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RESUMEN

Este estudio evaluo el potencial antitumoral de Lophocereus marginatus mediante un
enfoque integral que incluy6 andlisis citotdxicos, selectividad celular, caracterizacion
fitoquimica y evaluacion in vivo en un modelo murino de linfoma L5178Y-R. El
extracto crudo presentd una ICso de 9.09 pg/mL y un indice de selectividad (IS) de
330.03, sin actividad hemolitica a 1000 pg/mL. Las particiones hexanica, cloroférmica
y metandlica mostraron ICso de 6.74, 7.93 y 45.38 pg/mL, respectivamente,
destacando la fraccion cloroférmica por su adecuada combinacién de potencia y

seguridad.

El fraccionamiento cromatografico de esta particion permitio aislar la fraccion FSCS,
la cual exhibi6 una ICso de 11.20 pg/mL, IS de 354.29, actividad antioxidante (ICso =
62.78 pg/mL) y ausencia de hemolisis a 1000 pg/mL. El andlisis fitoquimico
cualitativo reveld la presencia de fenoles, triterpenos y esteroides, metabolitos

asociados con propiedades anticancerigenas y moduladoras del estrés oxidativo.

A nivel molecular, FSC8 indujo sobreexpresion de p53, NRF2, AKT y Bcl-2, junto
con disminucion de BAX, lo que sugiere una regulaciéon compleja entre mecanismos
de respuesta al dafio, sefalizacion de supervivencia celular y modulacion apoptotica.
La expresion moderada de PARP1 indica posible activacion de procesos de reparacion

del ADN.

En el modelo BALB/c, la administracion de FSC8 no produjo alteraciones
significativas en peso corporal, enzimas hepaticas ni parénquima hepatico. Asimismo,
prolongo6 la supervivencia hasta 13 dias. En conjunto, los resultados posicionan a FSC8
como un candidato prometedor para el desarrollo de agentes antitumorales selectivos

con perfil de seguridad favorable.

Vil



ABSTRACT

This study evaluated the antitumor potential of Lophocereus marginatus using a
comprehensive approach that included cytotoxic analysis, cell selectivity,
phytochemical characterization, and in vivo evaluation in a murine model of L5178Y -
R lymphoma. The crude extract presented an ICso of 9.09 pg/mL and a selectivity
index (SI) of 330.03, with no hemolytic activity at 1000 pg/mL. The hexane,
chloroform, and methanol partitions showed ICso values of 6.74, 7.93, and 45.38
png/mL, respectively, with the chloroform fraction standing out for its adequate

combination of potency and safety.

Chromatographic fractionation of this partition allowed the isolation of fraction FSCS,
which exhibited an ICso of 11.20 pg/mL, IS of 354.29, antioxidant activity (ICso =
62.78 ng/mL), and absence of hemolysis at 1000 pg/mL. Qualitative phytochemical
analysis revealed the presence of phenols, triterpenes, and steroids, metabolites

associated with anticancer and oxidative stress-modulating properties.

At the molecular level, FSCS8 induced overexpression of p53, NRF2, AKT, and Bcl-2,
along with a decrease in BAX, suggesting complex regulation between damage
response mechanisms, cell survival signaling, and apoptotic modulation. Moderate

expression of PARP1 indicates possible activation of DNA repair processes.

In the BALB/c model, FSC8 administration did not produce significant alterations in
body weight, liver enzymes, or liver parenchyma. It also prolonged survival to 13 days.
Taken together, the results position FSC8 as a promising candidate for the

development of selective antitumor agents with a favorable safety profile.



1. INTRODUCCION

El céncer es considerado un conjunto de enfermedades que afectan diversos 6rganos
debido a un crecimiento rapido e incontrolado de células anormales (OMS 2022). Hoy
en dia la Ciudad de México, Nuevo Ledn, Sonora, Sinaloa y Chihuahua son los estados
de la Repuiblica Mexicana con mas afectaciones por neoplasias, generando un total de
75 muertes por cada 100,000 habitantes (IARC 2022). Los tratamientos de primera
linea como lo es la cirugia, radioterapia y quimioterapia pueden ser ineficientes y a su
vez llegan a desencadenar reacciones adversas como la toxicidad sistémica, la cual
afecta la calidad de vida del paciente y resistencia celular (Nurgali et al. 2018). A
través del tiempo, las plantas han servido como alternativa para tratar diversas
afecciones humanas y se han convertido en una fuente de facil disposicion de nuevos
compuestos, constituyendo una gran parte de los agentes farmacéuticos actuales en el
ambito de la terapia contra el cancer (Khan et al. 2019; Huang et al. 2021).
Lophocereus marginatus es una cactacea endémica de México que se destaca por su
uso etnobotanico contra enfermedades renales, gastrointestinales y recientemente por
su descrita actividad antitumoral (Gomez-Flores et al. 2019), de la cual se ha reportado
la presencia de lofenol, b-sitosterol y dcido palmitico aislados de un extracto hexénico.
Sin embargo, los extractos de polaridad media y alta siguen mostrando actividad en
ensayos in vitro y los estudios actuales no son suficientes para demostrar los
mecanismos de accion de los compuestos o moléculas producidas por estas especies.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar y evaluar el efecto inhibitorio y
antitumoral in vitro e in vivo de los compuestos bioactivos de L. marginatus y
determinar la expresion de genes relacionados con la muerte celular, en el modelo de

linfoma murino L5178Y-R.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

Cancer es un término amplio utilizado para aludir a un conjunto de enfermedades que
se pueden originar en casi cualquier 6rgano o tejido del cuerpo debido a un crecimiento
descontrolado de células anormales, propagédndose a otros 6rganos produciendo
metastasis (neoplasia/ tumor maligno) (OMS 2022). Es la segunda causa de muerte en
el mundo provocando millones de muertes al afio; tan solo en el afio 2020 se
presentaron 19.3 millones de casos y ocasiond 9.9 millones de defunciones (IARC

2022; Sung et al. 2021).

Globalmente el cancer de mama lidera la lista como el cancer més diagnosticado con
un estimado de 2.3 millones de casos nuevos (11.7%), seguido por cancer de pulmon
(11.4%), cancer de colon (10%), cancer de prostata (7.3%) y cancer de estbmago; no
obstante, el cancer de pulmén mantiene el primer lugar en mortalidad con un estimado
de 1.8 millones de muertes (18%), seguido de colon (9.4%), higado (8.3%), estobmago
(7.7%) finalizando con mama (6.9%) (Sung et al. 2021).

Los linfomas son un grupo heterogéneo de neoplasias malignas de los tejidos linfoides
que se originan en diversos progenitores de células B y células T. Los linfomas se
clasifican en linfoma no Hodgkin (LNH), de mayor frecuencia y el cual se disemina
via sanguinea, y linfoma de Hodgkin (LH), que se disemina principalmente por

extension linfatica contigua. (Pérez-Zuiiga et al., 2018).

En México se estiman 190,000 nuevos casos y mas de 83,000 muertes por cancer al
afio, representando la tercera causa de mortalidad en el pais. Aunado a esto, la alta
prevalencia de factores de riesgo y las carentes medidas de deteccion primaria y
secundaria, propiciarian que el impacto del cancer podria traer consecuencias

devastadoras para el sistema de salud de nuestro pais (Brau-Figueroa et al. 2020).

Actualmente el cancer es uno de los mayores retos en salud publica con un reporte de
con 91,526 muertes en el 2023 en México. Los tumores malignos se han mantenido
como la primera causa de mortalidad, posicionando a los estados de Chihuahua, Baja
California Sur y Sonora entre los primeros tres mas afectados y generando a nivel
nacional tasas de mortalidad de 70.8 defunciones por cada 100,000 habitantes (INEGI
2025).



2.2 Muerte celular

La muerte celular es un proceso fisiolégico basico, involucrado en el desarrollo y
mantenimiento de la homeostasis celular, mediante un conjunto de mecanismos
genéticos que estd estrechamente regulado por senales que puede desencadenarse
cuando las células no pueden mantener las funciones vitales fundamentales,

terminando en el cese o paro de funciones (Dehghan et al. 2023; Shen et al. 2023).

Existen dos mecanismos de muerte celular primaria, muerte celular programada y
muerte celular accidental o necrosis. La muerte programada se promueve mediante
vias moleculares en respuesta a un factor estimulante de manera intrinseca o
extrinseca, iniciando un proceso moderado de destruccion celular, resultando en una
mayor eficiencia y menor dafio a la homeostasis del entorno circundante (Mustafa et

al. 2024).

La muerte celular accidental se refiere a un estado en el que la célula sufre un cese
rapido y caodtico como resultado de ser sometida a lesiones repentinas (alta
temperatura, alta presion, fuerzas mecdanicas, toxicidad, radiacion de alto volumen y

cambios extremos de pH) (Dehghan et al. 2023).

La via extrinseca se inicia por ligandos extracelulares que se unen a receptores de
muerte especificos en la superficie de la membrana plasmatica. La union del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF- a) y Fas, a sus respectivos receptores desencadena un
proceso apoptotico propagados por la caspasa 8 (Casp-8) y efectuado por la caspasa 3

(Casp-3) (Galuzzi 2018; Mustafa et al. 2024).

La via intrinseca o mitocondrial es activada por agentes oxidantes, toxinas,
medicamentos o radiacion ionizante, que inducen la sobreproduccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y estrés oxidativo. Se caracteriza por la translocacion del
citocromo c¢ de la mitocondria hacia el citoplasma, activando la Casp-9 y esta regulada
por proteinas anti-apoptoticas BCL2 (Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Bfl-1/A1), pro-
apopdticas (Bax, Bad, Bak) y la familia BH3 (Bid, Bik, Bim, NOXA, PUMA)
(Chimento et al. 2023).

Numerosas enzimas y vias de sefializacion celular se modulan durante la apoptosis, y
la disfuncion de las vias de muerte celular se asocia con el inicio y la progresion de la

carcinogénesis; los productos de los protooncogenes incluyen factores de



transcripcion, factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento,

transductores de sefiales y reguladores de la apoptosis (Caldwell 2019).

2.3 Tratamientos

Los tratamientos mas utilizados en la actualidad para el cancer, son la quimioterapia y
radioterapia, sin embargo, siguen siendo costosos y perjudiciales para el paciente por
las reacciones adversas como nduseas, vomito, pérdida de peso, anemia, anorexia,
toxicidad neurogénica, cardiaca, pulmonar, y renal por mencionar algunos, reduciendo
considerablemente la calidad de vida y desalienta a los pacientes a someterse al
tratamiento, favoreciendo la progresion del cancer y complicaciones sociales (Nurgali
et al. 2018). La resistencia sigue siendo un obstaculo critico para el éxito de los
quimioterapéuticos tumorales, esta se mantiene prevalente y aproximadamente el 80-
90% de las muertes en pacientes con cancer se atribuyen directa o indirectamente a la

resistencia a los farmacos (Yuan et al. 2017; Zhou et al. 2020).

2.4 Productos naturales: Plantas y metabolitos secundarios

Los productos naturales aislados de las plantas medicinales se han utilizado para el
tratamiento de diversas enfermedades desde la antigiiedad. El primer uso de productos
naturales como medicina se remonta al 2600 AC en Mesopotamia. Del mismo modo,
la medicina tradicional china est4 bien documentada desde hace miles de afios (Dutta

etal. 2019).

Se ha descrito que la actividad biologica de las plantas deriva de los compuestos
resultantes de su metabolismo secundario, los cuales actian como un mecanismo de
defensa contra factores ambientales y bioldgicos (Anand et al. 2019). Estos
metabolitos se pueden clasificar en diversos grupos como alcaloides, compuestos
fendlicos y polifenoles, terpenos, flavonoides, cumarinas, entre otros. Estas moléculas
poseen una diversidad de actividades bioldgicas como antioxidantes, antimicrobianos,

antifingicos y sobre todo antineoplasicos (Khameneh et al. 2019).

Debido a la notable diversidad quimica de la naturaleza, los productos naturales se

consideran una rica reserva de compuestos bioactivos con potencial terapéutico. El



aislamiento de agentes quimicos derivados de plantas y otros organismos vivos, ha
conducido al descubrimiento de un conjunto de farmacos anticancerigenos, calculando
que entre 1981 y 2019, aproximadamente el 25% de todos los nuevos farmacos
anticancerosos aprobados estaban relacionados con productos naturales (Huang et al.

2021).

En la actualidad, los productos naturales constituyen una gran parte de los agentes
farmacéuticos actuales, sobre todo en el ambito de la terapia del cancer. Algunos
ejemplos son el placitaxel, vinblastina, vincristina, camptotecina y el etoposido.
Algunos de estos compuestos siguen siendo el pilar de la terapia contra el cancer y
seguiran desempefiando un papel fundamental en un futuro proximo (Khan et al. 2019;

Huang et al. 2021).

2.5 Productos naturales y cancer
Las células cancerosas han demostrado ser mas sensibles a las acciones de los
polifenoles que las células normales. La mayoria de los polifenoles bien estudiados
inducen apoptosis, esto ocurre en algunas lineas celulares a diferentes concentraciones
al influir directamente en diferentes vias apoptdticas y/o en la expresion de proteinas

reguladoras (Brglez Mojzer et al. 2016; Chimento et al. 2023).

Se ha determinado que los metabolitos secundarios aumentan las proteinas apoptoticas
Bad, Bax, Bak, Bim y también se describe que regulan a la baja proteinas anti
apoptoticas como Bcl-2, IAP 1- 2, Mcl-1 y TRAF-1 (Sevastre et al. 2022; Chimento
et al. 2023).

Brglez Mojzer (2016) describe la actividad de las catequinas (flavonoles), las cuales
actiian como pro-oxidantes induciendo la formacién de peréxido de hidrogeno (H203).
El compuesto epigalocatequina-3-galato detiene el ciclo celular en la fase G1 y fase S,

lo que resulta en apoptosis.

Chimento (2023) reporta para el cancer de prostata, a la apigenina como inductor de
apoptosis, por el aumento de la expresion de la proteina BAX, la liberacion del
citocromo C y la disminucioén de proteinas XIAP, c-IAP1, c-IAP2, Bcl-2 y Bel-xL.

Ademas, la apoptosis inducida por apigenina se relacion6 con la expresion de p53, el



aumento de la relacion Bax/Bcl-2, la activacion de caspas-9 y 8 y PARP-1 en células

malignas de mesotelioma.

Huang et al (2021) describe la nimbolida como un terpeno anticancerigeno derivado
del arbol de Neem, que actlia al unirse a una cisteina funcional para el reconocimiento
de sustrato de la ligasa E3 RNF114, lo que lleva a la inhibicion de la ubiquitinizacién

y evita la degradacion de los supresores tumorales como la proteina p21.

2.6 Cactaceas

Las especies de cactus son plantas que se describen como una flora distinta que se
puede encontrar en las zonas aridas de todo el mundo. La familia Cactaceae tiene una
distribuciéon principalmente tropical, comprende 124 géneros y 1,438 especies
distribuidas en el mundo. Han sido utilizadas con fines diversos, como alimento,
forraje y como plantas medicinales. En este ultimo sentido, han sido aprovechadas en
la medicina tradicional durante épocas por los pueblos antiguos para curar diversas

enfermedades (Das et al. 2021).

2.7 Lophocereus marginatus (DC.) S. Arias & Terrazas

Lophocereus es un género de cactus el cual a menudo se ha fusionado o correlacionado
con el género Pachycereus, el cual fue separado a partir de una revision por Arias &
Terrazas en el (2009). Actualmente es aceptado por Plants of the World Online
(proyecto del Royal Botanic Gardens, Kew) como sinénimo a partir de marzo de 2021

(POWO 2022).

La cacticea L. marginatus, también conocida como Pachycereus marginatus,
Stenocereus marginatus, Cereus marginatus, y conocido por su nombre comin como
cactus pipa de 6rgano, tiene troncos columnares que alcanzan los 6 metros de altura y
se utiliza comiinmente como forraje, cercas vivas, lefia y como medicina alternativa
para tratar infecciones gastrointestinales (Gémez-Flores et al. 2019). Crece de forma
silvestre en estados de México de clima seco y calido como Nuevo Leodn,

Aguascalientes, Tamaulipas, Morelos, Veracruz (Arias & Terrazas 2009).



2.8 Metabolitos de Lophocereus marginatus

El género Pachycereus es conocido por la presencia de alcaloides en algunas de sus
especies (Arias et al., 2003), por lo que se ha reportado para Pachycereus pecten-
aboriginum (Engelm. Ex S. Watson) la presencia de pectenina y para Pachycereus
schottii (Engelman) el alcaloide pilocereina (Cassels 2019; Djerassi et al. 1954). Para
Pachycereus marginatus se ha reportado la presencia de los compuestos lofenol, -
sitosterol y acido palmitico derivados de un fraccionamiento biodirigido (Samaniego-

Escamilla 2016).

2.9 Actividad biolodgica

El extracto metanolico crudo derivado de P. marginatus reveld una notable actividad
citotoxica contra la linea celular L5178Y-R, con una inhibicion de hasta el 92% a la
menor concentracion probada (3.9 pg/mL), manteniendo su actividad hasta la

concentracion de 500 pg/mL (Quintanilla-Licea et al. 2016).

Se reporto la accion citotoxica del extracto hexanico, cloroférmico, metanolico y la
particion acuosa de metanol de P. marginatus contra melanoma en células B16F10.
Los extractos causaron una citotoxicidad del 39% (100 pg/mL), 43 al 51% (25 a 100
pg/mL), del 44 al 48% (25 a 100 ug/mL) y del 40 al 42% (25 a 100 pg/mL) para cada

uno de los extractos respectivamente (Humberto et al. 2016).

Los compuestos aislados de P. marginatus, lofenol, B-Sitosterol y acido palmitico,
tienen reporte de actividad bioldgica con un porcentaje de inhibicion a 250 pg/mL de

89%, 70% y 85% respectivamente contra linea L5178Y-R (Gomez-Flores et al. 2019).

Se demostré que la administracion del extracto acuoso de P. marginatus, no induce
dafio hepatico a una concentracion de 0.5 mg/kg en ratones BALB/c. También se
reportd que la administracion oral del extracto acuoso en un modelo tumoral murino
propicio la supervivencia en un 60%, 20% mads, en comparacion con el 40% de
supervivencia obtenido con el tratamiento del agente antitumoral vincristina. (Gémez-

Flores et al. 2019).



3. JUSTIFICACION

En México, el cancer sigue manteniéndose como un problema de salud, generando
mas de 90,000 mil muertes en el 2023, e incidencias a nivel nacional, con una tasa de
mortalidad de 70.8 defunciones por cada 100,000 habitantes. Los tratamientos
convencionales utilizados en las quimioterapias contra el cancer suelen presentar
diversos efectos secundarios debido a su alta toxicidad y debido a la resistencia de las
células cancerosas contra las terapias convencionales se ha convertido en un obstaculo
en la eficacia del tratamiento, afectando directamente a los pacientes y disminuyendo

su calidad de vida.

A través del tiempo las plantas se han mantenido como alternativa para tratar diversas
afecciones. Hoy en dia son consideradas una fuente de nuevos compuestos
constituyendo una gran parte de los agentes farmacéuticos actuales en el ambito de la
terapia contra el cancer. Por esta razon, existe la necesidad de buscar nuevos
compuestos con actividad antitumoral que sean mas eficaces y a su vez menos toxicos
para el paciente, para asi reducir los efectos secundarios. Es por esto que en el presente
trabajo se evalud la fraccion cloroférmica y se caracterizaron los compuestos
bioactivos de Lophocereus marginatus con actividad antitumoral y su influencia en la

expresion de genes de muerte celular, en el modelo del linfoma murino L5178Y-R.



4. HIPOTESIS

Compuestos bioactivos presentes en la fraccion cloroformica de Lophocereus
marginatus inducen la expresion de genes relacionados con muerte celular en los

modelos in vitro e in vivo del linfoma murino L5178Y-R.



5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

e Determinar el efecto citotoxico de los compuestos bioactivos de Lophocereus
marginatus y el nivel de expresion de genes relacionados con muerte celular

en los modelos in vitro e in vivo del linfoma murino L5178Y-R.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar la actividad citotdxica del extracto crudo metanolico de Lophocereus
marginatus contra la linea celular L5178Y-R in vitro.

e Aislar, identificar y evaluar la actividad citotoxica de los metabolitos
secundarios presentes en la fraccion cloroférmica.

e Evaluar el nivel de expresion de genes relacionados con la muerte celular
inducido por los compuestos aislados.

e Determinar la actividad de los compuestos aislados en un modelo in vivo de

linfoma murino L5178Y-R.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material vegetal

El material vegetal fue recolectado en la ciudad de Guanajuato, Guanajuato, México
(102°5'49.2"0 a 99°40'16.68"0 19°54'46.08"N a 21°5021.84"N). Los especimenes
fueron identificados por la Dra. Maria Magdalena Salinas Rodriguez en el Herbario de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autéonoma de Nuevo Ledn,

Nuevo Ledn, México, con vaucher de referencia 25588.

6.2 Extractos y particiones

6.2.1 Obtencion de extracto metanolico crudo mediante extraccion

Soxhlet

Se colocaron 75 g de material vegetal seco y molido en un cartucho de celulosa dentro
de un extractor Soxhlet (Quintanilla-Licea et al. 2016), el cual se montd sobre una
plancha térmica con agitacion constante para mantener la destilacion del solvente
durante 48 h, utilizando 500 mL de metanol como solvente de extraccién inicial.
Terminado el tiempo de extraccion, el extracto se filtr utilizando filtros Whatman N°
1 (Cytiva Global Life Sciences Solutions, Marlborough, MA, USA) y se elimind el
solvente mediante evaporacion al vacio en un rotavapor Buchi-3000 (Labortechnik
AG, Switzerland) a 35 °C hasta obtener un volumen de 50 mL. Posteriormente, el
extracto se termind de concentrar en un desecador de vidrio al vacio, hasta eliminar el

solvente en su totalidad.

6.2.2 Obtencion de particiones a partir del extracto metanolico

Se colocaron 10 g del extracto metanolico crudo en un cartucho de celulosa dentro del
extractor Soxhlet, el cual se mont6 sobre una plancha térmica con agitacion constante
para mantener la destilacion de los solventes durante 24 h en cada extraccion. La
extraccion consecutiva inicié con 500 mL de hexano, luego 500 mL cloroformo y 500
mL de metanol (Gomez-Flores et al. 2019). Las particiones se filtraron utilizando un
filtro Whatman N° 1 (Cytiva Global Life Sciences Solutions) y se eliminé el solvente

mediante evaporacion a vacio en un rotavapor Buchi-3000 (Labortechnik AG) a 35 °C
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hasta obtener un volumen de 50 mL. Posteriormente, el extracto se termind de

concentrar en un desecador de vidrio al vacio hasta eliminar el solvente en su totalidad.

Los porcentajes del rendimiento de extraccion se calcularon mediante la siguiente

formula:

Peso final del extracto
Rendimiento (%) = ( —— ) 00
Peso inicial de la planta seca

6.3 Analisis cromatografico

6.3.1 Cromatografia en columna

El fraccionamiento de 500 mg de particion cloroférmica se realizé en columna
cromatografica de 25 g de silica gel fase normal de 0.063 a 200 mm (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) suspendida en cloroformo como solvente de empaquetamiento
(Rodriguez-Garza et al. 2024). Las eluciones de 20 mL se realizaron en gradientes de
polaridad creciente cloroformo, cloroformo-acetato de etilo, acetato de etilo, acetato
de etilo-metanol, metanol como se muestra en la Tabla 1. Se recolectaron fracciones

de 5 mL en tiempos de elucion de 15 gotas/min.

Tabla 1. Eluciones en columna.

Relacién de eluentes utilizados en columna

Volumen
Volumen total
solvente Solvente Relacion (%) Fracciones
(mL)
(mL)
20 20 CHCI3 100 1-4
40 20 CHCls: COO- 90:10 5-8
CH.-CHs
60 20 CHCls: COO- 80:20 9-12
CH.-CHs
80 20 CHCls: COO- 70:30 13-16
CH.-CHs
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6.3.2 Cromatografia en capa fina

Las fracciones se analizaron en cromatografia capa fina (CCF) con indicador de
fluorescencia (TLC Silica Gel 60 F254; Merck KGaA) y se formaron fracciones
colectivas aquellas con perfil similar determinado por el factor de retencién (Rf)

(Gomez-Flores et al.2019). EL Rf'se calculdé mediante la siguiente féormula:

Distancia recorrida del soluto

Distancia recorrida del solvente

6.4 Analisis fitoquimico

El perfil fitoquimico la fraccion FSC8 se determind mediante un andlisis cualitativo
para identificar la presencia de diversos compuestos y grupos funcionales. Este analisis
se realizd en una sola repeticion en tubos de ensayo, utilizando una solucién de la
fraccion disuelta en metanol a una concentracion de 1 mg/ml. Se utiliz6 disolvente de
dilucién de metanol como control negativo. Las pruebas se interpretaron visualmente,
considerandose positiva aquella que mostraba cambios fisicos o de color y negativa

aquella que no mostraba cambios segun las pruebas descritas a continuacion.

Para la deteccion de xantofilas se utilizd acido clorhidrico (HCI) concentrado,
utilizando 0.2 mL el cual se adicion6 a 0.5 mL de la soluciéon de la fraccion. Se
considera positivo si se observa un cambio de coloracion azul verdoso (Sorby 1873).
Para la deteccion de enlaces carbono-carbono insaturados se utilizo la prueba de
Baeyer’s, esta se realizo afiadiendo permanganato de potasio (KMnO4) 1% en una
proporcion 1:2 de a la solucion CP-F8, posteriormente se agitd y se dejo reposar por
un minuto. El cambio de color café o la aparicién de un precipitado se considera un
resultado positivo (Sanchez-Viesca y Goémez-Gomez 2024). La deteccion de
carbohidratos se realizoé con la prueba de Molisch’s anadiendo 1 mL del reactivo de
Molisch’s a 2 mL de la solucion metanolica, posteriormente se afiadio cuidadosamente
ImL de acido sulfurico por la pared del tubo de ensaye. La presencia positiva de
carbohidratos en el extracto se observara al formarse un anillo violeta en la interfase

de la solucion. Para la deteccion de compuestos fenolicos se utilizd el ensayo de
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cloruro ferrico (FeCls) 5%, el cual se afiadié de 1-2 gotas del reactivo a 1 mL de la
solucion CP-F8. Un cambio de color azul, verde, morado o rojo, indica la presencia
positiva de phenolic hidroxyl groups. Para la deteccion de compuestos fenolicos como
los flavonoides se utilizo la prueba de Shinoda, en la cual se gregd una pieza pequeiia
de magnesio (Mg) a 1 mL de la particion, posteriormente se afiadieron 10 gotas de
acido clorhidrico concentrado. La presencia positiva de flavonoides se observa con un
cambio de coloracion de la solucion presentandose un color rosa o rojo. Para
esteroides y triterpenos se utilizo la prueba de Liebermann—Burchard afiadiendo 2 mL
del reactivo a 1 mL de la particion. Un cambio de coloracion rosa, azul o verde es
considerado como una prueba positiva. La presencia de cumarinas se detecto
utilizando hidroxido de sodio 10%, el cual se afiadio en una proporcion 1:2 a la muestra
de la fraccion. El cambio de coloracion amarillo indica una prueba positiva. Para la
deteccion de grupo lactona se utilizo la prueba de Baljet, afiadiendo cinco gotas del
reactivo de Baljet a 1 mL de la particion. Un cambio de color naranja o naranja rojizo
indica una prueba positiva. Finalmente para deteccion de alcaloides se utilizo la prueba
de Dragendorff, afiadiendo 1 mL del reactivo a 2 mL de la solucion. La presencia de
un precipitado café o cambio de coloracion a amarillo indica una prueba positiva

(Shaikh y Patil 2020; Edo et al. 2023; Maheshwaran et al. 2024).

6.5 Analisis in vitro

6.5.1 Cultivos celulares

La linea celular de linfoma murino L5178Y-R (ATCC CRL-1722) fue proporcionada
la Unidad de Inmunobiologia y Acarredores de Drogas perteneciente al Laboratorio
de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leén. Se utilizaron como control sano o normal, células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) obtenidas de la sangre de un donador
sano mediante un gradiente de densidad, utilizando Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Para el mantenimiento de las lineas celulares se utiliz6 medio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI 1640) (Life Technologies, Grand Island, NY, USA),

suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Life Technologies) al 10% y una solucion
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de antibidtico y antifungico (Life Technologies) al 1%. Las células permanecieron en

incubacion en frascos de 25 cm?® a 37 °C, con una atmosfera al 5% de CO..

6.5.2 Analisis de los extractos contra la linea de linfoma murino

L5178Y-R

4
El cultivo celular de la linea L5178Y-R se ajust6 a una densidad de 1x10 células/pozo

y las células PBMC se utilizaron a una densidad de 1x lO5 células/pozo en placas de
96 pozos de fondo redondo con medio RPMI 1640. Previo al tratamiento, las células
se incubaron durante 24 h, posteriormente se aplico el tratamiento de cada extracto a
las concentraciones de 15.625, 31.25, 62.5, 125 y 250 pg/mL, utilizando sulfato de
vincristina a la concentracion de 0.05 pg/mL como control positivo y el cultivo celular
sin tratamiento como control negativo y se incub6 a 37 °C con 5% de CO, durante 48
h. Finalizado el tiempo de incubacion, se realizé el ensayo de reduccion del bromuro
de  3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio  (MTT) (Merck KGaA),
incorporando 15 pL de reactivo a cada pozo durante 4 h. Se decantd el medio y se
utilizo dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para disolver
los cristales de formazan. Se realiz6 la lectura de las placas en un lector de microplacas
(MULTISKAN GO; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a una longitud
de onda de 570 nm (Ramirez-Villalobos et al. 2021). El porcentaje de inhibicion del

crecimiento celular se calcul6 utilizando la siguiente formula:

o Abss,, tratamiento
Inhibicién (%) = [( : ) X 100]
Absc, control negativo

A partir del porcentaje de inhibicion, se realizd una regresion no lineal Probit para la
calcular la concentracion inhibitoria 50 (ICsp). Se utilizo el valor ICso de los
tratamientos en las lineas tumorales y sanas para determinar el indice de selectividad

(IS) mediante la siguiente formula (Indrayanto et al. 2021):

/s ICsodel tratamiento en células sanas
~ ICs, del tratamiento en células tumorales
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6.6 Analisis de actividad hemolitica de extractos

La actividad hemolitica de los extractos se determiné mediante el método descrito por
Elizondo-Luévano (2024). Se obtuvieron 20 mL de sangre de un voluntario sano en
tubos con anticoagulante EDTA. Se realizaron tres lavados a los globulos rojos con
buffer de fosfatos salino (PBS) con pH de 7.2 y se prepararon eritrocitos en suspension
al 5% en PBS estéril. Posteriormente en tubos de 2 mL se agregaron por triplicado las
concentraciones de los extractos a evaluar (200, 400, 600, 800 y 1000 pg/mL) y la
suspension de eritrocitos. Como control positivo se utilizd agua destilada y como
control negativo PBS. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 30 min y se
centrifugaron a 4 °C durante 5 min a 13,000 rpm. El porcentaje de hemolisis se calculo

mediante la siguiente formula:

. Abss, tratamiento
Hemodlisis (%) = [( — ) X 00]
Absc,, control positivo

6.7 Analisis antioxidante

Se realiz6 un ensayo de actividad antioxidante utilizando el método 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) descrito por Kyriakopoulou (2025). Como control negativo se
empled metanol y como control positivo se utilizé acido ascorbico a concentraciones
de 1.95 a 250 pg/mL. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 100 pL de extracto
a diferentes concentraciones y 100 uL. de DPPH (120 uM) para posteriormente incubar
en oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 517
nm en un lector de microplacas y se procedié al célculo de porcentaje de inhibicion

del radical DPPH mediante la siguiente formula:

o Abss,, control (—) — Abssq, tratamiento
DPPH inhibicién (%) = [( Abs, ., control (=) ) X 100]
517 -

6.8 Analisis de la expresion de genes de muerte celular

6.8.1 Extraccion de ARN y obtencion de ADNc¢
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Se realiz6 una extraccion total de ARN de lisados celulares tratados con la fraccion
FSCS se realizé mediante el método Trizol (Life Technologies). EIl ARN total se utilizo
como molde para la sintesis de ADNc utilizando el kit y protocolo ImProm- I[ITM
Reverse Transcription System (Promega). Una vez obtenido el producto de cDNA se

almaceno a -20 °C.

6.8.2 Analisis de qPCR

La expresion relativa de los genes PARP1, p53, Bcel-2, BAX, AKT y NRF2 se
determindé mediante qPCR utilizando GAPDH como gen enddgeno (Tabla 2). Las
reacciones se desarrollaron con el kit Sensi FAST SYBER Lo-ROX (Bioline),
siguiendo las instrucciones del fabricante. El andlisis se realiz6 con un equipo 7500
Real Time PCR. Las condiciones de qPCR fueron 95 °C durante 5 min, 45 ciclos a 58
°C durante 5 s y 60 °C durante 10 s. La expresion relativa de los genes se calculod

utilizando el método 2(—AACY).

Tabla 2. Secuencias de primers utilizados.

Gen Abreviacion Secuencia (5'-3") Referencia
Gliceraldehido-
F: GGTATCGTGGAAGGACTCATGAC
3- fosfato GAPDH
. R: ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC
deshidrogenasa
Poli ADP ribosa PARPI F: AGGCCCTAAAGGCTCAGAAT
polimerasa R: CTAGGTTTCTGTGTCTTGAC
Proteina tumoral 53 F: TGGCTCTGACTGTACCACCATCC Clark-
pS3 P R: CAGCTCTCGGAACATCTCGAAGC  Pérez 2024

Proteina 2 de la
F: GAGCGTCAACAGGGAGA

leucemia/linfoma Bcl-2

R: GCCAGGAGAAATCAAACA
de calulas B

Proteina X BAX F: ACTAAAGTGCCCGAGCTGA
asociada a Bcl-2 R: ACTCCAGCCACAAAGATGGT
AKT Héron-
F: CTGTGGCCGATGGACTCAAG
serina/treonina AKT Milhavet et
R: AACCGTGTCCTGCAGAACTCTAG
quinasa 1 al. 2006
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Factor nuclear

eritroide 2 NRE2 F: ATCCAGACAGACACCAGTGGATC Rada et al.
relacionado con R: GGCAGTGAAGACTGAACTTTCA 2011
el factor 2

F: forward; R: reverse.

6.9 Modelo murino

6.9.1 Seleccion y cuidado animal

Se utilizaron grupos de cuatro ratones BALC/c de 12 a 14 semanas de edad, de
aproximadamente 36 g, los cuales fueron proporcionados por el bioterio del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, México. Se mantuvieron en jaulas ventiladas
con acceso de agua y alimento ad libitum, con un ciclo luz/oscuridad de 12 h en un
ambiente libre de estrés, libre de plagas y libre de patdogenos, a una temperatura de 22
°C y humedad relativa de 45%, con ciclos de luz y oscuridad de 12 h. Se siguieron los
lineamientos establecidos para el cuidado y bienestar de animales en la investigacion
de cancer (Workman et al. 2010). Se utiliz6 un puntaje clinico para la evaluacion del
peso corporal, pelaje, postura y actividad social para determinar el criterio de

valoracion de los animales (Clark-Pérez et al. 2024).

Todos los procedimientos de trabajo con los animales cumplen con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y fueron sometidos para su revision por
el Comité de Etica de Investigacion y Bienestar Animal de la Facultad de Ciencias
Biologicas (CEIBA) UANL, con numero de registro CEIBA-2022-001 y fecha de
aprobacion 14 de julio de 2022.

6.9.2 Analisis de toxicidad de la fraccion FSCS8 en ratones

BALB/C
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La prueba de dosis méaxima tolerada se realizé de acuerdo con las recomendaciones
publicadas por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico
(OCDE) (2002). Los extractos se suspendieron en 200 L de un vehiculo compuesto
de polietilenglicol 300 (PEG-300) (Sigma-Aldrich). El tratamiento se administrd via
intraperitoneal a una sola dosis de 100 mg/kg para cada raton del grupo de tratamiento.
Ademas de mantener un grupo vehiculo y un grupo control. Se observo a los ratones
para detectar cualquier indicio de toxicidad, incluyendo mortalidad, lagrimeo,
anomalias fisicas o de comportamiento, pelaje erizado y otros sintomas. El
seguimiento se realizd cuidadosamente a intervalos de 30 min durante 4 h vy,
posteriormente, diariamente, durante 14 d consecutivos (Alemu et al. 2025). Se
realizaba eutanasia si existia una pérdida de peso > 20% o un puntaje clinico de > 3
(Figura 1). Para la puncion cardiaca, previamente se administro por via intraperitoneal
una dosis de 25 a 40 mg/kg de pentobarbital sddico (Aranda Salud Animal, Querétaro,
M¢xico) como anestésico, posteriormente se obtuvo una muestra de sangre seguido de
la eutanasia animal. Las muestras de sangre se centrifugaron en tubos BD Microtainer
(Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) con gel separador de
suero y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min para obtener el suero y realizar
pruebas de funcion hepéatica. Los higados de los especimenes se recolectaron y se
almacenaron en formalina al 10% para su fijacion y posterior analisis histologico

(Sayyad et al. 2017; Patel et al. 2025)

Puntaje 0 1 2
Pérdida de >10% pérdida .
Normal 15-19.9% pérdida de peso
peso de peso
Pelaje Normal | Pelaje aspero | Pelaje aspero y despeinado
Perdida de grasa corporal, sin
Condicion o o
Normal Delgado crecimiento, condicién
Apariencia corporal
corporal <2
Postura del ‘ Incapaz de mantenerse en una
Normal Encorvado
cuerpo postura erguida o caminar
Reducido/ Letargo o ausencia de
Movimiento | Normal . .
lento respuesta a la estimulacién
. Proximidad | Contacto Algo
Actividad Completamente separado
con otros cercano separado

Figura 1. Puntaje clinico para el monitoreo de la salud animal. Tabla obtenida de

Clark-Pérez et al. 2024.
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Se realiz6 un analisis histologico con tincion de hematoxilina y eosina de dos muestras
representativas de los especimenes utilizados en los grupos control, vehiculo y
tratamiento para determinar el dafio hepatico. Los cortes, tinciones y andlisis se
realizaron en un servicio externo en el Laboratorio de Anatomia Patologica “SIPAT

Lab.”, ubicado en la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledn, México.

6.9.3 Ensayo antitumoral de la fraccion FSC8

Se evaluo el efecto antitumoral de la fraccion FSCS utilizando el modelo de linfoma
murino descrito por Gomez-Flores et al. (2019). Se utilizaron ratones BALB/c machos
de 12 a 14 semanas los cuales se mantuvieron en las condiciones descritas en el

apartado 6.8.1 “Seleccion y cuidado animal”.

Se realizé la activacion de la linea celular L5178Y-R con la inoculacion de 1x10°
células suspendidas en 200 puL de PBS, a un raton BALB/c macho via intraperitoneal.
Se realiz6 un proceso de eutanasia al ratoén a los 10 d y se extrajo el liquido ascitico
para la obtencion de las células. Se realizaron lavados con medio RPMI y se prepar6d
una solucion de 200 uL a la concentracion de 1x10° células/mL en PBS y se realizo la

inoculacién via intramuscular en la pata izquierda de los ratones.

A los 7 d de la implantacion aquellos ratones con tumor se trataron con la fraccion
FSC8, ademas se contd con un grupo control del vehiculo utilizado y grupo control sin
tratamiento. Se llevd un registro de la supervivencia evaluada diariamente en un
periodo de 15 d registrando el dia de eutanasia y el volumen tumoral de cada individuo

de acuerdo con la formula:

(largo x ancho?)
Volumen tumoral (mm?3) = >

6.10 Analisis estadistico

Los anélisis estadisticos se realizaron con el programa Graph Pad Prism 9.0.1

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Los resultados de inhibicion se
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expresaron como la media + SEM de tres repeticiones por tratamiento y tres
experimentos independientes. Se realizd la prueba andlisis de varianza de una via
(ANOVA) para determinar diferencia significativa. Se realiz6 la prueba de Tukey con

una p < 0.05 de significancia entre medias.
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimientos de extraccion inicial

El resumen de los rendimientos se puede observar en la Tabla 3. Para el extracto crudo
se obtuvo un rendimiento del 15.22% de extraccion a partir de un peso inicial de 1,275
mg de material vegetal. Los resultados de las particiones obtenidas realizando una
extraccion con solventes de polaridad creciente, catalogaron al metanol como mejor
solvente con un rendimiento del 50.23%, seguido de cloroformo con 18% y hexano

con 16.58%.

Tabla 3. Rendimientos de extraccion Soxhlet del extracto crudo y particiones.

Peso de muestra Solvente de Rendimiento
Muestra Peso final (g)

inicial (g) extraccion (%)
Extracto

1275* Metanol 194 15.22

crudo

Particion

‘ 154%* Hexano 25.53 16.58
hexanica
Particion

) 154%* Cloroformo 27.71 18
cloroférmica

Particion

. 154%* Metanol 77.36 50.23

metanolica

*Material vegetal seco; ** Extracto metandlico crudo

7.2 Actividad antioxidante

En la Figura 2 se puede observar que los extractos presentaron una actividad dosis-

respuesta para capturar el radical DPPH en rangos de concentracion de 1.95 hasta 250
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pg/mL. Sin embargo, en comparacion con el control positivo el acido ascorbico fue

mas efectivo.

100

S | B Ext. C(IC,,104.6 +1.032)
£ 80 BN P.M (ICg, 160.1 £ 1.025)
1]
T BN P.Cl(IC4,58.27 £ 1.011)
£ BN P Hx (IC,4,42.07 £ 1.024)
S 40+ v 1 ' B Ac. ascorbico
8 1. (IC4, 5.95 + 1.031)
s 207 ~ | | v
S |1
] \J N Y 0 S N N
NS R RSN S SN

Concentracion (ug/mL)

Figura 2. Porcentajes de actividad antioxidante de las particiones obtenidas de un
extracto metandlico de L. marginatus. Ext. C: Extracto crudo; P. M: Particién

metanolica; P. Cl: Particion cloroféormica; P. Hx: Particion hexanica.

El extracto metandlico crudo presentd una actividad inhibitoria ICso de 104 pg/mL.
Posterior a la particién se observo una mejora en la actividad de 42.07 y 58.27 pg/mL
para las particiones hexéanica y cloroférmica respectivamente, y un aumento de 160.1

pg/mL para la particion metandlica y 5.95 pg/mL para el control positivo (Tabla 4).

Tabla 4. Actividad antioxidante del extracto crudo y particiones.

Actividad Extracto ,
Particion Particion Particion Acido
antioxidante metanolico
metanolica cloroformica hexanica ascorbico

DPPH crudo
ICso” 104.6 + 160.1 + 58.27 + 42.07 +
5.95+1.031
(ug/mL) 1.032 1.025 1.011 1.024

* ICso obtenida mediante una regresion no lineal Probit. Los datos son la media + SEM de tres
repeticiones por tratamiento y tres experimentos independientes.
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7.3 Determinacion de la actividad hemolitica

Este ensayo nos permitié observar que el extracto crudo no afecto a los eritrocitos
humanos a la concentracion maxima probada de 1000 pg/mL en comparacion con el
control positivo de agua destilada. Esta ausencia de actividad hemolitica también se
observo para las particiones cloroférmica y metanoélica a la concentracion maxima de
1000 pg/mL, sin embargo, la particion hexanica mostré6 un 59% de hemolisis a la
concentracion de 200 pg/mL. Se determind una concentracion hemolitica media (ICso)
de >1000 pg/mL para el extracto crudo, la particion cloroféormica y particion
metanolica respectivamente, y una ICso <200 pg/mL para la particion hexanica (Tabla

3).

Tabla 5. Actividad hemolitica ICso del extracto crudo y particiones.

Actividad Extracto

fe fre Particion Particion Particion
hemolitica metanolico e .. o
(Eritrocitos 5%) crudo metanolica  cloroférmica hexanica
ICso >1000 pg/mL > 1000 pg/mL > 1000 pg/mL <200 pg/mL

7.4 Actividad citotoxica de los extractos y particiones contra la linea
celular L5178Y-R y PBMC

El extracto metandlico crudo presentd una ICso de 9.09 pg/mL contra la linea celular
L5178Y- R y un indice de selectividad (IS) de 330.03. El extracto crudo se someti6 a
un proceso de separacion de compuestos por polaridad, obteniendo las fracciones
hexanica, cloroférmica y metanolica. Las fracciones mostraron una actividad
citotoxica de 6.74, 793 y 4538 pg/mL y un IS de 445.1, 378.31 y 66.1
respectivamente, contra la linea L5178Y-R, mostrando una selectividad contra las

células de cancer (Tabla 6).

Tabla 6. Actividad inhibitoria ICso" del extracto crudo y particiones.
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Extracto

Actividad . Particion Particion Particion
metanolico Y. L. L .
ICso (ng/mL) metandlica cloroférmica  hexdnica
crudo
4538 +
L5178Y-R  9.09 +£2.140 ) 549 7.93+2.972 6.74+1.3
IS 330.03 66.1 378.31 445.1
PBMC > 3000 > 3000 > 3000 > 3000

* ICso obtenida mediante una regresion no lineal Probit. Los datos son la media + SEM de tres
repeticiones por tratamiento y tres experimentos independientes.

7.5 Fraccion supercolectiva FSCS8

El fraccionamiento de la particion cloroférmica haciendo uso de columna
cromatografica con silica gel fase normal, permitid obtener ocho fracciones
supercolectivas (FSC). Los rendimientos reportados son correspondientes a la suma

total de 20 columnas (Tabla 7).

Tabla 7. Rendimientos de fraccionamiento de la particion cloroférmica.

FSC Rendimiento (mg)

1 126

2 755

3 155

4 117

5 592

6 764

7 1168

8 1805
Rendimiento total 5482
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Las fracciones se visualizaron en cromatografia en capa fina en un eluente de acetato
de etilo y metanol en una relacion 1:1 (Figura 3). El Rf'se calcul6 para cada uno de los

métodos utilizados en el revelado y visualizacion de compuestos (Tablas 8-11).

Feeo  panifuibibond
Ir =

ROl FQL£6 KO B0 RG F Rs

(a) (b) (©) (d)

Figura 3. Cromatografia en capa fina. Visualizacion en luz visible (a); revelado en luz

UV a 254 nm (b); revelado en luz UV a 365 nm (c); revelado con yodo (d).

Tabla 8. Rf calculado en visualizacion con luz visible.

Fraccion Rf

FCl1 -

FC2 0.9405
FC3 0.9524
FC4 -

FC5 0.9167
FCo6 0.8452, 0.8810
FC7 0.7976, 0.8690
FC8 -

Tabla 9. Rf calculado en revelado con luz UV 254 nm.

Fraccion Rf
FCl1 0.9405
FC2 0.9405
FC3 0.9524
FC4 0.9286
FC5 0.8690, 0.9167
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FCo6 0.7976, 0.8810, 0.9286
FC7 0.5357, 0.5714, 0.6071, 0.9286
FC8 0.4524, 0.5000

Tabla 10. Rf calculado en revelado con luz UV 365 nm.

Fraccion Rf
FCl1 0.9405
FC2 0.9405
FC3 0.9524
FC4 0.8929, 0.9286
FC5 0.8690, 0.9167
FC6 0.7976, 0.8452, 0.8810, 0.9286
FC7 0.5357,0.5714, 0.6071, 0.7976, 0.8690, 0.9286
FC8 0.4524, 0.5000, 0.5476, 0.5833

Tabla 11. Rf calculado en revelado con yodo.

Fraccion Rf
FCl1 0.9405
FC2 0.9405
FC3 0.9405
FC4 -
FC5 0.8810, 0.9167
FC6 0.8571, 0.7976
FC7 0.4524,0.5119, 0.5714, 0.7976
FC8 0.3571, 0.4643,0.5119

Como resultados de la actividad biologica de las fracciones colectivas, la fraccion
FSC1 y FSC7 mostraron una selectividad < 2 obteniendo una IS de 0.23 y 2.12
respectivamente, mientras que las fracciones FSC2, FSC3, FSC4, FSCS5, FSC6 y FSCS8
presentaron una selectividad >3, siendo 3.61 y 354.29 la selectividad menor y mayor
correspondiente para las FSC5 y FSCS respectivamente. Las fracciones FSC2, FSC3,
FSC4, FSC5, FSC6, FSC7 y FSC8 obtuvieron una ICso de 21.89,25.56, 24.15, 29.16,
31.14, 21.23 y 11.2 pg/mL respectivamente contra la linea celular L5178Y-R (Tabla
12).

Tabla 12. Actividad inhibitoria ICso del extracto crudo y particiones.
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Muestra Rendimiento ICs0" (ng/mL) ICso (ng/mL) s
(mg) L5178YR PBMC
FSC 1 56 66.94 + 1.050 15.22 0.23
FSC 2 280 21.89 +1.063 777.7 35.53
FSC3 78 25.56 + 1.038 552.1 21.60
FSC 4 51 24.15 + 1.040 302.8 12.54
FSC 5 277 29.16 + 1.074 105.2 3.61
FSC 6 402 31.14 £ 1.068 238.1 7.65
FSC 7 702 21.23£1.116 45.07 2.12
FSC 8 648 11.2+1.093 3968 354.29

* ICso obtenida mediante una regresion no lineal Probit. Los datos son la media + SEM de tres
repeticiones por tratamiento y tres experimentos independientes.

La fraccion FSC8 fue seleccionada como la mejor al presentar la ICso més baja de

11.20 pg/mL, la selectividad mas alta con una IS de 354.29. Ensayos posteriores

permitieron observar que la fraccion causa lisis de eritrocitos humanos por debajo del

6 % a la concentracion maxima de 1000 pg/mL, determinando una ICsp mayor a 1000

ug/mL (Figura 4).
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Figura 4. Actividad hemolitica de la fraccion FSCS.

Para la fraccion FSC8 se observd una actividad antioxidante de manera dosis
dependiente, para la cual se calcul6 una ICso de 62.78 pg/mL (Figura 5). La actividad

antioxidante de la FSC8 fue menor en comparacion con el control de acido ascorbico.

100

g - Bl Fscs
2 80- (ICs, 62.78 +1.009)
=
;§ 60 Acido ascorbico
£ _ (IC, 5.95+1.031)
8
= 40— :
5
Z 20
>

0_

" N\ \ v \el D N\ )

Concentracion (ng/mL)

Figura 5. Porcentajes de actividad antioxidante de la fraccion FSCS.

7.6 Analisis fitoquimico cualitativo de la fraccion FSCS.

El perfil fitoquimico de la FSC8 se determind en un solo experimento mediante
diversas pruebas cualitativas en las que se evaluaron visualmente los cambios fisicos,

principalmente los cambios de color, tal y como se describe en la tabla 13. Los
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resultados se interpretaron como positivos para la presencia de metabolitos con

insaturaciones carbono-carbono, compuestos fenolicos, asi como esteroides y

triterpenos en la fraccion FSCS.

Tabla 13. Analisis fitoquimico de FSCS.

Ensayo Metabolitos/ Grupo Resultados de la prueba Interpretacion
funcional
Acido Xantofilas No se mostro un cambio de Negativo
clorhidrico coloracion azul verdoso
concentrado
Baeyer Enlaces carbono- Se observo la presencia de un Positivo
carbono insaturados precipitado
Molisch Carbohidratos No se formo un anillo violeta en Negativo
la interfase
Shinoda Flavonoides No se observo cambio de Negativo
coloracion rosa o rojo
Dragendorff Alcaloides No hubo cambio de color Negativo
amarillo ni presencia de
precipitado color café
Cloruro Fenoles Se observo un cambio de Positivo
férrico (FeCls) coloracion verde
Liebermann- Esteroides y Se observo un cambio de Positivo
Burchard triterpenos coloracion verde
Hidréxido de Cumarinas No hubo cambio de coloracion Negativo
sodio al 10% amarillo
Baljet Lactonas No se observo un cambio de Negativo

coloracion naranja o naranja

10jiZo

7.7 Analisis de la expresion de genes de muerte celular en la linea

celular L5178Y-R inducido por FSCS8
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Se calcul6 la expresion relativa de los genes p53, Bel-2, BAX, PARP1, AKT y NRF2,
en respuesta al tratamiento de FSC8 comparado con un control de células no tratadas.
Los resultados de la influencia de la fraccion FSCS se grafican en la figura 6, en donde
se observa una regulacion a la alza en la expresion de p53, Bcl-2, PARP1, AKT y
NRF2 con un fold de 4.80, 2.02, 1.48, 11.16 y 5.54 veces respectivamente, mas que el
valor basal del control y una regulacion a la baja de BAX con un fold de 0.04

mostrando una fuerte represion.

P53 BAX
BCL2

4_ H 1

24 0.5
H

14 T 0254

0.1254

- N s
1 1 ]

AACT Expresion relativa
AACT Expresién relati

0.5 0.0625-]

AACT Expresion relativa

02 r .

e T T BCL2 BCL2 0.031
NO TRATADO TRATADO

1
T

T
P53 P53 BAX BAX
NOTRATADO  TRATADO NOTRATADO  TRATADO

PARP1 AKT NRF2
2+ 167 | 8- |

£ | I £ * £ 4
£ £ £
T 1 T 4 [
£ £ £ 2
£ g 2 £
= 3 5o
= § :
E 3 s 3 05

0.2 - - 0. - - 0. - -

PARP1 PARP1 AKT AKT NRF2 NRF2
NO TRATADO TRATADO NOTRATADO  TRATADO NO TRATADO TRATADO

Figura 6. Expresion relativa de genes inducidos por el tratamiento de FSC8 en la linea
celular L5178Y-R. (a) gen p53; (b) gen Bcl-2; (c) gen BAX; (d) gen PARPI; (e) gen

AKT; (f) gen NRF2. Los resultados en las grafica se muestra en escala Logy.

7.8 Ensayo in vivo de toxicidad sistémica de la fraccion FSCS8 en un

modelo murino

El monitoreo diario de los ratones durante el ensayo permitié obtener el promedio de
consumo de alimento y agua de los ratones por grupos. Se observé que el consumo de
alimento por raton fue entre 5.83 y 6.86 g/dia, mientras que, el consumo de agua se
estableci6 entre 8.93 y 9.22 mL/dia (Figura 7). De igual manera se observo que el peso
de los ratones fue incrementando de manera exponencial durante todo el proceso del

experimento sin observar perdidas de peso en los ratones tratados (Figura 8).
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Figura 7. Promedios de consumo de alimento y agua de raton por dia.
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Figura 8. Peso corporal de ratones tratados con FSCS, grupo control vehiculo y control

sin tratamiento durante 14 d. ns: no significativo, * p < 0.05 and **** p <0.01.

Los valores del perfil bioquimico obtenidos del analisis del suero de raton fueron
comparados con los valores reportados por diversos autores para ratones BALB/c
mayores a 14 semanas (tabla 14). El grupo control sin tratamiento obtuvo valores fuera
de referencia en los niveles de la enzima ALT, urea, 4cido urico y triglicéridos,
mientras que el grupo control vehiculo present6 valores fuera para la enzima ALT y
urea, sin embargo, el grupo tratado con la fraccion FSCS solo presentd una actividad

ALP fuera del valor de referencia, la cual pudiera estar relacionada con la baja de
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triglicéridos y el aumento de glucosa con respecto a los valores obtenidos del grupo

control.

Tabla 14. Perfil bioquimico sanguineo de ratones BALB/c.

FSC8 Valor de

Parametros Control ~ Vehiculo _
100 mg/kg referencia*
Glucosa (mg/dL) 96 (0.41) 164 (0.70) 186 (0.79) 21.4-232.6
Proteinas Totales (g/dL) 5.2 (0.89) 5.1(0.87) 4.9(0.84) 4.60-5.80
Albumina (g/dL) 2.9(0.69) 2.7(0.64) 2.8(0.66) 2.70-4.20
Fosfatasa Alcalina (ALP)
159 (0.77) 194 (0.94) 246 (1.20) 46.0—-204.8
(U/L)
Aspartato Aminotransferasa 39.30 -
427 (0.65) 305 (0.46) 265 (0.40)
(AST o TGO) (U/L) 655.80
Alanina Aminotransferasa 18.20 —
316 (1.57) 232(1.15) 176 (0.87)
(ALT o TGP) (U/L) 200.20

Los valores entre paréntesis representan el aumento/disminucion con respecto al limite

superior normal. *Los valores de referencia se obtuvieron de Patel et al, 2025.

Se realiz6 un andlisis histologico de dos muestras representativas de higado de raton
para los grupos control, vehiculo y tratamiento. El resultado de la tinciéon con
hematoxilina y eosina nos permitié descartar alglin tipo de deficiencia en la funcién

hepatica al no observar signos de dafio hepatocelular, necrosis o fibrosis (Figura 9).
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Figura 9. Analisis histologico de higado de ratones BALB/c. Tincion hematoxilina y
eosina. Imagen observada a 40 x. Imagen (a): corte histologico correspondiente al
grupo control; imagen (b): correspondientes al grupo vehiculo; imagen (c):

correspondientes al grupo tratado con 100 mg/kg de la fraccion FSCS.

7.9 Ensayo antitumoral de FSC8 en modelo murino

Se administraron por via intraperitoneal, tres dosis de 33 mg/kg correspondientes a la
fraccion FSC8 una vez que se desarrolld el tumor a los 7 dias posteriores de la
implantacion de las células de linfoma. Con un rango de 10 a 13 dias se observo un
crecimiento exponencial en el volumen tumoral, el cual fue monitoreado en los tres
grupos hasta alcanzar los 20 mm (Figura 10). La probabilidad de supervivencia fue
mayor en el grupo tratamiento con respecto a los controles (Figura 11), el cual mostrd
una diferencia altamente significativa entre los tres grupos (Mantel Cox-Prueba de
rangos logaritmicos p = 0.003 y Gehan-Breslow-Wilcoxon p = <0.001) y una
diferencia significativa entre el control negativo y tratamiento (Mantel Cox-Prueba de
rangos logaritmicos p = 0.084 y Gehan-Breslow-Wilcoxon p = 0.0116).
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Figura 10. Volumen tumoral de ratones (mm?).
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Figura 11. Probabilidad de supervivencia en el tratamiento con FSCS.
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8. DISCUSION

Tradicionalmente, en la medicina botdnica las cacticeas se han utilizado para el
tratamiento de diversos trastornos, destacando sus propiedades antiinflamatorias y
anticancerigenas, las cuales han sido respaldadas por investigaciones cientificas
recientes (Orozco-Barocio et al. 2024). En este estudio se evalué el potencial efecto
citotoxico de la cactidcea L. marginatus contra la linea tumoral L5178Y-R, asi como la
selectividad y seguridad del extracto crudo y de las particiones obtenidas con solventes

de baja, media y alta polaridad.

Inicialmente, el extracto crudo presenté una ICso de 9.09 pg/mL, un indice de
selectividad (IS) de 330.03 y no mostrd actividad hemolitica a una concentracion de
1000 pg/mL. Estos resultados de citotoxicidad concuerdan con estudios previos. Sin
embargo, no se habia reportado previamente su selectividad en células mononucleares
de sangre periférica ni su actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos (Hernandez-

Martinez et al.; Quintanilla-Licea et al. 2016).

Las particiones hexanica, cloroférmica y metanolica mostraron valores de ICso de 6.74,
7.93 y 45.38 ng/mL, respectivamente. La selectividad de los extractos frente a células
cancerigenas es un aspecto fundamental en el desarrollo de alternativas terapéuticas
oncoldgicas, ya que se busca minimizar la toxicidad sobre células sanas a
concentraciones terapéuticas equivalentes (Calderon-Montafio et al. 2021). En este
contexto, las particiones hexanica, cloroférmica y metandlica presentaron valores de
IS de 445.1, 378.31 y 66.1, respectivamente, considerandose altamente selectivas
contra linfoma, dado que un valor de IS mayor a 2 es considerado aceptable para

preservar la seguridad de las células sanas (Indrayanto et al. 2021).

Adicionalmente, el ensayo de hemolisis permitié complementar la evaluacion de la
toxicidad in vitro de los extractos (Adil et al. 2022; Elizondo-Luévano et al. 2024). Se
observd que la particion hexanica caus6 hemolisis de eritrocitos a una concentracion
de 200 pg/mL, en comparacion con las particiones cloroférmica y metandlicas, las
cuales no presentaron actividad hemolitica, calculandose una ICso >1000 pg/mL en
ambos casos. Se ha descrito que algunos extractos vegetales obtenidos con n-hexano
pueden presentar actividad hemolitica debido a la presencia de compuestos no polares,

como acidos grasos (Harris et al. 2025). Asimismo, se ha reportado que el acido

37



oleandlico, como aglicona de las saponinas, confiere una actividad hemolitica

significativa en comparacion con otros acidos grasos (Hussein y El-Anssary 2019).

Este efecto hemolitico es proporcional al nimero de 4&tomos de carbono presentes en
los 4cidos grasos insaturados, observandose un incremento de la actividad en
compuestos que contienen mas de 12 atomos de carbono en su estructura (Levstad
1986). Lo anterior podria estar relacionado con la presencia de 4cido palmitico, un
acido graso de 16 atomos de carbono, previamente aislado en una fraccion hexanica
de L. marginatus (Gomez-Flores et al. 2019). Estos compuestos interactuan
principalmente con la membrana celular mediante la insercion inicial del 4cido graso
en la bicapa lipidica del eritrocito, comprometiendo su integridad y facilitando la
entrada de mas acidos grasos en una segunda etapa de penetracion (Bodansky 1931;

Harris et al. 2025).

De acuerdo con Canga et al. (2022), aquellos extractos que presenten una ICsp menor
a 30 pg/mL pueden considerarse candidatos para continuar con estudios antitumorales.
Dado que la fraccion cloroférmica mostré la mejor combinacion de selectividad,
seguridad y actividad bioldgica, se procedidé a su fraccionamiento mediante
cromatografia en columna, obteniéndose ocho fracciones con valores de ICso que
oscilaron entre 11.20 y 66.94 pg/mL (Tabla 11). No obstante, algunas de estas
fracciones presentaron bajos rendimientos o baja selectividad, por lo que se seleccion6
la fraccion FSCS, la cual mostré el mejor rendimiento, una actividad citotdxica con
ICso de 11.20 pg/mL, un IS de 354.29, una ICso antioxidante de 62.78 ug/mL y

ausencia de hemolisis a 1000 pg/mL.

El andlisis fitoquimico cualitativo de FSC8 permiti6 identificar la presencia de
metabolitos con enlaces carbono-carbono insaturados (C=C), fenoles, triterpenos y
esteroides (Tabla 12). Los fenoles simples contienen una unidad de fenol sustituido;
sin embargo, los acidos hidroxicindmicos, una clase de acidos fenodlicos, pueden
presentar enlaces C=C en su estructura (Al Mamari 2022). Este tipo de compuestos
destaca por su capacidad antioxidante, atribuida a su habilidad para donar 4tomos de
hidrégeno y neutralizar radicales libres, lo cual es clave en sus propiedades

antiinflamatorias y anticancerigenas (Santos Sanchez et al. 2019).

Por otra parte, los esteroides de origen vegetal presentan una estructura conformada

por cuatro anillos de cicloalcano y diversos grupos funcionales, como grupos hidroxilo
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y un sustituyente en C17, caracteristicas que les confieren efectos antiinflamatorios y
antitumorales (Mendoza Lara et al. 2025). En estudios previos sobre L. marginatus se
reporto la presencia de los fitoesteroles lofenol y B-sitosterol en extractos hexanicos
(Gomez-Flores et al., 2019); sin embargo, hasta el momento no existen reportes sobre
extractos de polaridad intermedia. En otras especies del género Lophocereus, como L.
schottii, se ha documentado la presencia de compuestos polifendlicos (a-tocotrienol),
acidos fenolicos (acido cumaril-madlico) y esteroides (escotenol y poriferasta-trienol)

en fracciones polares (Orozco-Barocio et al. 2022).

Para compuestos como acidos fendlicos, tocotrienoles y fitoesteroles se ha reportado
actividad anticancerigena frente a diversos tipos de cancer, incluyendo colon, higado,
prostata, pulmon, mama, pancreas y leucemia, principalmente mediante la induccion
de apoptosis. Por ello, se sugiere que esta clase de metabolitos podria estar presente en
la fraccion FSC8 y ser responsable de su actividad citotoxica (Woyengo & Ramprasath

2009; Stevens-Barron et al. 2017; Abotaleb et al. 2020; Wang et al. 2023).

Dentro de la expresion de genes, la funcidon reguladora de p53 se encuentra bien
caracterizada por su capacidad para actuar en la detencion del ciclo celular y como
promotor de mecanismos de reparacion o muerte celular en presencia de estrés
genotoxico (Safieh et al. 2023). Su activacion puede reflejar una respuesta inicial a
dafio inducido por estrés oxidativo el cual puede ser modulado por metabolitos
secundarios (Li et al. 2021). Sin embargo, a pesar de este aumento de p53 (4.80 fold),
el andlisis de la via apoptdtica revela una regulacion atipica, reduciendo la expresion
de BAX (0.04 fold) mientras que Bcl-2 se mostré sobre expresado (2 fold) (Figura 6).
Este desequilibrio entre genes proapoptdticos y antiapoptoticos de la familia Bcl-2
puede favorecer la inhibicion de la apoptosis mitocondrial, ya que Bcl-2 interfiere
directamente con la funcién proapoptdtica de BAX (Kaloni et al. 2023). Esta
disminuciéon de BAX se ha asociado con resistencia de muerta celular programada e
incluso puede contribuir a la supervivencia celular en respuesta a sefiales de estrés que

activen rutas apoptoticas (Li et al. 2021).

Una expresion elevada de NRF2 (5.54) puede observase cominmente en células
expuestas a estrés oxidativo, que a la par se encuentra asociado con la transcripcion de
genes citoprotectores implicados en la detoxificacion y mantenimiento de Ia

homeostasis redox (Panahizadeh et al. 2024), a demas, se ha vinculado con un
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incremento en la expresion de genes antiapoptdticos como Bcel-2, favorecionedo la
supervivencia frente a un estrés oxidativo (Jalali et al. 2021). Por otra parte, el
incremento de la expresion de AKT tambien se encuentra realacionado con Bel-2. La
senalizacion de AKT (via AKT/PI3K) puede aumentar la expresion de ARNm de Bcl-
2, lo cual le permite a la célula mejorar la capacidad de resistencia a la apoptosis
(Flusberg et al. 2017). La expresion de Bcl-2 tambien puede estimular directamente la
activacion de AKT, creando un bucle de retroalimentacion para la supervivencia, esta
sobre expresion de Bcl-2 se asocia con una mayor activacion de AKT, lo que da lugar

a la resistencia a la quimioterapia (Pilling & Hwang 2019; Dai et al. 2021).

Finalmente, la expresion de PARP (1.48 fold) puede ser una respuesta al
reconocimiento de lesiones de ADN inducidas por estrés oxidativo (Li et al. 2024). Se
ha informado que PARP-1 desempefia un doble papel en la modulacion de la muerte
celular. En condiciones de dafio moderado del ADN, PARP-1 tiene una funcion
protectora, ya que reconoce y se une a lesiones de ADN inducidas por estrés oxidativo,
coordinando el reclutamiento de nucleasas y factores reparadores para mantener la
integridad gendmica tras estrés moderado. Por otro lado, tras un dafio excesivo del
ADN, este desempefia un papel crucial en la muerte celular debido a su
sobreactivacion, lo que conduce al agotamiento del ATP (Wang et al. 2019; Huang et

al. 2024).

En los ensayos in vivo, la ausencia de pérdida de peso corporal es indicativa de que no
existe un estrés externo significativo que afecte al animal o a su ingesta de alimento
(Jeong et al. 2013). En este estudio no se observaron alteraciones en el peso corporal,
registrandose un incremento progresivo durante los 15 dias posteriores a la
administraciéon de FSC8 (Figura 3). El monitoreo de la funcidon hepatica se realizo
mediante la determinacion de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina (ALP), las cuales son indicadores
comunes de alteraciones anatomicas o bioquimicas hepaticas (Silva-Santana et al.,

2020).

Diversos autores definen el dano hepatocelular inducido por fdrmacos como un
aumento combinado de ALT, AST y ALP, observandose principalmente incrementos
de ALT y AST mayores a cinco veces el limite superior normal, mientras que un

aumento de ALP mayor a dos veces se asocia con lesion colestasica (Tajiri 2008; NIH
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2025). En este estudio no se observaron alteraciones significativas en la funcién
hepatica, a pesar de un aumento de 1.20 veces en ALP y de 1.57 y 1.15 veces en ALT
en los grupos control y control vehiculo, respectivamente, valores que se encuentran

por debajo de los umbrales establecidos para dafio hepatocelular o colestasico.

Cabe sefialar que la medicion de estas enzimas presenta ciertas limitaciones, ya que
sus niveles pueden alterarse por dafios en otros tejidos, como hueso o musculo, sin
estar necesariamente asociados a lesion hepatica inducida por fairmacos (Roy et al.
2024). En este sentido, el andlisis histologico hepético complement6 los resultados
bioquimicos, ya que no se observaron signos de necrosis, inflamacién ni fibrosis en

ninguno de los grupos evaluados (NIH 2025).

Finalmente, la administraciéon de tres dosis de la fraccion FSC8 permitié una
supervivencia de 13 dias en el modelo antitumoral. Este efecto ha sido observado
previamente con extractos crudos etandlicos y acuosos de L. schottii y P. marginatus,
respectivamente, los cuales reportaron supervivencias de 20 y 28 dias (Orozco-Barocio
et al. 2013; Goémez-Flores et al. 2019). La diferencia en los tiempos de supervivencia
podria atribuirse al nimero de dosis administradas, ya que otros estudios reportan entre
15 y 28 dosis durante el tratamiento. No obstante, la fraccion FSC8 present6 una
supervivencia cercana a los 15 dias obtenidos con la administracion de vincristina
(0.05 mg/kg) en el mismo modelo tumoral L5178Y-R en ratones BALB/c machos de
10 semanas (Almaguer et al. 2023).

En conjunto, estos resultados permiten catalogar a la fraccion FSC8 como un posible
candidato antitumoral, al no inducir hemolisis, presentar alta selectividad contra
células de linfoma murino, mostrar actividad anticancerigena y antioxidante in vitro,

y no generar dafio hepatico en un modelo in vivo.
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9. CONCLUSIONES

El extracto crudo de L. marginatus y las particiones cloroféormica y
metandlica mostraron una actividad anticancerigena y antioxidante.

El extracto crudo de L. marginatus, y las particiones cloroférmica y
metandlica se pueden considerar seguras como tratamiento al no presentar
actividad biologica contra células sanas y eritrocitos a concentraciones de
3000 pg/mL y 1000 pg/mL respectivamente.

La fraccion FSC8 es un candidato como tratamiento al presentar actividad
anticancerigena, actividad antioxidante, selectividad contra la linea
L5178Y-R y al no inducir hemolisis en eritrocitos humanos.

La fraccion FSCS8 presenta metabolitos con enlaces carbono-carbono
insaturados (C=C), compuestos fenodlicos, triterpenos y esteroides.

La fraccion FCS8 induce reprime la expresion de BAX y la sobre expresion
de p53, PARPI1, Bcl-2, NRF2 y AKT, indicando un estado adaptativo que
podria conferir una reparacion de dano y resistencia al tratamiento a través
de mecanismos antioxidantes y de bloqueo de apoptosis intrinseca.

La fraccion FSCS8 prolonga la supervivencia en ratones BALB/c, sin

inducir dafio hepatico a una dosis de 100 mg/kg.
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10. PERSPECTIVAS

Mayor purificacion e identificacion de los metabolitos presentes en la
fraccion FSCS.

Mejora y ampliacion de las técnicas moleculares para detectar la via
de accion.

Funcionalizacion y aplicacion de los productos obtenidos para la

mejora de la actividad bioldgica y la administracion.
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