establecimiento tumoré&ldemas,in vitro se confirmo que
induce la exposicion deALR, liberacion de ATP, HMGB1, HSP70 y HSPXhg, et al., 2012;
Yin et al., 2016).
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Wogoning.

Figura 7. Estructura quimica de Wogoning (Stigrk et al., 2015).

Es un polifenol proveniente decutellaria baicalensisel cual induce estrés al RE de células
cancerosas, ademas de produccién de ROS, fosforilacion dd,Fik8eracion de DAMPs como
CALR, ATP y HMGBL1 en carcinomas gastricis.vivo se confirmo su potenciahtrtumoral al
prevenir el establecimiento ldemismo en ratones vacunados con lisados tumorales tratados con

Wogoning (Yang et al., 2012).

A la fecha, solo una pequefia cantidad de compuestos naturales se han descrito como inductores
de MCI, por lo tanto es necesario seguir indagando en la busgeedaedos compuestos que
induzcan dicho mecanismo de muerte, como los polifenalesjufmicos que se encuentran
presentes en gran cantidad de plantas y, que, se ha reportado que existen mas de 2,000 tipos
diferentes, los cuales pueden actuar como estresores o inductores de MCR en células cancerosas,

dependiendo de su estructura quimica.
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3.3 Polifenoles.

Los polifenolesson fitogumicos polihidroxiladosgen cuyaestructura se encuentran anillos de
benceno, y representan una amplia variedad de compuestos con estructuras simtiéasePe

manera general, se dividen en tres clases principales, los flavonoides, acidos fendlicos y
estilbenoides. Dentro de estdases, se presentaubclaseséacidos hidroxibenzoicos, acidos
hidroxicinAmicos, antocianinas, proantocianidinas, flavonoles, flavonas, flavanoles, flavanonas,
isoflavonas, estilbenos y lignabenos (Rajbhar, Da&ddukundan, 2015)Reportes recientes
indican quela actividad bioldgica de dichas moléculas depeteldéa estructura destasEn la
Figura8 se observa un resumen simplificado de la via de biosintesis de los polifenoles, sin
embargo, pueden presentarse modificaciones dependiendo de la plamigede(\Weston &
Mathesius, 2013).

Phenylalanine

/

4-coumaroyl CoA + 3 x malonyl CoA
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Figura 8. Resumen simplificado de la via biosintética los polifenoles de manera general (Weston
& Mathesius, 2013).
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Entre una amplia diversidad de plantas ricas en polifenoles, d€jpacdia ficusindica, planta

iconica y endémica de México.
3.31 Opuntia ficusindica

Las plantas del género Opuntia son cactaceas comestibles, nativas de América. Son plantas
perennes, arbustiformes en su mayoria y espinosas con tallos carnosos. Se caracterizan por un
tronco definido o ramificado desde la base con ramas erguidas, extendidas o postradas formadas
por clalodios (0 pencas) de color verde, con funciones fotosintéticas y dan origen a un fruto
conocido como tunas (bayas ovoides cilindricas). Es una planta con metabolismo de &cido
crasulaceo, el cual le permite crecer en ambientes variados y le brinda ldadpecacumular

agua durante periodos prolongados de sequia (FAO, 2018).

México es un importante centro de diversificacion del gé@gontia spp., en donde se han
reportado alrededor de 93 especies; las cuales se distribuyen en casi todo el territoaioome
desde un metro a nivel del mar hasta los 2700, la vegetaciOpulgiase denomina matorral
xerofilo y, como se menciono previamente, se caracteriza por tolerar escases de agua y altas
temperaturas (SAGARPA, 2017). Dentro de las especi€pdatia aquella que destaca por su
abundancia e©puntia ficusindica, demas de contener una mayor cantidad de polifenoles,
principalmente flavonoides (Santdsa, Gui®rezUribe & SernaSaldivar, 2011). Cuya
clasificacion taxondmica se describe eiiddla2.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica d@puntia ficusindica.

REINO PLANTAE
DIVISION Tracheophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Caryophyllales

FAMILIA Cactaceae
GENERO Opuntia
ESPECIE Opuntia ficusindica
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La produccion d®©puntia principalmentépuntia ficusindica (OFI), en México es considerada

como una de las actividades agricolas con mayor impacto socioecondémico, y son las caracteristicas
de esta planta la que le brinda la facilidad de cultivarseferedtes regiones a lo largo del pais,

lo que permite una produccion anual estimada de 800 mil toneladas, ubicandonos como el principal
productor y exportador de OFI a nivel mundial (SAGARPA, 2018).

3.3.11 Composicion quimica d@puntia

La composicioruimicadel géneroOpuntiapuede variar segun especie y madurez @g8ldias),

en relacién comsto se ha reportado que la presencia de vitaminas y minerales, como Ga y Vit.
aumentarconforme a la edad de la planta. Factores externos cantadacteristicas del suelo,
tales como acidez, salinidachnductibilidad hidratacién, tetura y nutrientes, sin embargo, de

manera general se estiman valores de pH entre 5.0 y 6.0.

De diferentes familias de cactus se han identificado diferentes cetopu®mmo carotenoides,
fenoles, vitaminas y minerales como K, Mg, Zn, Mn, Vit. C y Ca, &cidos grasos, terpeonides y
polisacéaridos como &4)-U-D-glucano (E! Mostafa et al., 2014).

Los cladodios, comunmente conocidos como pesoastica en fibras solbles como pectinas y
mucilagosasicomoenminerales ycompuestos fendlicogstosiltimos son deinterésen el area

de la salugga que segun se ha reportadmnlos responsables de los principales efectos biol6gicos
atribuidos aOpuntia spp (RodriguezGarcia et al., 2007). ds cladodiogle OFI son rios en
compuestos antioxidantes como polifenoles, flavonoigdaninos; minerales como potasio y
calcio; acidos grasos como acigalmitica oleico, linoleicQ y acidoestearicoy aminoacidos
(Glu, Val, Ser), esteroles y vitaminas, principalmente vit. C y vit. E (Aragona, Lauriano, Pergolizzi
& Faggio, 2017).

En 2011, SanteZea y colaboradores reportaraqye OFI es una especie rica en polifenoles
glicosilados. En este mismo estudio, se demostroajismthamnetina es el polifenol principal y
con mayores variaciones de glicosilaciongs. los polifenoles presentes en OFI se hablara a

continuacion.
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3.4Polifenoles presentes en Opuntia figndica.

Opuntia ficusindicaes una planta con un amplio contenido de compugstosicos, entre los que
predominan &cido hidroxibedizo e hidroxicinamico, flavonoles y flavanoles (Amayeuz et al.,
2019).

Las betaxantinas y betacianinas, son polifenoles a los que se legealalmoloracion de OFI y
pertenecen a la familia de betalainas, los cuales son moleculas que contienen nitrogeno en su
estructura y, se ha reportado, son solubles en agua (Castellanos, Santiago & Elha&inZDeB).

se ha reportado que las betacianisagpueden encontrar glicosiladas o con un grupo acil en su
estructura, mientras que, las betaxantinas son resultado de la conjugacion de acido betalaamico
con diferentes aminoacidos proteicos o no proteicos, y aminos biogénicos (Pédggds,

Jiménez &Pareded 6pez, 2000).

Los flavonoles que predomina@nOFI sonla isorhamneting el kaempferagl principalmentesn
sus formagglicosilada. Kaempferol predomina en su forma diglicosilada, conéoubds de
glucosa y raméido unidos a el, identificado coifkaempferolglucosyirhamnoside Por otra
parte, la isorhamanetina se encuentra con diferentes patrogésoddacon redominando tres
triglicosidos isorhamnetinglucosytrhamnosylrhamnosidg isorhamnetinglucosylrhamnosw
pentosidee isorhamnetirhexosyhexosylpentoside(lG1, 1G2 e 1G3, respectivamente); y tres
diglicésidos:  isorhamnetirglucosytpentoside  isorhamnetirglucosyirhamnoside e

isorhamnetirhexosylpentosid€lG4, 1G5 e IG6respectivamentdSantosZea et al., 2011).

Otras moléculas reportadas presentes en OFI son el acido féréiésido, acido dihidrosinapico

y el acido sidpico (AmayaCruz et al., 2019)El acido ferulico es un polifenol que se encuentra
constituide por acido transcinamico que lleva sustituyentes metoxi e hidroxi en las posiciones 3
y 4, respectivamente, del anillo fenil (PubChem, 20R@¢ntras que, el acido dihidrosinapigo

el acido sidpico pertenecen al grupo de acidos hidroxicinamicos, cuyacts@uquimica se
encuentra constituida por un anillo aromético, un grupo alifatico y un acido carboxilico en uno de
sus extremogFerguson, Zhu & Harris, 2009)a nicotiflorinay la narcisinason compuestos con
estructura tipo flavonoide, la cual se baartado en altas concentraciones dentro de los cladodios

de OFIl y, que se han reportado, no son tan comunes de encontrarse en altas cantidades dentro de
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la naturalezaOtros polifenoles reportados en los cladodios de OFI son el acido galico, el acido
counwrico, el acido salicilico y la rutina. Sin embargo, el contenido varia dependiendo de las

codiciones en las que se encuentra la planta&s$tafa et al., 2014).
3.4.1 Efecto bioldgico de los polifenoles presente®gumtia ficusindica.

Opuntia ficusindica es conocida como planta medicinal desde tiempos ancestrales, y es
comunmente utilizada para el tratamiento de dislipidemias, hiperglucemias, diabetes, ademas de

utilizarse como cicatrizante, antiflamatorio topico entre otros mas usos (FR018).

Especificamente hablando de los polifenoles presentes en los cladodios de OFI, se ha reportado a
la nicotiflorina como agente artiflamatorio y neuroprorectoEstudios previamente realizados
reportan que este polifenol disminuye los dafios calebgenerados tras un infarto, atenda los
déficits generados por isquemia, ademas de regular a la alza la oxido nitrico sintasa, enzima que
participa en la sintesis de oxido nitrico, en células cerebrales de ratas, cultivattase in vivo

(Li et al, 2006).Se ha reportadel potencial neuroprotectale la nicotiflorina en condiciones de

estrés oxidativo, por hipoxia, o por glutamato (Nakayama et al., 28tlEmas, las betaxantinas

y betacianinas presentes en OFI aportan actividad hipoglicemanképerlipidemiante,

optimizando el estado de sal(il- Mostafa et al., 2014).

De la isorhamnetina presente en OFI, se ha encongyael@xhibe urefecto cardioprotectaal

mejorar la viabilidad de micitos ventriculares de ratas neonatales bajo coeslictin
isquemia/reperfusion en modeliwsvitro, a traves de la inhibicion de la actividad de la enzima
lactato deshidrogenasa y previniendo la muerte celular (Zhang et al., 28ilth)smo, un estudio
realizado en modelos murinos con obesidad inducigéesientados con isorhamnetina, con o sin
glicosilaciones, proveniente de OFI, reporté que previene el aumento de peso generado por dietas
hipercaloricas, ademas de disminuir los niveles de colesterol y glucosa sanguineos. Este mismo
estudiorepor®, in vitro, que el tratamiento con isorhmanetina mejora la sensibilidad a la insulina

a través de la actvidad transripcional de PPARy, ademas de disminuir el tamafio de los adipocitos,
gue se encuentran correlacionados con los niveles sanguineos de leptina.nteaenseportd

gue disminuye la acumulacion de grasa en higado, previniendo la apariciégade raso no
alcohdlico (RodriguezRodriguez et al., 2015).
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Estudios realizadoim vitro e in vivo con extractos ricos en polifenoles provenientes de OFI han
reportado potencial efecto aimiflamatorio en modelos murinos con inflamacién inducida, esto
tras disminuir los niveles de TNB, IL-6 y COX-2, citocinas pranflamatorias (Antune®icardo
etal., 2015).

En este sentido, se han propuesto a los polifenoles presentes en OFI como posibles agentes
terapéuticos para el tratamiento de sindrome metabdlico, enfermedad de higado graso no

alcoholico, reumatismo, isquemia cerebral, y, recientementegrcanc

3.4.1.1 Polifenoles presentes@puntia ficusindicay cancer.
Se han realizado estudios en donde se reporta la capacidad de los extractae tO@lgsos en
polifenoles, asi comalgunospolifenoles aisladosje inducir dafio en célulasanceosas los

cuales se iran describiendo a continuacion.

En 2014, Antuneficardo, et al., reportd que el tratamiento con un extracto alaif@FIrico

en polifenoles, y los diglicésidos de isorhamnetisados de éstéducen MCR en células de

cancer de colorin vitro. Dicho mecanismo se caracteriza por la activacion de caspasas y
exposicion de fosfatidiliserina, reportando como mas efectivinatamiento con los diglicésidos
aislados. En otro estudio, se reporté quisdehamnetinanduce muerte celular, que, ademas de

ser dependiente de caspasas, se caracteriza por fragmentacion del DNA, formacion de cuerpos
apoptéticos, dafio mitocondrial,;rmbensacion de la cromatina y arresto en fase G2 del ciclo celular
(Lee, 2008; EMostafa et al., 2014; AntundRicardo et al.,, 2019)Se ha reportado que el
tratamiento cofsorhamnetinan células de cancer de piel inhibe EGF a través de la reduccion de
las vias de sefalizacion MAP/ERK cinasa 1 y(&im et al., 2011).

Asimismo, se ha reportado gaeidogalicopresente en OFposee urefecto citotoxico en lineas
celulares de cancer de pulmén, prostata y leuceimia#iro, y éste se haelacionado con la
produccion de especies reactivas de oxigeno (RO$égrdida del potencial de membrana
mitocondrial (RaYou & Park, 2010).
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Uno de losprincipales retos en la identificacién de fitoquimicos con potencial efecto citotoxico e
inductores de muerte celular en células de cancer, es el método de extraccion. Se requiere disponer
de un método de extraccion que sea eficaz para obtener extramsarios compuestos deseados,

gue no afecte su estabilidad y por lo tanto su bioactividad, pero que ademas nos permita obtener
buenos rendimientos de extraccion. A continuacion, se describiran algunos métodos de extraccion

gue se han reportado para ldevizion de polifenoles a partir @puntia ficusindica
3.4.2Método deobtenciénde polifenoles presentes &puntia ficusindica.

Los métodos mas efectivos utilizados para la obtencion de estas moléculas son por microondas,
sonicacion y laextraccion soliddiquido, las cuales se describiran a continuaciBajbhar,
Dawda& Mukundan, 2015).

3.42.1 Extraccion sistida pomicroondas.

La extraccién asistida por microondas (MAE), se basa en la utilizacién de microondas que penetran
facilmente por los poros de las muestras, atrapando el solvente y aumentando la temperatura de
manera rapida y uniforme. Se caracteriza por ser un métodin rdpbido a que el calor se
transfiere directamente al disolvente, tomando aproximadames®@ @mnutos todo el proceso

Los principales inconvenientes de MAE es la necesidad de filtrar el extracto posterior a su
obtencidn, la utilizacién especifica del\entes polares, la falta de especificidad al momento de
obtener los compuestos, asi como los altos costos de los equipos y solydatdisnitada

escalabilidad del proceghopezAvila, 1999).

Polifenoles de OFI obtenidos por MAE.

Los principales polifenoles identificados en OFI por MAE son catequinasdilydroxy
benzeno, &acido galico, acidedadihydroxy-benzoico, gicoésido de apigenina 7, y trihidrato de
rutina. Ademas, en menores concentraciones se han identificado lostsgaigdos: siringico,
cafeico, pcumarico, tranderulico, y transcinamico, asi como resatrol, quercetina, naringenina,
kaempferol e isorhamnetina (Juhaimi et al., 2017). Sin embargo, los rendimientos de la mayoria
de los polifenoles son menores a teportados previamente por otros métodos de extraccion,

como laextraccion séliddiquido (Tounsi et al., 2011).
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3.42.2 Extracciorasistida posonicacion.

Es un método de extraccion cuyo mecanismo esta basado en la eficiencia mecanicay de cavitacion,
gue permite una mayor transferencia de masa debido a la rotura de la paredycellsianido de

las ondas del sonicador facilitan la extraccion del soluto de la muestra a un ritmo mas rapido. Es
el método de extracci@omunmenteitilizado para la obtem@n de compuestos fendlicos de frutas
como la yaca, granada, y pifia. Se caracteriza por ser una extraccion relativamente ragifa (30
min por muestra) y permite una alta tasa de rendimiento a bajos costos (Karunanithi &
Venkatachalam, 2019). Sin embayrtgs principales desventajas de la extraccion por sonicacion
reportados sora degradacién de los compuestos presentes en la muestra y cambios en la
composicién de algunos compuestdsbido al incremento de temperatugjncipalmente
aguellos que tieneszicares en su estructuagdemas de la dificultad de escalarla a nivel industrial

debido al gasto energético generé@bringerova & Hroméadkova, 2010).

Polifenoles de OFI obtenidos por sonicacion.

Por este método de extraccion se obtianetéculasmuy simples, lo cual es atribuido a las altas
temperaturag el movimiento constante durante tiempo prolongado, lo cual genera el rompimiento
inespecifico de enlaces presentesnemiéculascomplejas, dando como resultado estructuras

simples (Ebmgerova & Hromadkova, 2010).

3.42.3 Extraccion por fluidos supercriticos.

La extraccion por fluidos supaiticos se caracteriza por ser un método rapido, con la utilizacion

de pequefias cantidades de solvente y sin geimepaicto negatival medio amteénte (Lopez

Avila, 1999). Las principales desventajas que se han reportado para este método de extraccién son
la falta de especificidadn la obtencion de compuestobajas tasas de rendimiendsimismo la

pérdida de compuestos debido a lhasapresioes que dificultan ladicibncontinua de solidos al

extracto, y los altos costos de operacion (RongMltoeta & YugchaAlomaliza, 2019).

Los principales polifenoles obtenidos por este método de extraccion son la isorhamnetina y sus
glicésidos, predominandos triglicésidos IG1, IG2, e IG3, y los diglicosidos 1G4 e IG5 (Antunes
Ricardo, et al., 2018)Otros polifenoles reportados ddpuntia spp. obtenidos a través de

extraccion por fluidos supercriticos son catecol, acidos como &mamcinamico, vanillin,
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galico, caféico, feralico, hidroxicaféicasicomo apigeninas, butaina y catequirtésubaa et al.,
2016)

3.42.4 Extraccionsélido-liquidode polifenoles

La extraccion soliddiquido convencionase ha reportado como la forma mas efectvaivel
laboratorio, para el aislamiento especifico de polifenoles, basdndose en caracteristicas
estructurales de las moléculas de interés y lbsestes utilizados. Losolventescominmente
usados son alcoholes, acetonag\{dimethylformamidahidréxido de sodio (NaOH) agua, asi

como combinaciones entre los mismos (Rajbhar, Da&#éukundan, 2015; Wissam, Ghada,
Wassim, Warid, 1999).

El metanol(MeOH) y etanol(EOH) son los alcoholes comunmente utilizados debido a la facil
solubilidad con los extractos en polvo, paficientizarla obtencion, la mezcla se realiza en
condiciones especificas de temperatura y agitacion, las cualesemics®das dependiendo de

las moléculasde interés Para los polifenoles, se recomienda no exceder de los 40°C, con el
objetivo de prevenir su degradaciéon y se ha reportado que el uso de metanol permite una mayor
obtencion de polifenoles, esto debido addaridad con dichos compuesi@smmar, Ennouri &

Attia, 2015

Por otra partela extraccion mediante hidrdlisis alcalina ddaOH es utilizado principalmente
para la obtencion de polifenoles c@siduosde azlcar en su estructura. El fundamento dendich
método se basa en el rompimiento de enlaces dtlicos para brindar mayor estabilidad al
compuesto. Sin embargo, una de las principales desvedajgste método de extracciés la
pérdida de acidos fendlicos presentisirdini et al., 2002; Scalbegt al., 1985).

Una vez obtenidos los extractos ricos en polifenoles, se procede con ensaggifileacion y
caracterizacion por métodos como cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de
masas, las mas utilizadas para los polifendfedetectdndose en longitudes de onda que varian
desde los 255 hasta los 535 (Rajbhar, Dawda& Mukundan, 2015; Wissam, Ghada, Wassim,
Warid, 1999; Santegea et al., 2011; Cayuela, et al., 2019).
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Extraccién soliddiquido de polifenoles a partir deFl.

De los solventes comunmente utilizados, el MeOH y NaOH son los mayormente reportados para
la obtencion de polifenoles a partir @€ debido a que se obtienen mayores tasas de rendimiento

al utilizar estos solventes para su extracceBm los extractos m&ndlicos se ha reportado la
presencia de isorhamnetina, kaempferol, acido ferdlico, acido psidico, betatpipasetia,
kaempferol, glicésidos de isorhamnetigaglicésidos de kaempferoBe ha reportado uredil

similar con el uso deNaOH como solvete, sin embargogste Ultimopresentauna tasa de
rendimientomenor para gran parte de los polifenolesexcepcion déa isorhmanetina y sus
derivadosglicosilados(Saleem, Kim, Han, Jin & Lee, 2006; San#ea et al., 20L1Antunes

Ricardo et al., 2018

Con base a la informacion previamente mencionada, queda implicita la importancia de seguir
investigando en el efecto citotoxico sobre células cancerosas de los polifenoles presentes en OFl,
y el solvente utilizado en el método de extraccion que petmitaayor rendimiento de dichos

compuestos, sin comprometer su actividad biolégica.
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4. JUSTIFICACION
A nivel mundial, el cancer de colon (CRC) es el cuarto tipo de cancer con mayor incidencia y
tercero con mayor mortalidad; siendo el segundo tipo codsin en mjeres y el tercero en
hombres, cuya incidencia se encuentra en aumento, reportandose, en 2018, mas de 1,000,000 de
casos a nivel mundial. En México, se reporta al cancer como la tercera causa de muerte,
reportdndose un 14% de las causas de muedste&nfermedad.
Las estrategiaterapéuticapara el cancer de colon presentan limitantes como la localizacién del
tumor, la falta de especificidad de las terapias de primera msicomo los efectos adversos, los
cuales comprometen la calidad\dda de las personas con CRC. Aunado a ésttapacidad de
las células cancerosas a generar resistencia y de utilizar al sistema inmunoldgico para su desarrollo
compromete la efectividad de las terapias y conllevan a un mal prognosis. Es por lo mencionad
anteriormente, que es necesario indagar en la busqueda de terapias alternas, las cuales permitan
atacar a las células cancerosas de maneraiftspesin dafiar a las demas células del cuerpo.
Una forma innovadora para implementar nuevas herramiergasae®s del uso de extractos ricos
en fitoquimicos, como los polifenoles, presentes en las plantas, para evaluar sus capacidades
terapéuticas. Sin embargo, antes de su aplicacion, es necesario identificar los compuestos presentes
en dichos extractos, cuiicarlos, y determinar el método de extraccion que permita un mayor
rendimiento de los polifenoles, sin afectar su actividad biol6gica. Ademas, es necesario determinar
el efecto citotdoxicoen células cancerosas wu efecto sobre células no cancerog@sa,
posteriormente, determinar ldssisoptimas de tratamiento y su aplicacion terapéutica.
A la fecha,el estudio de extractos ricos en polifenoles provenientes de diversas plantas para el
tratamiento del cancer se lleva a cabo, con el fin de logeardeicacion del tumor. Sin embargo,
los resultados no han sido 6ptimos a causa de las dificultades que se presentan al momento de la
elaboracion del extracto, por lo tanto, es necesario la utilizacion de plantas ricas en polifenoles,
gue ademas resist&s procesos de extraccion. En este sentido, se profioperdia ficusindica
(OFI), mejor conocido como nopal, una planta endémica mexicana, la cual ha sido utilizada a lo
largo del tiempo como planta medicinal para el tratamiento de enfermedades scrijnica
recientemente, se reposfectoantitumoralin vitro e in vivo. Sin embargo, es necesagioalizar
el impacto @ los solventes utilizados paragtetraccion de los polifenoles presentes en @ifrla
actividad citotdxica el rol que juega el sistema inmunolégico que induce dicho extracto en el

mecanismo de muerte de las células cancerosas.
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5. HIPOTESIS.
Los extractos ricos ercompuestos fendlicopresentes enOFl inducen muerte celular

inmunogénica en las lineas de cardecolon Cao-2, CT-26 y HT-29.
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6. OBJETIVO
Evaluarsi losextractos ricos epolifenolespresentegn OFI inducen muerte celular inmunogénica

en las lineas celulares de cancer de colao-2aCT-26 y HT-29.

6.1 Objetivoespecificos
1. Obtener extractos ricos en compuestos fenodlicos presentes en OFI por m&io de
extraccion liquidesolido usando dos diferentes solventes diaecion cuantificar y

caracterizar las principales moléculas presentes.

2. Evaluar el potencial efecto citotiéo de los extractos ricos en compuestos fendlicos
presentes en OFI en células de CRCo= CT-26 y HT-29,asicomo en PBMCs.

3. Determinar la inmunogenicidad de la mugiriesitro ein vivo, inducida por los extractos

ricos en compuestos fendlicpesents enOFl en la linea celulaCT-26.
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7.MATERIALES Y METODOS

7.1 Preparacién del extracto de OFI
Se llevé a cabo la preparacion del extracto de OFI total por medio d#todos de extraccion
solidoliguido méasreportadogara esta matriz vegetaxtraccionmediante hidrolisiglcalina y

extraccibnmetandlicaque seran descritos a continuacion
7.1.1Preparacion del extracto mediante hidrolisis alcalina.

Para la prepacion del extracto de OFI mediante hidrdlisis alcalina, se utilizé6 1 g de harina de
nopal obtenida segun lo reportado previamente (Sagas GutiérrezJribe, SerneSaldivar,

2011) y se disolvieron en 10 mL de NaOH 4N (hidréxido de sodio), posteriorseiotejd en
agitacion en una cabina de agitacion (Innova 4000; New Brunswick Scientific Inc., USA) a 150
rpm durante 30 min. a 40° C. Posteriormente, se ajusté el pH a 2 con HCI concentrado (acido
clorhidrico); se centrifugd la muestra a 35§ durante 10min a 4° C (IEC Centra MP4R,
International Equipment Co.) y se procedio a fraccionar el sobrenadantenesiano (1:1 v/v)

para la eliminacion de lipidos clorofila. Posteriormente, se retird el sobrenadante y se agrego
acetato de etilo (1:1 v/v) pararalnar compuestos fendlicos libres. Se centrifugé nuevamente la
muestra a 3500g durante 10 min a 4° C, y esta vez se conservo la fraccion inferior del extracto;
finalmente, se filtré la muestra con un papel de filtro Whatman no. # 1. Una vez filtradedtra,

se fracciond el extracto en un cartucho GracePureTM SPEACXE®: 1000 mg/6 mL (Graee
Davison, Deerfield, IL, USA) obteniendo un extracto rico en flavonoides tras la elucién con 100%
metanol. Una vez obtenido el extracto, se secé al vacio adida@te 50 min, (Genevac Rocket,
Ipswich, UK), para eliminar el disolvente presente en la muestra. Finalmente, la fraccion se

liofilizé (LabconcoKansas City, MO, USA) y se congelé&0° C.
7.1.2Extraccion metandlica.

Para la preparacion del extracto argilico de OFI, se utilizé 1 g. de harina de nopal obtenida
segun lo reportado previamente (Sardes, GutiérredJribe, SerneSaldivar, 2011) y se
disolvieron en 10 mL de metanol 80% v/v (DEQ); posteriormente se dejo en agitacion en una
cabina de agitacit(Innova 4000; New Brunswick Scientific Inc., USA) a 150 rpm durante 2 horas

a 40° C. Posteriormente, la muestra se centrifugd 10 minutos x@a0®C (IEC Centra MP4R,
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International Equipment Co.). Finalmente, la muestra se filtr6 con un papelrdéthiatman.

No. # 1. Una vez filtrada la muestra, se fraccioné el extracto en un cartucho GracePureTM SPE
C18A1 de 1000 mg/6 mL (Graelavison, Deerfield, IL, USA) obteniendo un extracto rico en
polifenolestras la elucion con 100% metanol. Una vez olieml extracto, se seco al vacio a 40°

C durante 50 min, (Genevac Rocket, Ipswich, UK), para eliminar el disolvente presente en la
muestra. Finalmente, la fraccién se liofilizé (Labcgri€ansas City, MO, USA) y se congelé a

80° C.

7.1.3 Determinacion deolifenoles totales por el método Belin-Ciocalteu

Una vez obtenidos los extractos de OFI, por ambos tipos de extraccién, se procedié con la
cuantificacion de polifenolestalesa través del método de FoiCiocalteusegun lo reportado por
AcostaEstrada et al. (2015). Veinte microlitros (20) de una dilucion 1:10 (v/v) dextracto
alcalinoo metandlico,se hicieron reaccionan una microplaca de 96 pocilloen 100 L 1d e
reactivo FolinCiocalteual 10% en aguaastilada La mezcla se incub6 durant@®in. Luego, se
agregaror80e L d £0:M.8% (p/v)y se incubarora 37 °Cdurantel.5 h en la oscuridad.
Después de la incubacion, se midid la absorbancia a 725 nm usando un lector de microplacas
Synergy HT (SynengHT, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT). Los calculos se realizaron
utilizando una curva estandar de acido gajidos resultados se expresaron coppon Cada

muestra se midi6 por triplicado (n = 3). Se prepararon diluciones cuando fue necesario.
7.1.4 Cuantificacionde loscompuestos fenolicqgor HPLGDAD

Una vez obtenido el extracto de OFI, mediante ambos tipos de extraccion, se procedié con la
cuantificacion decompuestos fendlicopor medio de cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplado a un detectale arreglo de diodoHPLC-DAD;1200 Series, Agiént Technologies,

Santa Clara, CA, USA); seinyectarbre L de | a muestra y |l a separ
columnaZorbax Eclipse XDBC18,150 x4.6 mm(5 um)a30° C con urflujo de 0.% mL/min.

Las fases maviles utilizadas fueron las siguientes: ajpAte grado HPLC con acido férmico al

0.1 % (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) y b) Metanol de grado HPLC al 100%.separacion

se logr6 comenzando con 0% de metanol durante los primdérosinutos, aumentando su

concentracién 45% de B durantelos primeros 10minutos y luego aumentandola2&ode B
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durante los siguientédsminutos posteriormente sacrementé &0%de B durante los 10 minutos
posteriores65%de Bal minuto 30 80%de B en los siguienté&sminutospara finalmente reducirse

a 0% de B bBminuto 40.Se utilizaronestandares de acido galico, acido ferulico e isorhamnetina
(SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA para la cuantificacion de los compuestos obtenidos a
280nm, 320 nm, y 365 nm, respectivamehtss espectros de absorcion ultravioleta visible (UV

Vis) se registraron para los picos predominantes.
7.15 Identificacién de los compuestos fendlicos por LC/MBDF

Posteriormente, se procedié con la identificaciéntativade los compuestos por medio de
espectrometria de mastismpo de vuelo [LC/MSBIOF] (1100 Series, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA); las condiciones cromatogréficas utilizadas fueron las mismas descritas
para el analisis de HPL-DAD (seccion 7.1.4El analisis de masas saligé usando una fuente
de electrospray (ESI) en modo positivo bajo las siguientes condiciones:
1 m/z: 10061500,
Temperatura del gas: 35°C,
Velocidad del flujo de gas de secado 14/min,

1
1
1 Presion del nebulizador: 50 psig,
1 Voltaje capilar: 4000 V

1

Voltaje del fragmentador: 70 V.

7.2 Ensayosn vitro.

7.2.1 Mantenimiento de las lineas celulares.

Para este proyecto se utilizaron las lineas celulares de cancer de cole; B&&P y CT-26
(adenocarcinomas de colon humano y de ratén, respectiv@ndiaponibles en el banco de lineas
celulares del Laboratorio de Inmunologia y Virologia (LIV) de la Facultad de Ciencias Biolégicas
(FCB) de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leén (UANL) ubicado en San Nicolas de los Garza,
Nuevo Leon, Méxicoy del Cento de BiotecnologidFEMSA del Instituto Tecnoldgico y de
Estudios Superiores de Monterrey (ITESM) Campus Monterrey
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Las células Cac@ se cultivaron eibco Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture
F-12 (DMEM; Dublecco)adicionado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB; Gibco, Grand Island,
NY, USA) y 1% antibiético (penicilina, estreptomicina y neomicina; Gibco, Grand Island, NY,
USA); mientras que GR6 y HT-29 se cultivaron en medioswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI; Gibco, Grand Island, NY, USA) adicionado con 1% glucosa, 10% SFB y 1 % antibiético.

Se mantuvieron incubadas en una atmésfera controlada a 37° C con una humedad del 5% de CO

El mantenimiento de las lineas celulares se realizé cada 3 dias, cubf@ar@confluencia de

80 - 90%; se retiré el medio de cultivo, se lavé la caja de cultivo en donde se encontraban las
células con PBS (buffer de fosfatos salinos) a un pH de 7.4, se utilizé 1 mL de {EpSiAasi

rojo fenol 0.5% (Gibco, Grand Island, NYUSA) al 1% durante 5 min. para despegar las células,
posteriormente se colocaron en un tubo de polipropileno para centrifuga del5 mL (Corning, Inc.,
Corning, NY, USA) y se centrifugaron a 1,250 rpm durante 5 min. El conteo de células viables se
llevo a @bo tifiéndolas con azdeé tripan(solucion 0.4 %; Sigmaldrich, St. Louis, MO, USA),

se colocaron en una cadmara de Neubauer y se observaron en un microscopio 6ptico (Zeiss Primo
Star, ZeissVision; Oberkochen, Germany) y se sigui6 el protocolo estalolgumid laAmerican

Type Culture CollectiofATCC).

7.2.30Dbtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Como control para los ensayos de citotoxicidad se utilizaron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, por sus siglas en inglésjmo control sano no tumoral. Se extrajeron 5 mL de
sangre en tubos con heparina de sodio, proveniente de pacientes sanos. La separacion de células
se llevo a cabo por gradiente de densidad y se realizé una dilucion 1:1 en PBS para posteriormente
vaciarlalentamente en tubos que contenian un volumen de Ficoll atemperado (HistopE@ua®
SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA), en proporcion 1:1. Una vez realizada la dilucion se
centrifug6 por media hora a 1600 rpm en una centrifuga plana sin frenos. Uregpaexdas las

células por capas, se tomé la correspondiente a PBMC, se contaron en una camara de Neubauer y

se mantuvieron en medio de cultivo RPMI suplementado con 10% SFB y 1% antibidtico.
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7.2.4 Ensayos de viabilidad celular por MTT.

Se sembraron 4.5 x 16dulas Cacoe2, CT-26 y HT-29 en cajas de cultivo de 96 pozos (Corning
Inc., Corning, NY, USA), y se incubaron durante 24 h, posteriormente se trataron a diferentes
concentraciones des extractosOFl-alcalino (1000, 2000, 4000, 6000, 8000, 106@0mL) y
OFI-metandlica(1000, 1500, 2000, 2500 y 3066§/mL), se incubaron las células tratadas durante

24 h, se realizarolos tratamientoy se afiadié 8@1 de medio de cultivo con 26 de MTT (0.5
mg/mL; Invitrogen Carlsbad, CA, EUA se dejaron incubando por 3 h, hasta la formacién de
cristales de formazan, los cuales ssuspendieron en 106 de DMSO (BioBasics, Markham,

ON, Canadd), una vez retirado el MTT. La placa se leyé en un lector de placas (Synergy HT,
BioTek InstrumentswWinooski, VT, USA) a 570 nm.

Para los ensayos de MTT en PBMC, una vez extraidas de pacientes sanos, se sembra&ron 4 x 10
en caja de cultivo de 96 pozos (Corning, Inc., Corning, NY, USA), posteriormente se trataron a
diferentes concentraciones del extracto ded&@ddlino y metandlicgdosis iguales a las utilizadas

para las lineas de CRC), se incubaron las células tratadaste 24 h, se realizaron lavados con

PBS estéril y se afiadié 8@ de medio de cultivo con 260L de MTT (0.5 mg/mL,; Invitrogen
Carlsbad, CA, EUA se dejaron incubando porl8 hasta la formacion de cristales de formazan,

los cuales se rsuspendieroen 100nL de DMSO (BioBasics, Markham, ON, Canada), una vez
retirado el MTT. La placa se ley6 en un lector de placas (Synergy HT, BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA) a 570 nm.

7.2.5Ensayos de viabilidad celular con Caleéil por citometria de flujo.

En una placa de cultivo de 24 pozos (Corning, Inc., Corning, NY, USA) se sembraron 3.5 x 10

de células C26 y HT-29, y 4 x 18de Cace2, se incubaron durante 24 h, posteriormente se
trataron a diferentes concentraciones del extrac@klalcalino (10@, 2000, 4000, 6000, 8000,
10000mg/mL) y OFFkmetandlico (1000, 1500, 2000, 2500 y 306@dmL), se incubaron las células

tratadas durante 24 h. Posteriormente, se recuperaron las células tratadas, en tubos de 1.5 mL
(Axygen, Inc, NY, EUA), yseagregaro00025¢ L / 100 &L PBS-AMI25 mar c a|
mM; Invitrogen Carlsbad, CA, EUA se incubaron las células con el marcaje durante 20 min a

37°C, se lavaron las células con PBS, se centrifugaron yssependieron en 100 ul de PBS. La
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fluorescen@m se midioen F1  d e | cit-metro de flujo (cit- - met

resultados se analizaron con el software FlowJo (Becton Dickinson and Company).

Para los ensayos de CalcéiM en PBMC se sembraron 1 x%1por pozo en una placa de 24

pozos y se trataron a diferentes concentracion&Halcalino (1000, 2000, 4000, 6000, 8000,
10000nmg/mL) y OFkmetanolico (1000, 1500, 2000, 2500 y 30@dmL), se incubaron las células

tratadas durante 24 h. Posteriormgntes e r ecuperaron | as c¢c®l ul as t
100 €L PBS de lAMit0a25nnaljvirogeh&drisbadj QA, EUA se incubaron las

células con el marcaje durante 20 min a 37°C, se lavaron las células con PBS, se centrifugaron y
se e-suspendieron en 100 pl de PBS. La fluorescencia se midio dndel citometro de flujo
(cit-metro de flujo BD Accuri E C6) y los r

(Becton Dickinson and Company).
7.2.6Ensayos de laxposicionde calreticuha.

Se sembraron 3.5 x 4@de células C126 en placas de 24 pozosxfgen, Inc., NY, EUA),se

dejaron incubando durante 24 h, posteriormente se trat&Gs & CCroode OFtalcalino y OF
metandlicoLas células se recuperaron, centrifugaron, se retisObrenadantse afiadi®.1 L

de un anticuerpcant-rCALR (1:1000;Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, EU)se dep

incubando por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron las muestras con 1 mL de
PBS y se les afiadio 0.034 dke unanticuerpcsecundario marcado con PE (1:15D&TOS) y

se dep incubando por 30 min en la oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron
las muestras con 1 mL de PBS y se les afiadié 100 uL FACS buffeaZ¥orescencia se midio
enFl-2por citometr2a de flujo (cit-metro de fl uj

con el software FlowJo (Becton Dickinson and Company).
7.2.7Ensayos de liberacion de ATP.

El sobrenadante de las células control y tratas cdbGsd y CCioo de OFl-alcalino y OF}
metandlicq se trasfirid a tubos estériles de 1.5 fAkkygen, Inc., NY, EUA)y se colocé 100
en una placa de 96 pozos, de poliestileno blanca, se evalué la liberacion de ATP mediante

bioluminiscencia utilizando el kit ATP Determinatidit (A22066), de acuerdo con el protocolo
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del fabricante (PROMEGAMadison, Wiskonsin, EUA La absorbancia se evalué mediante
lectura optica en un lector de microplacas (Synergy HT, Biotek, Software. @&nboski,
Vermont EUA) a 560 nm.

7.2.8Ensayodie liberacion de HMGBL1.

El sobrenadante de las células control y tratas cdbGsd y CCioo de OFtalcalino y OF}
metandlicq se trasfirid a tubos estériles de 1.5 fAkkygen, Inc., NY, EUA)y se colocé 100

en una placa de cultivo, ldberacién de HMGBL1 extracelular se evalu6 utilizando el kit ELISA
HMGB1 (BioAssay ELISA kit MouseUSBiologicals; Salem, Massachusetts; Bypara CTF26,
siguiendo las instrucciones del fabricahte absorbancia se evalué mediante lectura Optica en un

lector de microplacas (Synergy HT, Biotek, Software Géfthooski, Vermont EUAa 460 nm.

7.3 Ensayosn vivo.
Este proyecto se sometio al Comité de Etica y Cuidado Animal del Laboratorio de Inmunologia y
Virologia de la UANL (CEIBA 2023003) Una vez apsbado, se realizaron los siguientes

ensayos:
7.3.1 Material animal.

Se utilizaron ratones BALB/c blancos, machosgde8semanas de edad y peso entré 28 g,
los cuales fueron proporcionados por el bioterio del Laboratorio de Inmunologia y Vidéogia
Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL. Los animales se mantuvieron en ciclos de 12 h luz

T 12 h oscuridad, y se alimentaron con dieta para roedores addib&um

7.3.2Establecimiento tumoral.

Para establecer el numero de células necesarias para la inoculacion, los ratones se divilieron en
gruposde ratones machaeon 3 ratones por grupo, a los cuales se les inocularonSyx12010°
células CT26 viablesy se observo el desarrollo del tamSe selecciono el numero de células

gue no comprometiera la calidad de vida del animal durante los ensayos.
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7.3.3Vacunacion profilacitca.

Se tratarori.5 x 10° nimero de células G26 con el IC100 del extracto metandljgoposterior a
las 24 h deratamientose corrobad la muerte a través @eenta con azul de tripacontando con
camara de NeubaudpPosteriormente se inocularon las células en un volumen deil@h el

flanco derecho de manera subcutanea en el grupo de ratones inmunizadeé al dia

Al dia0, se inocularorl.5 x 10° célulasCT-26 viables resuspendidas en 106 de medio de

cultivo RPMI sin SFB, en el flanco izquierdo en grsipos control e imunizado.
7.3.40btencién del indice tumoral.

Se obtuvieron los indices tumorales con base al volumeh Ao largo de los ensayos se
tomaron medidas de los tumores y peso de los ratones cada tres dias, a partir del dia 0. Las medidas
de los tumores se realizaron con un vernier digital (CAPRI tools) para obtener el volumen que
reflejara el indice tumoral;gp otra parte, el peso de los ratones se tomo6 con una balanza digital
(AWS). Los datos obtenidos se graficaron y se realizaron analisis estadisticos para obtener las

diferencias significativas entre los grupos.
7.3.5Evaluacion de la sobrevida de los rae.

El comportamiento de los ratones se monitoreo a lo largo de los ensayos y se evalué su
sobrevivencia. Los ratones con un tumor con un tamafo que rebasa lo estipulado en la ética del
trato de animales (NOMG62-Z00-1999) sesacrificaron por dislocacioncervical, los datos

obtenidos se graficaron y se realizaron andlisis estadisticos.

7.4 Analisis estadistico.

Para los datos obtenid@s vitro e in vivo con una distribucion normal, se analizaron mediante
prueba t de Student (paramétrica). Por otra parte, para los datos obtenidos que no presentan una
distribucion normal se analizaron por la prueba Mann Whitney (no paraméRia. los

experimentosn vivo, los ratones utilizados fueron asignados al azar.
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Las pruebas se realizaron con el software estadistico GraphPad Prism 8. Los experimentos se

repitieron al menos 3 veces y los valores de *p < Ce(fasideraron significativos.

40



8. RESULTADOS

8.1 Cuantificacion de fenoles totales presentes en logxwactosricos en polifenoles de OFI.

Se realizé el ensayeolin-Ciocalteupara determinagl contenido de fendlicos totalekextracto

alcalino (OFla) y metandlico (OFhnlos cuales se cuantificaron en pfpartes por millon; 1000

ppm = 1ug/mL). Para el extracto alcalino de OFI, se encontré una concentracB92986 +
159.11ppm, mientras que para el extracto metandlico se reporté una concentracion de 2436.81
28742 ppmde polifenoles presentes, como se observa en la Tabla 3. Estos resultados nos permiten

concluir que por medio del extracto alcalino se obtiene una mayor cantidad de fendlicos totales.

Tabla 3. Cuantificacion de polifenoles por métodoFa#in-Ciocalteu

EXTRACTO CONCENTRACION ppm)
OFla 3929.86+ 159.11 *
OFIm 2436.81+ 287.42

8.2 Obtencién cuantificaciony caracterizacién por espectrometria de masas [LC/MIGDF] de

los compuestos fendlicos presentes en OFI por dos métodos de extraccion

Se llewd a cabo la extraccion a travésl usode dos solventes, hidrolisis alcalina y extraccion
metandlica. Posteriorente se identificaron y cuantificaron lo@mpuestos fenolicos presentes

las siguientes longitudes de onda: 255, 280, 320, 265, 480 y 535 nm., longitudes de onda en las
gue los polifenoles se excitan y emiten absorbancia. A las longitudes de ondg &3880n, no

se obsero la presencia de sefales

En laFigura9 A, se observa el cromatograma a 255 nm, longitud de onda a laigeet#feo la
presencia de un derivado del acido protocatechico, a través de espectrometasadgLC
MSD/TOF], en concentraciones 80.82 + 0.90 ug/g harina, para ambos tigasadeiones. Ela
figura 9B, se observa el cromatograma a 280 nm de ambos extractos,adliEs se logro la
identificacién del acido psidico, en concentraciones4838+ 0.99 ug/g dbarina, para ambos

tipos de extracciones, representado €falala 4.
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Enla figura 9C, se observan los polifenoles detectados a 320 nm, en donde se detecto la presencia
acido ferulico glicosilado al minuto 20.35 en concentracione8d83 2.47 ug/g de harinpara

la extraccidbn metandlica. De igual manera, al minuto 22.28 se detectd otro compugstinde
ferdlico glicosilado, en concentraciones de 23.14 + 4.16 ug/g de harina para el ex¢tacidlico.

Es importante mencionar, qle presencia de estos compuestos por extra@adaalina no fue
cuantificable. Al minuto 24.85 se detecta la presencidadizado de acidprotocatechuio, en
concentraciones de 135.06 *+ 6.09 ug/g de harina para la extraccion alckarid. g2 + 0.25g/g

de harina para la extraccion metandlica. Estos resultados se plseéevar de manera detallada

en laTabla4. Finalmente, eta figura 9D, se observan los cromatogramas a 365 nm, en donde
los polifenolesencontrados predominaron en mayor cantidadilidar el método de extraccion
metandlica. Ddos polifenoles encontrados a 365 nm, se logro la identificar la presencia de
glicésidos deisorhamnetina: Isorhamnetgiucositrhamnosidrhamnosido al minuto 27.63,
Isorhamnetin glucositrhamnosHpentosilo al minuto 28.1, Isorhamnetgiucosit rhamnosido,

al minuto28.66 e Isorhamnetiglucositpentosido al minuto 30.63, a través de espectrometria de
masagLC-MSD/TOF]. De todos los glicésidos de isorhamnetina detectados en ambos tipos de
extraccion, seobtuvo una mayor tasa de rendimiento por medio del extracto metandlico, en

comparacion con el extracto alcalino, como se observalabla 4.
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Figura 9. Perfil de cromatografia liquida de alta resolucion de los extractos alcalino (azul) y
metandlico (verde) depuntia ficusindica @ diferentes longitudes de on&anel A) 255 nm; Panel B)
280 nm; Panel C) 320 nm; Panel D) 365 nm
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Tabla 4. Cuantificacion e identificacion de los polifenoles presenteandios extractos de QFI

Concentracion (ug/g

harina)
N° Ei,gﬁgigﬁ UV max m/z Identificacion tentativa del Extracto Extracto
M + . oL
Pico (minutos) (nm) [M+H] compuesto Alcalino Metandlico
1 6.59 262 Derivado del acido g5 g5, 990 80.82 +0.90
498 protocatechuico
2 8.93 258 279 Acido psidico 34.89+0.99 34.89+0.99
3 9.27 252 No identificado 53.43+0.50 53.43+0.50
4 11.33 249 No identificado 50.18 £ 0.75 50.18 £0.75
185.81 +
5 12.87 222,274 No identificado 174 185.81 +1.74
223, 281,
6 20.35 327 Acido ferulico glicosilado 38.78 £ 2.47
216, 299, i
! 22.28 325 Acido ferulico glicosilado 23.14£4.16
216, 236, Derivado del acido 135.06 +
8 24.85 297, 324 498 protocatechuico 6.09 15.32+0.25
Isorhamnetirglucosit 138.15 + 247.24
9 21.62 253,353 7l rhamnosirhamnosido 0.33 24.17
Isorhamnetirglucosit 155.49 + 283.01 +
10 28.1 253,354 757 rhamnosiHpentosido 5.14 30.20
Isorhamnetirglucosit 113.53 +
11 28.66 253,353 611 rhamnosido 94.13 £8.27 12.74
Isorhamnetirglucosit 108.34
12 30.62 254, 354 625 pentosido 67.9+1.09 16.33
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8.3 Los tratamientos con los extractos ricos en polifenoles provenientes de OFI inducen perdida
de la viabilidad celulaenCaco-2, CT-26 y HF29 sin afectar a PBMC

Una vez obtenida la caracterizacion total de los compuestos fendlicos presentes en ambos tipos de
extraccion, se procedi@ evaluar el efecto citotoxico de los mismos sobre células de cancer de
colon por ensayos de MTT. Se observé una reduccion en ladadtimetabdlica de @e-2,
obteniendo a las 24 horas de tratamiento us@d@oximadale6 mg/mL de OFla'y 2 mg/mL de

OFIm, mientras que para la linea celular-Z5lla |1Go fue de 8 mg/mL de OFla'y 2 mg/mL de

OFIm, finalmente la 16 aproximadgpara HF29 de9 mg/mL de OFla y 2.5 mg/mL de OFIm
(Figural0O Ay 10 B, respectivamente). Estos resultados indican que la actividad citotoxica de los
extractos ricos en polifenoles provenientes de OFI es dependiente de la concentracion y que el
extracto metanolicosemés citotoxico a menores concentraciones, finalmente se observé una

mayor sensibilidad de la linea celularcG& a anbos tratamientos.
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Figura 10. El tratamiento con OFla y OFIneduce la viabilidad celular en lineas CRC y PBMCs.

Las lineas de CRC: Ca@(negra), C126 (gris oscuro) y HR9 (gris claro), y PBMCs tratadas

con diferentes concentraciones de ambos extractos ricos en polifenoles provenientes de OFI
durante 24 h. Detminacion por MTT de: (A) la viabilidad celular relativa de CRC con los
tratamientos de OFla; (B) viabilidad celular relativa de CRC con los tratamiento de OFIm; (C)
viabilidad celular relativa de PBMCs con los tratamientos de OFla, y (D) viabilidadraelaka/a

de PBMCs con los tratamientos de OFIm, considerando la absorbancia en el control como el 100%.
Los datos representan el promedio de al menos tres experimentos independientes realizados por
triplicado + DE. (ns: no significativo; *: p=0.05; **:7p< 0,01; ***: < 0,001; ****: p=<0.0001)
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Una vez determinada la actividad citotéxica de ambos extractos en lineas de CRC, se procedi6 a
evaluar si esta es especifica de células tumooaseestaafecta a células sand®r lo tanto, se
realizaron ensays de MTT en PBMCs obtenidas denantes sanosy estas sdrataon a las

mismas concentraciones que las lineas tumodaleste 24 h

Las PBMCs tratadas por 24 h a diferentes concentraciones de OFla no mostrarédidaalp
viabilidad significativa 8 comparacion al control, confirmando la especificidad del tratamiento
hacia las células tumoraldsigural0C). Por otra parte, las PBMCs tratadas con OFIm no mostro
una disminucién en la viabilidad dentro del rango en que induce citotoxicidad en téhdesles,

sin embargo, a partir a partir de 2.5 mg/mL se obtuvo una pérdida significativa de viabilidad,
aproximadamente del 40%igural0D).

Una vez determinado que los extractos ricos en polifenoles inducian pérdida de viabilidad relativa
en células tumorales y no en PBMGe decidié evaluapor citometria de flujo, en células
individuales,si los tratamientos con ambos extractos disminuian la actividad de las esterasas
intracelulares, a distintas concentraciones de tratamiento goe24éulas de cancer de colon

Los resultados observados para los tratamientos con OFIm fueronsoi@priXimadgara Cace

2y HT-29 de 2.5 mg/mL, y para CJ26 de 1.75 mg/mLKigurallA). Siendo CF26 la linea con

mayor sensibilidad al tratamiento con OFRwr otra parte, la £ encontrada en la linea celular
Caco2 tratada con OFIm fue de fg/mL, mientras que para €6 y HT-29 fue de
aproximadament8 mg/mL. Siendo Cae@ la linea con mayor sensibilidad al tratamiento con
OFla(FigurallB).
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Figura 11. El tratamiento con OFla y OFIm reduce la viabilidad celular en lineas CRdineas

de CRC: Cac€ (negra), C126 (gris oscuro) y HR9 (gris claro) tratadas con diferentes
concentraciones de ambos extractos ricos en polifenoles provenientes de OFI durante 24 h.
Evaluacion de la actividad esterasa intracelular por ensayosadgn?eM por citometria de flujo

de: (A) CRC con los tratamientos de OFla; (B) CRC con los tratamientos de OFIm. Los datos
representan el promedio de al menos tres experimentos independientes realizados por triplicado +
DE. (ns: no significativo; *: p=0.05*: p= < 0,01; ***: < 0,001; ****: p= <0.0001)
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