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RESUMEN

L.B.G. Juan Carlos Arellano Barrientos Fecha de titulacion: Junio 2025
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Titulo del estudio: Analisis del Efecto Citotoxico in vitro de Extractos de Acalypha monostachya sobre
Lineas Celulares Tumorales Humanas de Cancer de Colon.

Candidato para obtener el grado de Maestria
en Ciencias con Orientacion en Morfologia.
Nimero de paginas: 90
Area de estudio: Morfologia
Proposito y Método del Estudio.

El cancer colorrectal aumenta afio con afio principalmente en paises en vias de desarrollo.
En México se ha observado una tendencia creciente en la incidencia del cancer colorrectal,
influenciada principalmente por el estilo de alimentacion occidental y la falta de medidas
efectivas de prevencion. Pese a contar con esquemas terapéuticos eficaces, se presentan
algunas limitantes que evitan la regresion de la enfermedad e incluso en algunos casos las
células tumorales desarrollan resistencia a estos tratamientos, por ello se buscan
alternativas terapéuticas con el fin de aumentar la gama de tratamientos. En el presente
estudio se evaluaron 3 extractos de hoja de Acalypha monostachya con el fin de determinar
el efecto citotoxico sobre lineas celulares humanas de cancer de colon (CaCo-2 y HT-29)
comparadas contra una linea no tumoral (Vero). La evaluacion se realizd mediante
mediciones directas de la actividad mitocondrial usando la prueba MTT y se complementd
con una tincion nuclear con DAPI para confirmar los resultados y observar posibles
alteraciones en los nucleos celulares asociados a procesos de muerte celular. Esto permitio
identificar el extracto con mayor actividad citotdxica y posteriormente determinar el tipo
de muerte celular inducido, mediante el uso de un kit especifico para la deteccion de
apoptosis y necrosis.

Conclusiones y contribuciones.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que el EH de A. monostachya
presenta una marcada actividad citotoxica, especialmente sobre la linea celular tumoral
CaCo-2, a una concentracion de 100 ug/mL tras 24 horas de exposicion.

Este efecto fue menos pronunciado en la linea HT-29, que solo respondio a
concentraciones altas y en la linea no tumoral Vero, lo que sugiere cierta selectividad del
extracto hacia células tumorales.

Las pruebas realizadas mostraron que el EH induce principalmente apoptosis en etapa
tardia, seguido de necrosis, como mecanismos de muerte celular.

En conjunto este estudio demuestra que el EH de A. monostachya contiene compuestos
con potencial terapéutico, los cuales podrian ser aislados y caracterizados en futuras
investigaciones para el desarrollo de nuevas estrategias contra el cancer colorrectal.
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1. INTRODUCCCION

1.1 Cancer.

El cancer es una enfermedad caracterizada por la proliferacion anormal de algunas
células que conforman nuestros tejidos. Este fendomeno se llega a presentar por un dafio
en el ADN, ya sea adquirido o bien heredado desde la linea germinal. Existen dos tipos
principales de céancer: los relacionados a la sangre (sanguineos) y los capaces de formar
un tumor so6lido (Instituto Nacional del Cancer, 2022; American Cancer Society, 2020).
Una vez desarrollado el tumor solido, este puede quedarse in situ o bien comenzar un
proceso de migracion de las células cancerosas, generando metastasis (Alexandru Ionescu

et al., 2023; Shin et al., 2023)

El desarrollo de esta enfermedad tiene una alta prevalencia a nivel mundial, para
el afio 2020 se han reportado 1.9 millones de casos nuevos de cancer detectados y su
incidencia va en aumento (Guo et al., 2023; Rascon-Valenzuela et al., 2015). El cancer
puede llegar a desarrollarse en multiples tejidos, la mayoria relacionados a aquellos con
caracteristicas epiteliales, pues son aquellos que llegan a mantener activa su replicacion;
por ende, son el grupo celular con mayor riesgo de sufrir alteraciones genéticas azarosas
(Rascon-Valenzuela et al., 2015). Actualmente la Agencia Internacional de Investigacion
sobre el Cancer menciona que los 4 tipos de cancer més frecuentes para 2020 fueron
cancer de mama, prostata, pulmon y cancer colorrectal (International Agency for Research
on Cancer , 2020). Sin embargo, en el afio 2022 (Globcan) el cancer de mayor incidencia
en la poblaciéon mundial y que afecta a ambos sexos fue el cancer de pulmon, seguido del
cancer de mama y en tercer lugar el cancer colorrectal, tal como se aprecia en la figura 1.
A nivel mundial se ha determinado que el cancer colorrectal ocupa el tercer lugar de
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prevalencia para esta enfermedad, mientras que en México se asocia su prevalencia con

casi 15 mil casos nuevos por ano (IMSS, 2019).

1.2 Cancer colorrectal.

El cancer colorrectal puede presentarse en ambos sexos, sin embargo, se ha

reportado una mayor incidencia en el sexo masculino (Li et al., 2021; Zhao et al., 2022).

Anteriormente, se creia que el cancer colorrectal se debia a una progresion por
enfermedades inflamatorias asociadas al intestino, como la enfermedad de colitis
ulcerativa o la enfermedad de Crohn , (Dekker et al., 2019; Shah & Itzkowitz, 2022), o
bien asociado a factores genéticos como el sindrome de cancer hereditario, sindrome de

Lynch o el sindrome de poliposis adenomatosa familiar (Thanikachalam & Khan, 2019).

Actualmente el desarrollo del cancer colorrectal estd asociado a multiples factores,
como en la mayoria de las neoplasias. Uno de los factores asociados es el grupo étnico,
pues se ha demostrado que algunos grupos étnicos tienen una tendencia a desarrollar una

neoplasia caracteristica como el desarrollo de cancer de estdmago, que afecta mas a la
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Figura 1 Incidencia del cancer a nivel mundial en ambos sexos, informacion del afio 2022. Obtenido de
(Globcan).

poblacion Hawaiana con descendencia asiatica (Li et al., 2021). Otros factores asociados

son el estilo de vida, el consumo de sustancias nocivas para la salud (tabaco, alcohol,

drogas, etc.), falta de ejercicio o sedentarismo y sobre todo al tipo de dieta que se presenta

dentro de su consumo diario (Alexandru Ionescu et al., 2023; Dekker et al., 2019).



Numero absolutos

Nuevas investigaciones han mostraron que mas del 70% de los casos de cancer
colorrectal diagnosticados son desarrollados de forma espontanea (Dougherty & Jobin,
2023; Li et al., 2021),generado por alteraciones genéticas adquiridas que favorecen su
desarrollo. De hecho, recientemente se ha descrito el papel que tiene el microbioma como
un agente causal del desarrollo del cancer colorrectal, pues se han involucrado
microorganismos que propician la aparicion de esta enfermedad debido al desarrollo de
un ambiente inflamatorio (Dougherty & Jobin, 2023; Wong & Yu, 2019). La dieta, como
ya se ha mencionado, es uno de los factores que mas influyen en el desarrollo del cancer
colorrectal, sobre todo la influencia de la dieta occidental, ya que en esta se aumenta el
consumo de grasa, conservadores, carnes rojas, carbohidratos y se tiene una ingesta
insuficiente de fibras, lo que aumenta mas el desarrollo espontaneo de la enfermedad

(Jacobo-Herrera et al., 2015; Lopez, 2013). Este ultimo factor, aunado a la baja
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Figura 2.- A) Analisis comparativo de casos de cancer colorrectal detectados de 1990 a 2020 de paises desarrollados
(EUA y Canada) contra paises en vias de desarrollo (México, Argentina, Colombia, Brasil). B) Estimaciones generadas

de nuevos casos previstos de cancer colorrectal de 2020 a 2040 de paises desarrollados (EUA y Canada) contra paises

prevalencia del diagndstico y la falta de sintomas claros pueden favorecer su desarrollo y

su progresion.

En México se han ido incrementando los casos de cancer colorrectal de 1990 a

2020, tal como se aprecia en la figura 2A. De igual forma se ha estimado que para el afio
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2040 haya un incremento en nuevas detecciones de esta enfermedad debido a la influencia
de la dieta occidental que se tiene de Estados Unidos de América, en conjunto con la poca
prevalencia que se le da al diagndstico oportuno y la poca accesibilidad que se tiene a los
servicios médicos, es por ello que en México, desde el 2010, el cancer es considerado la

cuarta causa de muerte (IMSS, 2015).

1.3 Tratamientos.

La gama de tratamientos administrados contra el cancer en general es amplia, y
depende de los estadios mismos de la enfermedad para su aplicacion. Existe una gama de
tratamientos que se enfoca en atender aquellas neoplasias que se encuentran localizadas o
in situ. Este tipo de terapias se basa en la remocion de la region danada o alterada, como
la cirugia. Otra terapia en cuestiéon de las neoplasias in situ es la administracion de
radioterapia con isotopos radioactivos. Este tipo de terapias son efectivas, pero dependen
del estadio de la enfermedad, ya que cuando son estadios més avanzados o cuando ya hay
una diseminacion a través del cuerpo, se opta por aplicar terapias orales o intravenosas
como la quimioterapia, inmunoterapia y/o medicamentos dirigidos (American Cancer
Society, 2020). Estos tratamientos pueden ser administrados en conjunto o bien en
combinacion, sin embargo, los agentes quimioterapéuticos, ya sea de primera o segunda
linea, son considerados como ¢l medicamento estandar contra el cancer administrandose
via intravenosa o via oral. Estos medicamentos son empleados con el fin de atacar a las
células con una alta tasa de proliferacion celular (una de las caracteristicas del cancer), sin

embargo, no tienen un mecanismo de citotoxicidad selectiva, por lo cual también pueden
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atacar células sanas que se encuentren en epitelios que tengan una tasa elevada de
replicacion. Por lo anterior, los efectos secundarios de los tratamientos antineoplasicos
suelen asociarse con fuertes reacciones adversas, dentro de las cudles se incluye vomito,
diarrea, caida del pelo, tlceras en la boca, pérdida de apetito y peso, cambios en la piel y

en las ufas, entre otros sintomas (American Cancer Society, 2020).

1.4 Tratamientos contra el cancer colorrectal

El cancer colorrectal, ha demostrado ir en aumento a nivel mundial. En México es una
de las problematicas de salud del cual se prevé un aumento en futuros afios (Beltran-
Ontiveros et al., 2024) Los tratamientos para esta enfermedad van desde la remision de la
porcion del intestino dafiado, a manera de cirugia, o bien la administracion de

quimioterapéuticos (Shin et al., 2023; Zhou et al., 2023)

Algunos de esos agentes quimioterapéuticos de primera linea empleados de forma

estandar en el tratamiento contra el cancer colorrectal son:

S-fluorouracilo (5-FU®)
Capecitabina (Xeloda®)
Irinotecan (Camptosar®)

Oxaloplatino (Eloxatin®)

vV VvV ¥V VvV VY

Trifluridina y tipiracil (Lonsurf®)

Estos agentes quimioterapéuticos se pueden emplear solos o de forma conjunta en
ciclos de quimioterapias, como por ejemplo el uso de FOLFOX® (acido folinico, 5-

Fluorouracilo y Oxaloplatino), FOLFIRI®, que tiene efecto similar al FOLFOX® (Otsu
12



& Hironaka, 2023), XELOX® (Oxaloplatino y Capecitabina), entre otros fArmacos que
se pueden combinar para generar un esquema de tratamiento de primera linea contra el

cancer colorrectal. Su administracion ya sea en conjunto o bien individuales dependeran

del estadio de la enfermedad (Jang et al., 2023; Zhou et al., 2023).

Dentro de los esquemas terapéuticos se han anadido compuestos quimicos de
segunda linea, los cuales van dirigidos hacia los procesos de angiogénesis con el fin de
evitar la propagacion tumoral y diseminacion a otros tejidos. Estos quimioterapéuticos de
segunda linea han mostrado una mejoria en la regresion del cancer, aumentando la
esperanza de vida en pacientes que presentan esta enfermedad, sin embargo, su
administracion radica en la presencia de ciertas mutaciones relacionadas con receptores

especificos como KRAS, BRAF, EGFR, entre otros (Otsu & Hironaka, 2023).

El porcentaje de supervivencia de pacientes a los cuales se les administran estos
tratamientos es de hasta 30 afos después del diagndstico de la enfermedad, sin embargo,
la respuesta a estos varia segin el estado de progresion de la enfermedad y a las
mutaciones que ha adquirido el tipo celular. Ya que hay pacientes que presentan
alteraciones genéticas en las cuales las células alteradas disminuyen la respuesta ante los
farmacos usados, debido al desarrollo de mecanismos de evasion. Por lo cual, se llegan a
administrar rondas prolongadas de tratamientos, sin embargo, el uso cronico de los
tratamientos antineoplasicos tiende a generar un fenotipo mas agresivo de células de
cancer. Este nuevo fenotipo se vuelve resistente a los agentes quimioterapéuticos lo cual
genera a su vez un mal prondstico, se ha descrito que en personas que fallecieron por esta
enfermedad y que recibieron tratamientos de forma crénica, se han encontrado

heterogeneidad de células con resistencia a los quimioterapéuticos (Greenlee et al., 2021).
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Otras limitantes que se presentan empleando estos tratamientos se debe a los altos costos
y al reto de adquisicion de los medicamentos, por lo cual en muchas de las ocasiones los
pacientes no logran cumplir los esquemas completos, lo que de igual forma aumenta el
riesgo a desarrollar alteraciones relacionadas con la resistencia hacia los agentes
quimioterapéuticos de primera y segunda linea aumentando atin mas la tasa de mortalidad

(Zhou et al., 2023)

El desarrollo de los quimioterapéuticos, en su mayoria, derivan de estudios

relacionados con el empleo de alternativas terapéuticas, como es el uso de la medicina

tradicional (Fridlender et al., 2015; Shakya & Naik, 2022).

1.4 Medicina Tradicional.

La medicina tradicional se define como aquella que busca el empleo de elementos
naturales con el fin de prevenir o tratar alguna enfermedad en particular (Aiello et al.,
2019). La medicina tradicional ha ido adquiriendo relevancia en los ultimos afios, ya que
la OMS ha estimado que, debido a las limitantes de los tratamientos contra el cdncer como
el alto costo y la baja disponibilidad de estos, en comunidades rurales principalmente,
motivan a la poblacion a optar por las alternativas terapéuticas (Aiello et al., 2019). Uno
de los recursos empleados dentro de la medicina tradicional es el uso de tejidos vegetales
a manera de infusion o de extractos naturales, segun sea el caso. Por tal motivo, la
medicina convencional ha ido centrando su atencion en la medicina tradicional, enfocando

la busqueda de moléculas provenientes de tejidos vegetales cuyo efecto bioldgico sea
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benéfico y amplie la gama de tratamiento contra algunas enfermedades como el cancer

(Rios Reyes et al., 2017).

Los metabolitos con actividad biologica que se llegan a presentar en algunos
tejidos vegetales dependen del tipo de plata, el lugar donde se desarrolla y en qué
condiciones de estrés se encuentre, que en la mayoria de los casos el desarrollo de
metabolitos biologicamente es derivados de un estrés hidrico o bien por la presencia por

alglin patogeno (Delgado-Gonzalez et al., 2023).

Estos metabolitos biologicamente activos tendran una distribucion distinta en el
tejido vegetal, ya que algunos de ellos tienden a acumularse mas en las hojas, mientras
que otros tienen una acumulacién a nivel de raiz (Aiello et al., 2019). Por estas razones,
tanto el sitio de colecta como la zona del tejido vegetal a analizar deben ser considerados

minuciosamente.

Los efectos bioldgicos que han sido reportados a lo largo de las investigaciones
empleando extractos de origen vegetal son variados, como por ejemplo aquellos con
actividad antimicrobiana, antifingica, antiradical, antioxidante, inmunomodulador,
antiviral y anticancerigeno (Delgado-Gonzalez et al., 2023; Thanikachalam & Khan,
2019). Cada efecto dependera del tipo de planta, la zona de la planta usada y el tipo de
solvente que se haya usado para generar la extraccion de los metabolitos. A nivel mundial
se cuenta con una amplia distribucion de especies vegetales, de los cuales algunos se
encuentran en vias de investigacion por su uso o relacion con la medicina tradicional, esto
se basa en estudios etnobotdnicos que muestran como ciertas culturas han ido empleando

las plantas con el fin de preservar la salud (Salazar-Gomez & Alonso-Castro, 2022). Estas
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investigaciones etnobotdnicas han permitido que se lleven a cabo estudios de caracter
cientifico con el fin de elucidar estos compuestos que otorgan la actividad bioldgica a los
tejidos vegetales, y en caso de encontrar estos compuestos, determinar si se pueden aislar
para el desarrollo de nuevos farmacos (Fridlender et al., 2015; Ryu et al., 2023). La
Organizacion Mundial de la Salud ha mencionado que de las plantas se pueden llegar a
obtener nuevos fairmacos que aumenten las alternativas terapéuticas (Noumedem et al.,

2013).

México cuenta con una amplia biodiversidad debido a las condiciones
climatoldgicas tan variadas, motivo por el cual se ha determinado que tiene entre el 4 y el
8% de la flora representativa del planeta. La flora presente en México varia segtn el estado
por lo cual se les puede otorgar un uso o no, de los cuales los usos mas empleados son
como ornamenta, para alimentacion y aquellos empleados en el uso de la medicina

tradicional (Estrada-Castillon et al., 2018).

Nuevo Leo6n, un estado con clima semiseco templado, cuenta con una gama
importante de flora y fauna empleada para multiples propdsitos, como el uso de ciertas
plantas con actividad medicinal que se emplean en conjunto con terapias farmacologicas

para mitigar procesos patologicos (Estrada-Castillon et al., 2018; Rios Reyes et al., 2017).
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1.6 Familia Euphorbiaceae

La familia  Euphorbiaceae,
considerada la sexta familia con mayor
diversidad (Gordillo et al., 2002), cuenta
con 228 géneros de plantas de las cuales
derivan aproximadamente 7,000
especies distribuidas a lo largo del
mundo. Estas especies pueden ser
plantas herbaceas, arbustos, arboles
lefiosos y especies parecidas a los cactus,
dentro de estas especies pueden llegar a

verse especies perenes Yy anuales

Trigonostemon

Stillingia Schinziophyton Givotia

Ditta Sapium  Ricinodendron  Plukenetia
Garcia Tragia  Excoecaria  Chrozophora Ditaxis

Dysopsis  Euphorbia Croton Ricinus  Aleurites

Suregada Acalypha Cnidoscolus Alchornea Baliospermum

Hurans Jatropha Hevea
; ‘;3’ -
% S )

Euphorbiaceae
Family

Figura 3.- Familias de plantas que cuentan con especies
en vias de investigacion por su uso en la medicina

tradicional, obtenido de (Jiménez-Gonzalez et al., 2024)

(monocotiledones o dicotileddneas) (Islam et al., 2022). Algunos géneros representativos

dentro de esta gran familia son Euphorbia, Jatropha, Croton, Acalypha, entre otros. que

destacan por su uso en la medicina tradicional (Gordillo et al., 2002; Jiménez-Gonzalez et

al., 2024).

1.7 Genero Acalypha

El género Acalypha pertenece a la familia Fuphorbiaceae el cual cuenta con una

amplia distribucion a nivel mundial, la cual comprende cerca de 450-570 especies

vegetales (Rascon-Valenzuela et al., 2015)
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Algunos ejemplos de especies del género Acalypha que se encuentran en vias de
investigacion por su uso en la medicina tradicional son Acalypha manniana encontrada en
la regién de Camertn, en Africa, debido a que ha sido usada para tratar alteraciones
dérmicas como micosis, entre otras. Las investigaciones de Noumedem et al., (2013)
mostraron un efecto antimicrobiano empleando diversos extractos como metanoélico,
hexénico, acetato de etilo y sus fracciones. Acalypha indica, otra especie del género
Acalypha, mostré tener multiples efectos biologicos de los cuales uno de estos
corresponde a un efecto anticancerigenos (Zahidin et al., 2017). Recientemente otra
especie del género de Acalypha fue investigado con el fin de elucidar el potencial
antineoplasico caracteristico de otras especies: Acalypha monostachya, que es una planta
perenne localizada en el suroeste de los Estados Unidos de América y parte de México.
Esta planta se ha empleado para tratar diversas afecciones como erupciones cutdneas,
diarreas, sin embargo, en el norte de México en estados como Nuevo Ledn se le conoce
como la hierba del cancer, pues el uso de la infusion del tejido vegetal se asocia con la
disminucion del cadncer (Guillén-Meléndez et al., 2021). Esta respuesta anticancerigena
fue demostrada en los estudios realizados por Guillén-Meléndez et al., (2021), en el cual
se obtuvieron 3 extractos a partir de toda la planta con disolventes de diversa polaridad
(agua, hexano y metanol), del cual el EH mostré una toxicidad selectiva en las lineas
celulares tumorales humanas HeLa y en las células MDA-MB-231 (cancer cervicouterino
y cancer de mama triple negativo, respectivamente). En dichas células se observd un
cambio en la morfologia y en la formacién de cuerpos apoptdticos asociados a
concentraciones bajas (cambios inducidos a concentraciones de 10 a 100 pg/mL),
mientras que en las células Vero (empleadas como células no tumorales) no present6 estos

efectos toxicos (Guillén-Meléndez et al., 2021).
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2. JUSTIFICACION:

El desarrollo de cancer colorrectal en nuestro pais aumenta afio con afo,
estimaciones basadas en andlisis estadisticos muestran que aun con los esquemas de
tratamientos actuales esta enfermedad va en aumento. La influencia de la dieta occidental
y el estilo de vida en México, aunado a la baja prevencion, favorece el desarrollo de la
enfermedad. Los esquemas actuales quimioterapéuticos atacan a las células cancerosas
que proliferan de forma acelerada, sin embargo, no son especificos y afectan a las células
que no son cancerosas, esta problematica, entre otras, limita el seguimiento de los
tratamientos quimioterapéuticos. Motivo por el cual se ha enfatizado la blisqueda de
nuevas alternativas terapéuticas que reduzcan las limitantes de los tratamientos
convencionales. La medicina tradicional ha mostrado el potencial que presenta el uso de
las plantas para la bisqueda de nuevos compuestos bioactivos contra el cancer. E1 EH de
A. monostachya mostrd tener una actividad citotoxica selectiva en células de cancer
cervicouterino y de mama triple negativo (HeLa y MDA-MB-231), por lo que en el
presente estudio se evaluara el efecto citotoxico selectivo in vitro de extractos de A.

monostachya en lineas celulares humanas (HT-29 y CaCo-2) de cancer de colon.
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3. HIPOTESIS:

Los extractos de 4. monostachya tienen efecto citotdxico selectivo in vitro sobre

las lineas celulares tumorales humanas HT-29 y CaCo-2.

4. OBJETIVO GENERAL:

Analizar el efecto citotoxico selectivo in vitro de extractos de Acalypha

monostachya sobre lineas tumorales humanas de cancer de colon.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Obtener y realizar el analisis fitoquimico parcial del extracto acuoso, metandlico y

hexanico de A. monostachya.

2.- Evaluar el efecto citotoxico in vitro de los extractos de A. monostachya sobre células

humanas de cancer de colon.

3.- Analizar el tipo de muerte celular inducida por el extracto de A. monostachya con

mayor actividad citotoxica in vitro.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1. Objetivo 1 Obtener y realizar el andlisis fitoquimico parcial del extracto acuoso,

metanoélico y hexdnico de A. monostachya.

5.1.1. Material vegetal y sitio de colecta.

Se colectaron las hojas de 4. monostachya. El sitio de colecta del material vegetal se
realizd en el cerro de la Loma Larga Oriente ubicada en el municipio de San Pedro Garza
Garcia, Nuevo Ledén (25°39°21.9°N, -100°20°07.3.14> W), en agosto de 2024.
Posteriormente el material vegetal fue identificado por el Dr. Marco Guzman Lucio

asignandole asi un nimero de baucher (Folio 030641).

5.1.2. Obtencion del extracto.

El material vegetal obtenido fue secado a la sombra a temperatura ambiente (TA, 23
+ 2 °C) durante 3 dias. Posteriormente fue triturado utilizando un molino manual para
grano (Victoria). La extraccion del material vegetal se llevo a cabo mediante maceracion
a TA, con agitacion constante por 24 h en un matraz Erlenmeyer de 500 ml utilizando 10
g de planta y 300 ml de disolvente (agua destilada, metanol absoluto o n-hexano). Los
extractos EA, EM y EH fueron filtrados y concentrados mediante presion reducida
empleando un rotavapor (Yamato Scientific CO. LTD. RE-200). Después de terminado el
tiempo de agitacion, el EA fue filtrado, esterilizado y sometido a evaporacion en una
incubadora a 40 °C. Una vez eliminado el disolvente en su totalidad de los extractos se

obtuvo el rendimiento utilizando la siguiente férmula donde: PE = Peso del extracto
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obtenido, PI = Peso inicial del material vegetal, mostrando los resultados a manera de
porcentajes.

PE
Rendimiento (% B) = — x 100
D Pl

Finalmente, los extractos se almacenaron en frascos de vidrio ambar protegidos de la luz

a4°C.

5.1.3. Tamizaje fitoquimico parcial.

La medicina tradicional comprende el uso de los recursos naturales con el fin de
tratar enfermedades en la poblacion, uno de estos recursos es el uso de plantas. Las plantas
presentes en la region pueden llegar a emplear metabolitos secundarios que le confieren
una actividad bioldgica. Estos metabolitos son inicialmente determinados empleando
pruebas fitoquimicas parciales, en donde los compuestos presentes en los extractos
reaccionan con los reactivos utilizados, proporcionando informacion sobre los posibles

metabolitos secundarios presentes en las plantas (Guillén Meléndez, 2021).
5.1.4. Insaturaciones (Prueba KMnQO4)

Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en 1 mL de los solventes empleados.
Posteriormente se les adiciono gota a gota del reactivo al 2% en agua, esperando observar

un precipitado de color café o una descoloracion generada por el reactivo.

5.1.5. Grupo carbonilo (2-4 dinitrofenilhidrazina)
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Se disolvieron 5 mg de cada extracto en 1 mL de etanol. Posteriormente se afiadio
1 mL de la solucion saturada de 2-4 dinitrofenilhidrazina (2-4 dinitrofenilhidrazina
disuelto en HCI 6N), esperando observar un precipitado con una coloracién amarilla o

naranja.

5.1.6. Oxidrilos fendlicos (taninos vegetales, FeCls)

Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en 1 mL de agua (EA) o 1 mL de etanol
96% (EM y EH). Una vez disueltos se afiadieron gotas de FeCls al 2.5% (FeCls disuelto

el agua), esperando observar un precipitado rojo, azul-violeta o verde.

5.1.7. Esteroides y terpenos (Salkowski)

Se disolvieron de 1-2 mg de cada extracto en 1 mL de cloroformo, posteriormente

se le anadi6é 1 mL de H2SO4, esperando observar un anillo rojo-marrén en la interfase.

5.1.8. Molish (prueba de carbohidratos)

Se disolvieron de 1-2 mg de cada extracto, posteriormente se afiadid gota a gota el
reactivo de Molish (alfa naftol al 1% disuelto en etanol) y 1 mL de H2SO4, esperando

observar un anillo coloreado de color purpura en la interfase.

5.1.9. Cumarinas (pruebas de carbohidratos)

Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en etanol, anadiendo gota a gota del
reactivo NaOH (10%), esperando observar una coloracién amarilla que desaparece al

acidificar la solucion.

5.1.10. Lactonas (pruebas de carbohidratos)
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Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en 1 mL de solucion alcohdlica de NaOH
10%, esperando observar una coloracién amarilla o naranja que desaparece cuando se

afiaden gotas de HCI.

5.1.11. Sesquiterpenolactonas (Baljet)

Se disolvieron 2-3 mg de cada extracto en etanol, anadiendo 3-4 gotas del reactivo
mezcla (C6H3N307 al 1% en etanol y NaOH 10% en proporcién 1:1) esperando observar

una coloracion naranja o rojo oscuro.

5.1.12. Flavonoides (H2S04)

Se disolvieron pequenas cantidades de los extractos en H>SOj4, esperando observar
una coloraciéon amarilla indicando la presencia de flavonoides, naranja-guinda para

flavonas, rojo-azuloso para chalconas y rojo-purpura para quinonas.

5.1.13. Alcaloides (Dragendorff)

Se disolvieron pequenas cantidades de los extractos, a los cuales se les adiciono el
reactivo Dragendorff (Partiendo de una mezcla de la solucion A tomando 5 mL y 4 mL
del reactivo B en 100 mL de agua. En el caso del reactivo A este se prepard con 0.85g de
Bi(NO3)3 mezclados con 10 mL de CH3COOH y 40 mL de agua, mientras que la solucion
B se preparé con 8g de KI solubilizado en 20 mL de agua), esperando observar una

coloracidn rojo-naranja.

5.1.14. NaHCO:3 (prueba de saponinas)

Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en agua (EA) o etanol (EM o EH),

posteriormente se le afadieron 2-3 gotas de HoSO4 concentrado para después afiadir 2-3
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gotas de la solucion NaHCO3 (10%) esperando observar la aparicion de burbujas con

prevalencia de 1 minuto.

5.1.15. Salkowski (prueba de saponinas)

Se disolvieron de 1-2 mg de los extractos en 1 mL de cloroformo a los cuales se les

anadio 1 mL de HoSO4 esperando observar una coloracion roja.

5.1.16. Aromaticidad

Se disolvieron de 1-5 mg de los extractos en un disolvente no aromatico (etanol),
posteriormente se afiadio una gota de la mezcla de H>SO4 con formaldehido, esperando

observar una coloracion rojo-violeta.

Los resultados seran expresados de forma semicuantitativa a manera de signos: (-)
como ausencia total del compuesto, (+) como presencia parcial del compuesto y (++)

como presencia abundante del compuesto.

5.2. Objetivo 2 Evaluar el efecto citotoxico in vitro de los extractos de A.

monostachya sobre células humanas de cancer de colon.

En este estudio se emplearan las siguientes lineas celulares humanas de cancer de
colon, para evaluar el potencial efecto citotoxico in vitro de los extractos de A.

monostachya comparandolas con una linea celular no tumoral.

5.2.1 Lineas celulares

Linea celular Vero: Células de rifidon de mono verde africano, aisladas inicialmente

en 1962, presentan una morfologia epitelial (tipo fibroblastoide) con gran capacidad de
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adherencia. El uso en la investigacion se debe a las multiples aplicaciones y versatilidad

de este cultivo (Swanson et al., 1988)

Linea celular HT-29: Células con morfologia epitelial, provenientes de un tumor
primario de adenocarcinoma colorrectal humano, de caracteristica adherente. Han sido
ampliamente usadas para investigacion relacionada al céncer de colon, asi como en

investigaciones relacionadas al area de toxicologia (Martinez-Maqueda et al., 2015).

Linea celular CaCo-2: Células con morfologia epitelial, provenientes de un aislado
clinico de adenocarcinoma colorrectal, con una morfologia muy variable. Han sido
ampliamente usadas en investigaciones relacionadas con el cancer de colon y con la

toxicologia (Lea, 2015).

Los cultivos celulares fueron incubados empleando medio DMEM, alta glucosa
(Dubeccos Modifed Eagle Medium 1x 4.5 g/L. D-glucosa), suplementado con suero fetal
bovino (Corning) al 10% y antibidtico/antimicotico 1%. Las lineas celulares fueron

cultivadas a 37°C con una atmodsfera con CO> al 5%.

5.2.2. Preparacion de las soluciones de trabajo.

5.2.2.1.EAy EM:

Las soluciones de trabajo fueron preparadas a partir de una solucion madre con
una concentracion de 5 mg/mL en un tubo eppendorf de 1.5 mL, disolviendo dicha
cantidad de extracto en 50 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) 100% + 950 puL de medio de

cultivo con una concentracion final de DMSO al 5%. Posteriormente a partir de la solucion
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madre se prepararon diluciones con las siguientes concentraciones 0, 10, 50, 100, 300 y

500 pg/mL.

5.2.2.2. EH:

Para el EH se parti6 de una soluciéon madre de 5 mg/mL en tubo eppendorf de 1.5
mL, disolviendo dicha cantidad de extracto en 50 uL de Acetona + 950 puL. de medio de
cultivo. Posteriormente partiendo de la solucion madre se prepararon las diluciones a

concentraciones de 0, 10, 50, 100, 300 y 500 pg/mL.

5.2.2.3. Analisis morfolégico

La morfologia celular es un indicativo que permite determinar el estresor de
diversas sustancias administradas en los cultivos celulares. Esto se debe a que en
condiciones normales las lineas células conservan su morfologia y la integridad de la
monocapa generada por la adherencia. En el caso de la linea CaCo-2 y Vero bajo
condiciones normales presentan una morfologia tipo fibroblastoide, pese a que son lineas
celulares epiteliales, capaces de formar una monocapa confluente. Mientras que la linea
HT-29 presenta una morfologia epitelial capaz de generar agregados celulares, que se
considera la monocapa generada por las células. Por lo cual, una vez que los tratamientos
son administrados, es posible observar las alteraciones morfoldgicas mediante
microscopia de campo claro. Esto fue determinado basados en la metodologia de
citotoxicidad empleando el MTT al momento de retirar las placas de la incubadora para
anadir 15 pL del reactivo MTT y tomar las micrografias de campo claro en el microscopio

invertido NikonTS?2.
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5.2.2.4. Ensayo de citotoxicidad con MTT.

La funcion mitocondrial puede evaluarse en funcion de la actividad de las
reductasas que se encuentran en el organulo, relacionandose directamente con la
viabilidad celular. El ensayo de MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio] se puede utilizar para medir dicha actividad. Este compuesto es una sal
de tetrazolio de color amarillo la cual se reduce a formazan, por la accion de las enzimas
mitocondriales en especial el succinato deshidrogenasa, dando como resultado un
producto de color morado-azul el cual se puede evaluar por espectrofotometria, por lo cual
el valor de la absorbancia obtenido es directamente proporcional a la viabilidad celular

relativa.

Para este ensayo los cultivos celulares se sembraron en placas de 96 pocillos a una
concentracion de 7.5 x 103 células (CaCo-2 y Vero) y 1.5 x 10* células HT-29 por pozo
(n=7) y fueron incubados por 24 h para permitir su adhesion. Posteriormente, se aplicaron
los tratamientos de cada extracto a concentraciones de 10, 50, 100, 300 y 500 ug/ml. Como
control negativo se emplearon los cultivos celulares sin la administracion de los extractos.
Los resultados fueron analizados a las 24 y 48 h, posterior a la administracion de los
extractos, se afadieron 15 pL del reactivo MTT a cada pozo dos horas antes del término
de los periodos de incubacion, posteriormente las placas se incubaron a 37°C, con
atmosfera de CO2 5%, hasta el término del periodo de exposicidon al tratamiento.
Terminado el periodo de incubacion el medio fue retirado para luego anadir el revelador
del MTT (HCI1 4 mM, 0.040% NP40 e isopropanol), las placas con el revelador fueron

agitadas durante 10 minutos a 125 RPM. La lectura de las absorbancias se realizé en un
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lector de microplacas Biorad () con dos filtros, un filtro de 590 nm para la absorbancia y

un filtro de 620 nm como referencia.

5.2.2.5. Ensayo de contraste de nicleos con DAPI.

Con el fin de relacionar los resultados obtenidos en el ensayo de MTT, se empled
la tincién nuclear DAPI, el colorante fluorescente DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol) al
unirse a los 4cidos nucleicos de las células adheridas, permitird estimar el porcentaje de
area cubierta por células viables relacionada con la adherencia celular. Para esto, fueron
sembradas las células en placas de 96 pozos a las mismas condiciones y tratamientos del
ensayo MTT. Al terminar los tiempos de incubacion, se retird el medio realizando 2
lavados de 200 puL con PBS 1X, posteriormente las células fueron fijadas con
metanol/acetona 1:1 por 20 minutos a 4°C. Después, fue retirado el fijador realizando
nuevamente 2 lavados con PBS 1X, posteriormente se afiadieron 100 pL. de DAPI (100
ng/ml) por 15 minutos a TA en oscuridad. Finalmente, el DAPI fue retirado realizando un
lavado con PBS 1X, al final del lavado se procedi6 a dejar 100 uL de PBS 1X. La placa
fue observada a microscopia de fluorescencia NikonTS2, se tomaron fotografias y se
analizaron con el software Image J® v 1.51, calculando el porcentaje de area cubierta por

las células adheridas en cada uno de los pozos.

Con las metodologias anteriormente descritas, se logrd determinar el extracto de

mayor actividad citotoxica y la concentracion de mayor efecto.

5.3.- Objetivo 3 Analizar el tipo de muerte celular inducida por el extracto de 4.

monostachya con mayor actividad bioldgica in vitro.
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Los procesos de muerte celular son aquellos que se inducen una vez que los
cultivos celulares son sometidos a tratamientos. La apoptosis, uno de los mecanismos de
muerte celular programada, es el efecto mas buscado por los tratamientos
quimioterapéuticos, ya que es una muerte celular controlada que evita procesos
indeseables en los sistemas bioldgicos. La necrosis, otro mecanismo de muerte, es un
proceso que genera una muerte menos controlada de las células, ya que en sistemas
bioldgicos es posible que este mecanismo logre inducir reacciones no deseadas
relacionadas a los procesos de inflamacion. Por ello radica la importancia de determinar
qué tipo de muerte celular se induce (Raffray & Cohen, 1997). Para determinar el tipo de

muerte celular se emple6 un kit de fluorescencia (abcam ab176749).
5.3.1. Analisis de la apoptosis in vitro mediante fluorescencia.

Fueron sembradas 7.5 x 10° células (CaCo-2 y Vero) y 1.5 x 10* células HT-29
por pozo analizado, dejando incubar 24 h a 37°C con una atmdsfera de CO al 5%,
posteriormente se afadié el EH a la concentracion de mayor efecto citotoxico (100
png/mL), aunado a ello se afiadieron las concentraciones de mayor efecto citotoxico del
EA y EM (300 ng/mL). Una vez afiadidos los extractos, los cultivos celulares se incubaron
por 24 h, bajo las condiciones previamente descritas. Posterior al periodo de incubacion,
se afiadieron 204 uL de una mezcla compuesta de 1 pL de reactivo calceina, 1 pL de 7-
AAD y 2 uL de Apoxin Green en 200 puL de buffer de reaccion previsto del kit). Una vez
anadido la mezcla se incubd durante 50 minutos, TA y en oscuridad. Posteriormente la
mezcla fue retirada cuidadosamente de cada pozo de la placa de 96 pocillos, realizando

asi la lectura de los resultados empleando el microscopio NikonTS2.
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5.4. Analisis de los datos

5.4.1. Resultados de viabilidad relativa MTT

Los datos obtenidos de la prueba del MTT fueron normalizados empleando el
paquete estadistico Excel, posteriormente empleando el paquete estadistico Prisma se

realiz6 la estadistica correspondiente.

5.4.2.- Resultados de tincion nuclear DAPI

Las micrografias de fluorescencia obtenidas empleando el microscopio invertido
NikonTS2 fueron analizadas en el software Image J® v 1.51 con el fin de obtener la
densidad integrada. Los datos obtenidos fueron procesados en el paquete estadistico

Prisma realizando la estadistica correspondiente.

5.4.3.- Resultados del kit Apoptosis/Necrosis

Las micrografias de fluorescencia obtenidas empleando el microscopio invertido
NikonTS2 fueron analizadas en el software Image J® v 1.51, realizando un merge de los
tres canales analizados (Rojo, Verde y Azul) con el fin de realizar un conteo celular de la
sefial de positividad, los valores obtenidos posteriormente fueron sometidos al paquete

estadistico Prisma.

5.5. Analisis estadistico.

5.5.1. Estadistica descriptiva
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Las variables cuantitativas se resumiran mediante el célculo de la media y como

medida de dispersion, la desviacion estandar (DE).

5.5.2. Estadistica inferencial

Se aplico la prueba de normalidad de Kolmogérov-Smirnov para evaluar la
distribucion de los datos, teniendo que todas las variables posean una distribucion normal.
Después se realizé una prueba ANOVA para evaluar la presencia de diferencias entre los

tratamientos, con un valor de p < 0.05.

6. Resultados

6.1. Colecta del material vegetal

La colecta fue realizada en la localidad de Zona Loma Larga Oriente ubicada en
el municipio de San Pedro Garza Garcia, Nuevo Leon (25°39°21.9°°N, -100°20°07.3.14"’
W), en agosto de 2024. Se colectaron las hojas de la planta A. monostachya, previamente
identificada. El material vegetal obtenido fue secado durante 3 dias a TA, con el fin de

retirar el agua presente en las hojas evitando asi la presencia de hongos.

6.2. Rendimiento de los extractos obtenidos.

Los rendimientos obtenidos del EA, EM y el EH, provenientes de las hojas, se
aprecian en la tabla 1. Los extractos obtenidos presentan una consistencia pastosa, con
una tonalidad verde-marrdn. El extracto de mayor rendimiento corresponde con el EM,

seguido del EA y en ultima instancia el EH.
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Tabla 1: Rendimientos de los extractos obtenidos, posterior a la eliminacion de los
solventes.

Rendimientos obtenidos

Extracto Peso 10g Rendimiento %
EA 10g 17.48

EM 10g 19.9

EH 10g 0.393

6.3. Caracterizacion parcial fitoquimica

Los resultados obtenidos del tamizaje parcial fitoquimico parcial fueron
comparados con un control negativo, siendo este el solvente de cada uno de los extractos
generados. Posteriormente los resultados fueron expresados de forma semicuantitativa

basados en la intensidad de la reaccion colorimétrica de casa uno de los extractos.

Los resultados obtenidos de los extractos de 4. monostachya mostraron la presencia de
compuestos quimicos relacionados con familias de metabolitos secundarios como los
grupos de oxidrilos fendlicos, del cual el EM mostr6 una cantidad abundante de estos
compuestos dada la reaccion colorimétrica de mayor intensidad y uniformidad, seguido
por el EA y el EH, los cuales presentaron una presencia moderada de estos compuestos.
En cuestion de la presencia de esteroides y terpenos, podemos observar como el EM tiene
un mayor desarrollo del anillo en la interfase generada por lo cual se destaca la presencia
abundante de metabolitos relacionados con los esteroides y terpenos, seguido del EH con

una positividad moderada de estos compuestos. En relacion con la prueba para la presencia
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de Cumarinas, podemos observar como los 3 extractos muestran una presencia de estos
compuestos, sin embargo, observamos que el EM presenta una cantidad abundante de
estos compuestos, dada la coloracién amarilla y uniforme presente, seguido del EA y el
EH los cuales muestran una coloracion amarilla menos intensa, relacionada con la

presencia moderada de los compuestos. Esto se puede apreciar en la figura 4.
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Prueba Extracto Extracto Extracto
acuoso metanolico hexanico

Prueba de
insaturaciones

Prueba de
Grupos
carbonilos

Prueba de
oxidrilos
fenolicos

Prueba de
esteroidesy
terpenos

Prueba de
carbohidratos

Prueba de
Cumarinas

Figura 4.- Tamizaje fitoquimico parcial de los extractos crudos de las hojas de A.
monostachya. La columna de la izquierda corresponde con los nombres de las pruebas
realizadas a los extractos, las columnas subsecuentes corresponden con los extractos
empleados, asi como las reacciones colorimétricas de cada prueba realizada. La
nomenclatura de los resultados corresponde de la siguiente forma: (-) ausencia del
compuesto, (+) presencia moderada del compuesto y (++) presencia abundante del
compuesto.

35



El EM mostréd la presencia de compuestos quimicos relacionados con las
sesquiterpenolactonas de forma moderada, mientras que el EA y el EH mostraron una
ausencia de estos metabolitos. La presencia de compuestos relacionados a los flavonoides
fue abundante para el EH y el EM debido a la coloracion del medio de reaccion, asi como
en la uniformidad de la reaccion, mientras que para el EA este solo mostrd una presencia
moderada de estos compuestos. En cuestion de la presencia de alcaloides podemos
observar como destaca la abundancia de estos compuestos en el EH, debido a la
uniformidad de la coloracion y al cambio colorimétrico obtenido, mientras que el en el
EM podemos observar una presencia moderada de estos compuestos, ya que el cambio
colorimétrico fue tenue y no intenso como en el caso del EH, asi mismo podemos observar
como en el EA la reaccion colorimétrica fue casi imperceptible, tal como se aprecian en

la figura 5 en conjunto con las reacciones colorimétricas.
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Prueba Extracto Extracto Extracto
acuoso metanodlico hexanico

N
-
l'l"ll
g
-

Prueba de
lactonas

Prueba de
sesquiterpe
nolactonas

Prueba de
flavonoides

Prueba de
alcaloides

Prueba de
Saponinas
(NaHCO3)

Prueba de
Salkowski

Prueba de
aromaticidad

Figura 5 Tamizaje fitoquimico parcial de los extractos crudos de las hojas de A.
monostachya. La columna de la izquierda corresponde con los nombres de las pruebas
realizadas a los extractos, las columnas subsecuentes corresponden con los extractos
empleados, asi como las reacciones colorimétricas de cada prueba realizada. La
nomenclatura de los resultados corresponde de la siguiente forma: (-) ausencia del
compuesto, (+) presencia moderada del compuesto y (++) presencia abundante del
compuesto.
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6.4. Alteraciones morfologicas inducidas por los extractos en las lineas celulares

humanas de cancer de colon.

Con el fin de determinar si los extractos de A. monostachya presentan un efecto
citotoxico sobre las lineas celulares de cancer de colon CaCo-2 y HT-29 y una linea no
tumoral, se realizd una observacion a microscopia de campo claro a 24 y 48 horas

posteriores a la administracion de los tratamientos.

En la figura 6 se aprecian las micrografias de campo claro de las lineas celulares
empleadas expuestas a 0 y 10 pg/mL de los extractos administrados durante 24 horas.
Estos resultados muestran como el EA a bajas concentraciones no es capaz de inducir
alguna alteraciéon morfologica en las lineas celulares empleadas. Sin embargo, esto cambia
levemente en el EM, pues sobre la linea celular CaCo-2 se logran apreciar alteraciones
morfoldgicas, como el cambio en la forma tipo fibroblastoide a una forma mas redondeada
que pudiese ser indicativo de alguna alteracion por estrés celular Este fenomeno se logra
apreciar a mayor escala al administrar el EH, pues a esta concentracion podemos observar
como la morfologia de esta linea celular cambia drasticamente, mostrando ser la linea de

mayor sensibilidad.

En el caso de la linea Vero se logra apreciar como a esta concentracion la
morfologia tiende a persistir, asi como la monocapa formada. En el caso de la linea HT -
29, logramos observar que esta tiende a persistir a bajas concentraciones de los extractos,

incluso en el EH.

Estos efectos o cambios en la morfologia que sugiere un proceso de alteracion

celular, como la induccién de un proceso de muerte, se incrementan con forme aumentan
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las concentraciones de los extractos administrados, tal como se aprecia en la figura 7, en
la cual podemos observar como a 300 pg/mL la morfologia celular de la linea CaCo-2 y
HT-29 se ven mads alteradas en comparacion con la linea no tumoral Vero, que si llega a

presentar algunas alteraciones minimas.
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Los efectos en la disminucion de la confluencia son mas evidentes en la linea
CaCo-2 conforme aumentan las concentraciones de los tres extractos. Podemos observar
como a 300 pg/mL la linea CaCo-2 muestra mas células con una morfologia esférica,
sugestiva de células que entran en un proceso de dafio celular, esto es apreciable en los
tres extractos, sin embargo, podemos observar como este fendmeno se presenta en mayor
escala en el EH. Mientras que en la linea Vero este efecto de alteracion morfoldgica fue
mas notorio en el EM en donde podemos observar como se presenta una mayor alteracion

morfologica y una disminucion notoria en la confluencia de las células.
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Sin embargo, en el caso de la linea celular HT-29, podemos observar como solo el
EH mostrd una disminucion en la confluencia de las células y como pese a su caracteristica
de formar ciimulos o agregados celulares, a la concentracion administrada estos se
disgregan e individualizan las células. Estos fenomenos ya mencionados aumentaron a
concentraciones de 500 pg/mL en el cual se aprecian una disminucion considerable de la
confluencia de las células CaCo-2 y HT-29, mientras que en el caso de la linea celular
Vero, la monocapa se logré6 mantener con células que preservaban la morfologia

presentando solo leves alteraciones.
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La exposicion a 48 horas de los extractos mostré un efecto similar en cuanto al
EA, en las lineas celulares (Vero, CaCo-2 y HT-29), ya que a bajas concentraciones del
extracto las lineas celulares no presentaron cambios en la morfologia ni en la disminucion
de la confluencia. Este fendmeno se present6 en el EM, pues a bajas concentraciones no
se apreciaron alteraciones morfologicas en las lineas celulares empleadas, sin embargo,
en cuestion del EH, podemos observar como a bajas concentraciones, de 10 ug/mL, se
pierde casi en su totalidad la monocapa de las células CaCo-2 y comenzamos a observar
una gran cantidad de células con una morfologia esférica sugestiva de un estrés celular
inducido, tal como se aprecia en la figura 8. Debido a que este tratamiento se coloco a 48
horas es notable que este fendémeno se presenta aumentado en comparacion con aquellas

células expuestas a 24 horas.

En el caso de la linea Vero esta mostrd una mayor susceptibilidad al EM conforme
aumentaban las concentraciones del extracto administrado, sin embargo, a 10 pg/mL no
presentd alteraciones en su morfologia ni una reduccion en la monocapa. La linea Vero
fue capaz de tolerar el EH expuesto a 48 horas a bajas concentraciones, presentando solo

una leve alteracion en su morfologia.
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6.3 Los extractos de 4. monostachya reducen la viabilidad de las células

tumorales humanas de cancer de colon.

Posterior a la observacion de la morfologia celular de las lineas tratadas con los
extractos, se analiz0 si estos tenian el potencial de reducir la viabilidad mediante un ensayo
de medicion de actividad mitocondrial MTT. Este reactivo emplea una sal de tetrazolio,
el cual sera metabolizado (reducido) en las mitocondrias de las células dando paso a la
formacion de un compuesto azul-morado insoluble. Dicho compuesto fue medido

mediante un equipo para determinar la absorbancia del compuesto.

Los resultados obtenidos en cuestion del EA a 24 horas de exposicion mostraron
que la linea CaCo-2 y Vero fue susceptible solo a concentraciones superiores de 300
png/mL, mientras que en la linea HT-29 no mostré una disminucién significativa de la
viabilidad celular. Los resultados del EA a 48 horas mostraron que la linea tumoral CaCo-
2 fue mas susceptible a las concentraciones anteriormente mencionadas, mientras que la
linea Vero de igual forma disminuye su viabilidad celular drasticamente a estas
concentraciones. En el caso de la linea HT-29 de igual forma se muestra que no hay una

disminucion significativa en su viabilidad celular, tal como se aprecia en la figura 10.
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Concentraciones de A. monostachya

Figura 10. Porcentajes de viabilidad celular relativa de las lineas celulares tras 24 horas de
exposicion a los extractos. A) EA, B) EM y C) EH.

Los resultados obtenidos al administrar el EM a 24 horas mostraron que la linea
tumoral CaCo-2 fue mucho mas susceptible a concentraciones superiores a 50 pg/mL
notando que conforme aumenta la concentracion hasta 500 ug/mL la viabilidad de esta
linea celular baja hasta un 60%, mientras que la linea HT-29 se mantiene por encima del

60% incluso a concentraciones altas, tal como se aprecia en la figura 10B.

A 48 horas de exposicion con el EM, podemos observar como la linea tumoral
CaCo-2 sigue mostrando una alta sensibilidad a dosis posteriores a 50 pg/mL hasta llegar
a concentraciones mas elevadas de 500 ug/mL en comparacion con la linea tumoral HT -
29. La linea CaCo-2 muestra una reduccion por debajo del 50% solo a concentraciones de
300 y 500 pg/mL, esta ultima concentracién mencionada mostro a su vez una alta
diminucioén de la viabilidad de la linea HT-29, llegando casi al 50% en comparacién con

la exposicion a 24 horas, tal como podemos observar en la figura 11.
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Concentraciones de A. monostachya
Figura 11. Porcentajes de viabilidad celular relativa de las lineas celulares tras 48 horas de
exposicion a los extractos. A) EA, B) EM y C) EH.

En la linea celular Vero, tanto a 24 y 48 horas, observamos una disminucion de la
viabilidad dependiente de dosis y tiempo posterior a la concentracion de 10 pg/mL, tal

como podemos observar en la figura 10y 11.

Las lineas celulares expuestas al EH durante 24 horas mostraron una disminucion
de la viabilidad celular dependiente de la concentracién administrada, sin embargo, los
efectos son notables incluso en las concentraciones mas bajas. Al administrar la
concentracion de 10 pg/mL podemos observar como la viabilidad disminuye al 60% y
conforme aumentan las concentraciones se observa que esta linea en particular disminuye
notablemente su actividad mitocondrial. La linea HT-29 solo responde a las
concentraciones mas altas, tomando en cuenta que a 300 ug/mL la viabilidad de esta linea

celular se encuentra cercano al 50%, disminuyendo drasticamente al administrar 500
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ug/mL, tal como se aprecia en la figura 10.

Las lineas celulares expuestas al EH durante 48 horas mostraron que la linea CaCo-
2 presenta una mayor sensibilidad al extracto, pues de igual forma a concentraciones bajas
podemos observar como disminuye su viabilidad cerca del 60% y conforme aumenta las
concentraciones disminuye drasticamente. Mientras que la linea HT-29 solo responde a
concentraciones superiores a 100 ug/mL, como se aprecia en la figura 11. La linea celular
Vero expuesta a 48 horas, mostrd una sensibilidad al extracto incluso a concentraciones
bajas, esto muestra una susceptibilidad dependiente del tiempo y de la concentracion

empleada, tal como se aprecia en la figura 11.

Los datos obtenidos nos permitieron determinar cual es el extracto de mayor efecto
citotoxico, observado en la figura 12. En este se demuestra que el EH es el que mayor
efecto citotoxico ejerce sobre la linea tumoral CaCo-2 a una concentracion de 100 pg/mL
donde se ve un efecto de muerte en un 60%, mientras que la linea no tumoral Vero no
muestra una disminucion significativa en su viabilidad a estas concentraciones. En el caso
de la linea HT-29 podemos observar como el extracto de mayor efecto citotoxico sigue
siendo el EH, sin embargo, este efecto solo se presenta a altas concentraciones,

concentraciones donde incluso la linea Vero tiende a mantener una viabilidad alta.
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Figura 12. Determinacion del extracto de mayor efecto bioldégico a 24 horas de
exposicion. Las graficas muestran la respuesta de los cambios en la viabilidad relativa de
las lineas celulares conforme fueron administrados los tratamientos del EA, EM y EH

sobre las lineas celulares.

Esto se relaciona con lo observado a 48 horas, en el cual confirmamos nuevamente

que el EH sigue siendo el extracto de mayor efecto citotdoxico. Mientras que los otros dos

extractos empleados solo responden a altas concentraciones de estos.
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Figura 13. Determinacion del extracto de mayor efecto biologico a 48 horas de
exposicion. Las graficas muestran la respuesta de los cambios en la viabilidad relativa de

las lineas celulares conforme fueron administrados los tratamientos del EA, EM y EH
sobre las lineas celulares.
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6.4 Los extractos de A. monostachya reducen la confluencia celular e inducen

cambios en la morfologia nuclear.

Con el fin de relacionar lo observado en la prueba de viabilidad relativa, se realizo
un marcaje nuclear DAPI, este emplea un elemento que se intercala en el material genético
permitiendo observar los nucleos de las células que se encuentran formando la monocapa
y aunado a ello demostrar la alteraciéon de la estructura nuclear, con lo cual se logra
corroborar cual es el extracto de mayo efecto citotéxico y la concentracion mas efectiva.
Asi mismo mediante un analisis morfométrico obteniendo la derivada de intensidad de la
fluorescencia, podemos observar una disminucion o reduccion de las células que

conforman la monocapa posterior a la aplicacion de los tratamientos.

La exposicion al EA a 24 horas en las lineas celulares mostr6 una disminucion en
el porcentaje de células presentes por pozo en la linea Vero. En este caso podemos
observar como a concentraciones de 300 y 500 ug/mL el porcentaje de células disminuye
incluso mas que en las lineas tumorales. De las cuales solo la linea CaCo-2 mostr6 una
mayor sensibilidad a 300 y 500 ug/mL, en comparacion con la linea HT-29 que logro
tolerar incluso las altas concentraciones de este extracto, este mismo patrén logra repetirse
con el extracto expuesto a 48 horas. Sin embargo, en el caso del EM, podemos observar
de igual forma que la linea Vero mostr6 una sensibilidad a concentraciones superiores de
50 ug/mL y en concentraciones altas de 500 pg/mL baja totalmente la presencia de los

nucleos celulares. La linea CaCo-2 solo es susceptible a concentraciones por arriba de 300
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png/mL, mientras que la linea HT-29 pareciera no mostrar una sensibilidad a este extracto.
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Este mismo patrdon se repite con el tratamiento expuesto a 48 horas, sin embargo,
en este caso vemos con la linea Vero fue incluso mas susceptible, tal como se aprecia en
la figura 13 y 14 respectivamente. La exposicion del EH a 24 horas mostr6 en este caso
un mayor efecto en la linea CaCo-2 por debajo del 50% de células adheridas, ya que esta
linea celular fue mucho mas sensible en comparacion con la linea HT-29, la cual solo
responde a altas concentraciones. Mientras que la linea Vero mostrd un mayor porcentaje
de células adheridas en comparacién con las lineas tumorales, esto sugiere que la linea
Vero es capaz de resistir o tolerar altas concentraciones del EH a 24 horas, tal como

podemos observar en la figura 14.

En la exposicion al EH a 48 horas, observamos que la linea CaCo-2 present6 una
mayor susceptibilidad al extracto a una concentracion de 10 pg/mL mientras que la linea
HT-29 no mostr6 una disminucion del porcentaje de células adheridas, la susceptibilidad
de esta linea tumoral fue mayor solo a concentraciones superiores de 300 pg/mL. En la
linea Vero, se observa que, aunque hay una disminucion del porcentaje de células con
adherencia desde las concentraciones bajas de 10 pg/mL, este porcentaje de confluencia
se mantiene cercano al 50%, incluso durante la exposicion de concentraciones de 300
png/mL en comparacion con la linea CaCo-2. Sin embargo, al llegar a la concentracion de
500 pg/mL se observé que el porcentaje de las células adheridas disminuye drasticamente,

asi como se observa en la figura 15 y 16 respectivamente.
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Esto nos permitié posteriormente confirmar que el EH corresponde al de mayor

efecto citotoéxico en comparacion con el EA y EM.

La figura 17 muestra que la linea tumoral que mostré una mayor susceptibilidad
corresponde a la linea CaCo-2, seguido de la linea HT-29. La concentracién mas efectiva

nuevamente se confirma a 100 ug/mL, para la linea CaCo-2 y de 300 pug/mL para la linea

HT-29 asi como para la linea Vero.

150 Linea celular CaCo-2 | 160 | Linea celular HT-29 150 | Linea celular Vero
§ 100 100 100
: - -e- Extracto acuoso
.u ’
2 50 50 504 -o- Extracto metandlico
: -~ Extracto hexanico
0 == i ! ! T T 0-— T T T T T
o » ® »® » ® O O © © ©
NSO KO g"Q ,s° @‘) \@" 5@‘) 6@"

Concentraciones de A. monostachya

Figura 17. Determinacion del extracto de mayor efecto biolégico a 24 horas de
exposicion. Las graficas muestran la respuesta de los cambios en el porcentaje de ntcleos
tefiidos con DAPI de las lineas celulares conforme fueron administrados los tratamientos

del EA, EM y EH sobre las lineas celulares.
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Concentraciones de A. monostachya

Figura 18. Determinacion del extracto de mayor efecto biologico a 48 horas de
exposicion. Las graficas muestran la respuesta de los cambios en el porcentaje de nucleos
tefiiddos con DAPI de las lineas celulares conforme fueron administrados los tratamientos

del EA, EM y EH sobre las lineas celulares.

En referencia a otros dos extractos empleados, EA y EM, las concentraciones mas

efectivas para la linea CaCo-2 fueron de 300 pg/mL. .
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6.5 Analisis del tipo de muerte celular inducido por el extracto de A.

monostachya de mayor efecto citotéxico in vitro.

Demostrado el efecto citotdxico que presentaron los extractos de A. monostachya
y una vez determinado cudl de los tres extractos mostré el mejor efecto sobre las lineas
tumorales, ademas de definir la linea mas susceptible y el efecto sobre la linea no tumoral,
se empled un kit que permite identificar el tipo de muerte inducido por el extracto de 4.
monostachya. El kit emplea 3 moléculas diferentes: Calceina (fluorescencia azul) la cual
es metabolizado en el citoplasma de las células viables, Apoxin-Green (fluorescencia
verde) que tiene unidn con la fosfatidilserina, elemento que naturalmente se encuentra en
la cara interna de la membrana citoplasmatica y que se transloca hacia la cara externa de
la membrana citoplasmatica cuando hay induccioén de dafio para apoptosis y 7-Amino-
Actinomicina-D (fluorescencia roja) (7-AAD), que tiene una unién con el material
genético y ayuda con la deteccion de células en necrosis. Al analizar los resultados en
microscopia de fluorescencia se presenta una fluorescencia naranja, que corresponde al
traslape del verde y rojo, esto indica la sefal de deteccion de apoptosis tardia. Para
demostrar esto se empled la concentracion de 100 pg/mL del EM, asi mismo con el fin de
relacionar el tipo de muerte que puede inducir el EA y el EM también se empled la
concentracion de 300 pg/mL de estos dos extractos. Esta prueba se realizd sobre las tres

lineas celulares empleadas.

Los resultados obtenidos muestran que la concentracion de 300 pg/mL tanto del
EA y el EM en la linea celular CaCo-2 inducen un mayor efecto de apoptosis en etapa
tardia. La figura 19 muestra que la linea CaCo-2 tratado con el EA, y el EM, hay co-

localizacion de los marcadores de fluorescencia que indican una tonalidad naranja, esto
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nos indica que hay un proceso de apoptosis y una permeabilizacion de la célula, indicando
un proceso de apoptosis tardia principalmente. También se observo la sefializacion unica
para la deteccion de apoptosis temprana. Sin embargo, la linea celular CaCo-2 expuesta a
100 pg/mL mostr6 un efecto totalmente diferente, comprado con los otros dos extractos.
En este extracto la induccion mayoritaria del proceso de muerte es apoptosis en etapa
tardia, no obstante, también hubo una induccion del proceso de necrosis. En este caso se
observa que las células CaCo-2 se dilatan permitiendo la co-localizacion entre el marcador
azul (viabilidad) y el marcador rojo (necrosis), colocandola como el segundo proceso de

induccion de muerte en esta linea celular con el EH a la concentracion de 100 pg/mL.
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La figura 20 muestra la respuesta de la linea celular HT-29 observando una
respuesta nula en el efecto de la co-localizacion entre los marcadores de muerte

empleados. Esto sugiere que la linea HT-29 no responde a las concentraciones empleadas.
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En referencia a la linea celular Vero expuestas a las concentraciones de mayor
efecto, podemos observar como el EA y EM tienen el potencial de inducir mayor
apoptosis, en etapa temprana, tal como se observa en la figura 21. Sin embargo, podemos
observar como al emplear el EH la induccion de apoptosis disminuye en comparacién con

los otros dos extractos empleados.
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Concentraciones de A. monostachya de mayor efecto biolégico

Figura 22. Determinacion del tipo de muerte inducido por los extractos de A.
monostachya. A) Linea celular CaCo-2. B) Linea celular HT-29. C) Linea celular Vero.
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8. DISCUSION

Los metabolitos secundarios son generados a partir de cambios bioquimicos en los
metabolitos primarios. Estos metabolitos secundarios no son necesarios para la
supervivencia de la planta como tal, sin embargo, estos responden a los estimulos
externos, como la temperatura, el tipo de tierra, estrés hidrico, etc., a su vez estos
metabolitos secundarios se acumulan en regiones especificas de la planta segiun la
necesidad de adaptacion que tenga, por lo cual, la relacion de la presencia de metabolitos
secundarios cambia segun el tejido a emplear (hoja, raiz, tallos, etc.) (Ortiz-Mendoza et
al.,, 2023; Zlati¢ et al., 2019). Diversas investigaciones han determinado que estos
metabolitos secundarios presentan efectos bioactivos sobre la salud humana, por tal
motivo han ido cobrando relevancia en los ultimos afos, ya que mediante estudios in vitro
e in vivo se han determinado que algunos metabolitos secundarios presentan un potencial
terapéutico como antioxidantes, antibacterianos y anticancerigenos (Delgado-Gonzalezet
al., 2023; Ryu et al., 2023; Jiménez-Gonzalez et al., 2024). Estos efectos se han reportado
en multiples familias de pantas, uno de ellos pertenecientes a la familia Euphorbiaceae,
de la cual se han reportado un amplio uso de plantas pertenecientes a esta familia en la
medicina tradicional (Jiménez-Gonzalez et al., 2024). Acalypha monostachya es una
planta que pertenece a esta familia de plantas y que ha sido ampliamente usada en la
medicina tradicional de México. En la bisqueda de compuestos quimicos pertenecientes
a familias de metabolitos secundarios, nuestros resultados de la caracterizacion parcial
fitoquimica del EA, EM y EH mostraron una relacion parcial con lo reportado por Guillén-
Meléndez (2021)., ya que en nuestros resultados no se identificaron compuestos con

insaturaciones, grupos carbonilos, carbohidratos, lactonas, entre otros, sin embargo
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Guillén-Meléndez (2021) demostrd la presencia de carbohidratos, grupos carbonilos,
instauraciones y lactonas. Estas diferencias pueden deberse al tiempo de colecta diferentes
y las condiciones ambientales de los afios de colecta, ya que se ha demostrado como estos
cambios ambientales pueden afectar la sintesis de metabolitos secundarios, ademas
algunas caracterizaciones moleculares muestran que las plantas tienen el potencial de
responder de forma genética cambiando la expresion de enzimas metabdlicas que
intervienen en la sintesis de estos metabolitos secundarios aumentando o disminuyendo la
presencia de algunos de estos (Docimo et al., 2024; Ortiz-Mendoza et al., 2023; Ryu et

al., 2023).

En relacion con los metabolitos secundarios, podemos destacar la presencia de
flavonoides, alcaloides, oxidrilos fenolicos, esteroides y terpenos, etc., los cuales pudiesen
estar involucrados en un potencial bioldgico citotoxico, ya que algunos de estos
compuestos pertenecientes a estas familias de metabolitos secundarios han sido estudiados
y han mostrado diversos efectos antioxidantes, anticancerigenos y antiinflamatorios en
plantas pertenecientes a la familia Euforbidceas (Aiello et al., 2019; Islam et al., 2022;

Jiménez-Gonzalez et al., 2024).

En otras especies del género Acalypha también se han encontrado metabolitos
secundarios relacionados con efectos biologicos, sobre todo la presencia de flavonoides,
alcaloides, carbohidratos y saponinas (Guillén-Meléndez, 2021). La fraccion etanolica de
A. fimbriata Schumach. & Thonn., mostro la presencia de saponinas, taninos, flavonoides
y glicidos o bien A fruticosa Forssk., de la cual la fraccion acuosa ha mostrado la
presencia de alcaloides, carbohidratos, fitoesteroles, saponinas, gomas y mucilagos. De

igual forma la fraccion acuosa y metandlica de 4. hispida Burm.f., ha mostrado la
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presencia de fenoles, flavonoides, glticidos, esteroides, saponinas e hidroxiantraquinonas.
Otro ejemplo es 4 lanceolata Willd., de la cual la fraccidn metanolica mostrd abundantes
alcaloides, mientras que el extracto generado de A manniana Miill. Arg., mostrd una alta
presencia de alcaloides, fenoles, flavonoides, antraquinonas, antocianinas, taninos y
esteroides (Seebaluck et al., 2015). Estos metabolitos le confieren un potencial biologico
a la mayoria de las especies del género Acalypha y este efecto también depende del

solvente empleado y de la parte de la planta que serd empleada.

La observacion morfologica de las lineas CaCo-2, HT-29 y Vero, posterior a la
administracion de los tratamientos de los tratamientos mostraron alteraciones
morfoldgicas. La linea CaCo-2 expuesta a 24 horas a los EA y EM mostr6 alteraciones
morfoldgicas por encima de 100 pg/mL, en donde va cambiando la morfologia celular,
pérdida la adherencia al sustrato y cambio a una forma mas esférica, estos cambios estdn
relacionados con una induccidn de apoptosis (Raffray & Cohen, 1997; Soto Dominguez
Adolfo, 2005). Sin embargo, este proceso de alteracion celular sobre la linea CaCo-2 fue
observado incluso a bajas concentraciones del EH a 24 horas, mismo que fue aumentando
conforme las concentraciones empleadas eran mas altas, 500 pg/mL, en este estudio
observamos que la morfologia celular se altera totalmente, perdiendo incluso la
monocapa. En la linea HT-29 se observd que a altas concentraciones de los tres extractos
administrados durante 24 horas comienza a presentarse un proceso de alteracion celular,
relacionado con un proceso de muerte. La linea Vero mostr6é una mayor alteracion de la
morfologia celular en presencia del EA y EM, por encima de la concentracion de 100
png/mL, al ser expuesto al HE, la alteracion morfologica se presenta en concentraciones

por encima de 300 pg/mL, sin embargo, pese a presentar una susceptibilidad al EH a altas
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concentraciones una porcion de la monocapa permanece. Estos efectos fueron observados
con similitud a los tratamientos expuestos a 48 horas, sin embargo, la linea Vero a 48
horas tratadas con EA y EM, mostrd una mayor alteracion morfoldgica a concentraciones
bajas. Estos resultados muestran que los tres extractos empleados son capaces de inducir

alteraciones morfologicas sugestivas a procesos de muerte celular.

Empleando la prueba del MTT se determind la reduccion de la viabilidad celular
en los tres cultivos empleados. Nuestros resultados muestran que los tres extractos afectan
la viabilidad celular de las lineas celulares tumorales, lo cual muestra una relacion con lo
reportado por (Guillén-Meléndez, 2021), ya que los extractos de A. monostachya en
investigaciones previas mostraron un efecto citotdoxico por sobre la linea de cancer de
mama triple negativo MDA-MB-231 y la linea de cancer cervicouterino HeLa. En este
mismo estudio Guillén Meléndez describe un mayor efecto a concentraciones bajas del
EH sobre las lineas tumorales sin causar un efecto citotoxico en la linea celular Vero a
bajas concentraciones, siendo la exposicion a 24 horas la que presentd una respuesta
favorable en comparacion con la exposicion a 48 horas. Mientras que el EA y el EM
mostraron un efecto solo a concentraciones mas elevadas (Guillén Meléndez et al. 2021).
Estos resultados se lograron relacionar a lo observado en la tincion nuclear DAPI de
nuestro estudio, donde vemos que, de los tres tratamientos administrados, el EH reduce
mas la presencia de nucleos por area de campo analizado. Este mismo extracto ademas
causa cambios morfolédgicos relacionados con procesos de muerte como la induccion por
apoptosis: condensacion de la cromatina dando como resultado una intensidad en la
fluorescencia y una reduccién en el tamafio del ntcleo hasta el fendémeno de la picnosis,

el cual seria un indicativo de apoptosis (Rello et al., 2005; Ziegler & Groscurth, 2004).
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Comprando las tres lineas celulares empleadas podemos observar como la linea
tumoral CaCo-2 fue mas susceptible a los extractos empleados, sin embargo, destacando
que a bajas concentraciones del EH se observo una mayor respuesta de citotoxicidad en
comparacion con la linea Vero, la cual a bajas concentraciones del EH no parece ser
afectada Estos resultados correlacionan con lo descrito para el EH sobre células no
tumorales a bajas concentraciones (Guillén Meléndez, 2021), no obstante, la linea HT-29
no mostré una disminuciéon de la viabilidad celular, solo hubo una respuesta a

concentraciones superiores de 300 pg/mL en todos los extractos.

Por otra parte, nuestros resultados concuerdan con diversas investigaciones que
han mostrado que otras especies del género Acalypha tienen el potencial de reducir la
viabilidad de las células tumorales, tal es el caso de EM de A. indica que tiene el potencial
de reducir la viabilidad de células de cancer oral, MCF7 y células PC3 empleando la
misma metodologia del MTT (Chekuri et al., 2023). El EM de A. fruticosa Forssk, otra
especie del género Acalypha, de partes aéreas presentd un efecto citotoxico contra las
lineas MCF7, HCT-116 y HepG-2 a concentraciones bajas. Por otro lado una fraccion
hexanica de 4 indica L., mostré un efecto citotoxico contra la linea MCF-7 (Jiménez-
Gonzalez et al., 2024), asi como la fraccion de acetato de etilo de 4. wilkesiana que en
conjunto con a-tocoferol mostr6 un efecto citotoxico contra U87MG (células humanas de
glioblastoma grado IV), A549 (células de cancer de pulmoén) y un efecto no citotoxico
sobre lineas no cancerosas MRC5 (fibroblastos de pulmén humano) (Seebaluck et al.,
2015). Esto resalta una posible alternativa que tiene el uso de los extractos naturales que,
al ser administrados en conjunto con otros agentes quimioterapéuticos, favorecen la

respuesta de los tratamientos.
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Por otro lado la linea HT-29 no fue afectada por los extractos empleados a bajas
concentraciones, sin embargo, en otras investigaciones esta linea ha mostrado sensibilidad
ante EA y EM, e incluso en extractos empleando otros solventes polares, posiblemente
debi6 a la presencia de otros metabolitos secundarios que generen una mayor
susceptibilidad (Jiménez-Gonzalez et al., 2024). Estos resultados muestran como los
extractos, sobre todo el EH, son capaces de inducir muerte celular sobre las lineas
tumorales, por lo cual se determin6 que tipo de muerte era inducido en las lineas tumorales

expuestas.

La apoptosis ha sido investigada por muchos afios y se ha determinado como el
tipo de muerte celular mas deseado en quimioterapia (Lin et al., 2016), debido a que es un
proceso de muerte controlado por lo cual la posibilidad de causar algunos otros efectos es
casi nula (Elmore, 2007; Rello et al., 2005). Nuestros resultados muestran que el proceso
de muerte que mas se induce en la linea tumoral CaCo-2 por los extractos de A.
monostachya, a concentraciones mas efectivas, es la apoptosis en etapas tardias. E1 EH,
empleados a concentraciones de 100 pg/mL, fue capaz de inducir no solo apoptosis, sino
necrosis, estos resultados indican que los componentes presentes en el EH son capaces de
inducir ambos procesos sobre la linea CaCo-2 aunque parezcan eventos excluyentes. La
linea Vero mostr6 un mayor efecto citotoxico e induccion de apoptosis a altas
concentraciones del EM y EA, sin embargo, este afio se reduce drasticamente al emplear
el EH en comparacion con la linea CaCo-2. La induccion de apoptosis observada por el
EA, EM y EH se relaciona con los efectos y alteraciones descritas por Guillén-Meléndez,
(2021), quien reporté cambios morfoldgicos sobre las lineas tumorales MDA-MB-231 y

HeLa al realizar cortes semifinos, estos cambios morfoldgicos principalmente fueron
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asociados a la induccion de apoptosis.

Asi mismo nuestros resultados se correlacionan con otras investigaciones de
plantas del género Acalypha que son capaces de inducir el proceso de apoptosis, tal es el
caso de la quercetina aislada de un extracto de A. inidica, la cual mostr6 la induccion de
apoptosis sobre las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 (Chekuri et al., 2023). De igual forma
diversas investigaciones han mostrado que otros compuestos aislados de tejidos vegetales
tienen este efecto de induccion de apoptosis (Jiménez-Gonzalez et al., 2024; Miguel

Guaman-Ortiz et al., 2017).

Notablemente el EH no solo mostré una induccidon de apoptosis, en etapa tardia,
sino también una induccion de necrosis en la linea CaCo-2. Estos resultados de igual
forma se asocian con lo observado por Guillén-Meléndez, (2021), que describe que a nivel
de cortes semifinos se apreciaron alteraciones morfoldgicas no solo asociadas a apoptosis,
sino también a necrosis. Aunque pareciera que la apoptosis y necrosis son vias totalmente
diferentes, algunas investigaciones han mostrado como algunos productos naturales,
farmacos o demas, tienen el potencial de inducir mas de un proceso de muerte en las lineas
celulares administradas. Las investigaciones realizadas por Chen et al., (2023) mostraron
que algunos derivados de chalconas, inicialmente asiladas de Psoralea coryflifolia L son
capaces de inducir en la linea H1975 (cancer de pulmoén de células no pequefias) tanto el
proceso de apoptosis como el proceso de necroptosis, proceso similar a la necrosis. Las
investigaciones realizadas por Lin et al., (2016) muestran que al administrar tanshionina
ITA, un compuesto derivado de Salvia miltiorrhiza, se induce tanto la apoptosis como la
necroptosis. Este fenomeno se debe a que los compuestos pueden interactuar con los

receptores de las células estimulando o no algunas vias que encienden los procesos de
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muerte (Raffray & Cohen, 1997; Soto-Dominguez et al., 2023). Estos resultados sugieren
que el EH presenta compuestos que son capaces de inducir ambos procesos en la linea

CaCo-2, a diferencia del EA y el EM.

9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que los extractos obtenidos de A. monostachya
ejercen un efecto citotoxico sobre las lineas tumorales CaCo-2 y HT-29, sin afectar a la
linea no tumoral Vero. La linea CaCo-2 fue la mds susceptible a los extractos
principalmente al EH, el cual mostro ser el de mayor efecto citotoxico a bajas
concentraciones. En cuanto al mecanismo de muerte los extractos de A. monostachya
mostraron inducir principalmente apoptosis, en etapas tardias para los tiempos y las
concentraciones empleadas, no obstante, el EH mostré inducir simultdneamente apoptosis

y necrosis sobre la linea CaCo-2.
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10. PERSPECTIVAS

1.- Fraccionar el EH para determinar cudl fraccion ejerce un mejor efecto citotoxico por

sobre las lineas tumorales.

2.- Indagar sobre los intermediarios de la via de apoptosis y necrosis para determinar cual

es la ruta de activacion.

3.- Desarrollar un modelo in vivo que nos permita determinar como se comporta el EH y

sus posibles fracciones.

4.- Desarrollar un nano vector con el fin de hacer una entrega mas selectiva.

5.- Desarrollar un modelo in vivo que nos permita determinar como se comporta el EH

dentro de un nano vector.
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