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RESUMEN

oa resisienciz tumoral a fAirmaces de uso frecuente, ha hecho necesario la
blisqueda de nuevas sustancias guimicas que sirvan de base para el desanmolio de
nuevos famacos. (25 plantas han sids y seguirdn siendo una glemativa viabls,
pues son fuente ce miftines metabolitos secundarios. Las Annonaceae son
conocidas por poseer diversas actvidades bioldgicas, que se deben a las
azetogeninas, compues’os que debido a sus caracteristicas estructirales,
presentan una vanecad de aclividades bloldgicas relevanies, como sU
citotox cicad v su accién antitumoral.

Ei método de exracciin y freccionamients desamollado en ssia
investigacion presentd mejores resultados que ol basado on la patonte Unifed
States Fatent US005955407A. Se log 6 fracciones binactivas con porcentajes de
inhibicién en la linea celular NCIH480 de 82.8% para Dugustis confusa, 88.0 %
para Anaxagorea sp y 84.6% para Unonogsis osge en la fraccidn metandlica,

L u& ensayos de citotoxicidad pemmiteron comprobar la activicad citostética
con las lineas celulares de NCIH460 (cancer de puimfin), MCF7 [cancer de
mamay), Mia mesotel'na (cincer de pancreas) de Unonopsis osse. Ademas con e
método de cua-tificacén ce acelogeninas por Xedde o3 resutados de
acetogeninas coinciden en casi un 95% con la activicad bicldgica resu'tanie, por
tanto el método sc puede utilizar para predec la aclividad biologica que tendra
con .a linea celular NCIH4€0 asociada a. cdncer o2 pulmén.

Con base a los resullados oblenidos, las acetogeninas de la espedie
Unonopsis osse presentaror los resultados més consistentes a lo largo del
astudio, por lo cual &s ura especie prom soria para lg aplicacion de as sigulentes
etapas de la investigacion de! proyecto madre.

Las annonaceae Anaxagorsa sp y D, confusa presentaron porcentajes de
mhib cién importantes con la Jinea celular NCIH460 por lo cual sa pusden ampliar
mvmﬂmm“msm&nmnha&p&dﬁ-yﬂ.hmm
prasentaior buenos resultados en el enszaye de clotoxicidac con las lneas

il






CAPITULD 1: INTRODUCCION

1.1 Justificacion da la invastigacion

Las piantas han sido y seguirdn siendo una alernativa para lg
biisqueda de nuevas sustancias quimicas que sirvan de base en a! cesamollo
de nuevos famacos. Debido a esto, actuaiments se desdna gran cantidad de
recursos a la investigacion para su potencial uso clinico. Segln estimaciones
de la Organizacion Mundial de la Szlud (OMS), el 80% de la poblacion de
paises en desamodo basa e! cuidade de su salud en a medicina tradicional.
El 20% restante utiliza, en muchos casos, farmacos derivados ge prodictos
naturales (Schiaepfer & Mendoza, 2010). Estas estadisticas son un incentive
para contnuar en la blsgueca de altemalivas terapéliicas gue pennitan
dismiruir la mortalidad, morkilidad, y disminuir los costos de los tratamientos
axistaniss,

Una gran preccupacién en onco.ogia ha sido (a resistencia tumaoral &
farmacos e uso frecuente como la addanamicing, o que ha creado la
necasigad de buscar ruevas alterrativas como tratamientos (Sanchez &
Benitez, 2006).

El cédncer es una enfermedad destructora que disminuys
dramaticaments expectativa de vida ce los pacientes, afecta la calidad de
vida, a salud emodonal del entomo de los pacientes (Vinaccia & Crozes,
200%) y representa un elevadc costo scondmico al sistemna de saled
costamicense.

Segin The Lance! Oncology Arénca Latinz enfrentars una "spidemia
devastadoma de cancer” a menos que los gobernos actlen rdpidamente para
mejorar los sistemas de salud y el 2ceceso a ws tatamientos. El trabajo,
presentado en la conferencia del Grupo de Cooperacidn en Oncoiogla



Latnozmericano on San Pablo, Hrasi, sefalz cue por cada cien casos de
cancer, en a wegidn atincamerdcana mueren 58 personas, Tants a las 42 ce
=urcpa y las 35 de EE.UU. Los investigadores estiman que para 2030, 1,7
millones de casos de cancer serdn diagnosticados en Latinocamérica y el
Caribe, y habia mas de un mildn de muertes anuales (Ballerino, 2013).

El descubrimients de nusvos Tatemientos antitumoraies en la
Giodiversidad de los paises Wopicales s una atemativa viabie y cod'ciada
que en su mayoiia fracasan debido al tamizaje indiscriminado de espedies,
Jna alternadva razenable para reducir el rango de exploracion, es enfocarse
en fisntes que hayan sroducido molécu as actives de forma sonsistentc. For
ejermplo, varias especies de la familia de las Annunacsse nan mostrado
actividad documentada en cu'tivos cellares in vitro, en modelos de wimores
en amimales, y en hUmanos.

En Costa Rica sa conocen £3 especies de esta familia {IN3IC, 2015).
En este proyecio se efectud una blsqueca sistematica de acetogeninas
bicectivas en espocies costamicenses de Annonaceas que eventualmente
puedan ser incomporadas a estudios rguresos en modelos animales. En total
se trabaé con 13 especies comprendidos en los ¢éneros Annons, Gualforia,
Duguetia, Unoncpsis, Rollinia v Xyiogia.

Una parte muy Importante que ahoma Sempo v recursos, es el
tamizaje fitoquimico ¢ “screnning” es una de las etapas iniciales de ‘a
investigacion. El tamzaje parmite determinar cualkativamantes los principales
grupos de constituyenies cuimicos presenies en una planta, ¥ a partirde ali,
orientar la extraccion yio fraccionamisnto pars e aislamiento ds los grupos
de mayor interés (Sharapin, 2000).

E. maycr aporte del oresents trabajo es el vso de una cotbinacién de
téenicas coloriméiricas para a ceteccidn de grupos funcionaes presantes an



as acstogeninas cor @ objetivo de realizar el tamizaje. Los resullados
obienides son la base de un eswcio sistematico gue busca nuevas fuentes
de moléculas con activicad contra el cdncer. En este frabajo también se
presentan los primeros resultados del proceso de seleccion de especies de
annonaceas no estudiadas en Costa Rica hasia el momante. De acuerdo con
diforantes investigaciones, s¢ sabe que las annonaceas presenian
asatogenings, comouestos con potencial artiumossl, le zusl genere ol
gsiguienie cueslionamiento: son las annonsceas costamcenses de la
Peninsula de Osa fuente de acetogeninas bioactivas con actividad in vitro
contra lineas celulanss de cancer, esta pregunta se trata de responder an el
transcurss de ‘a investigacion.

1.2 Planteamiente del problema

Evidencia obtenida in vitro e in vivo induyendo humanos sugiere gue
los compuestos llamados scelopgeninas son una fuente potencial para
cesamollar bisquedas sistemdticas de nuevos tratamiento para varios tipes
de wumores. Cstos compuastos se encuentran frecuentemente en plantas de
Iz familia Annonaceae, qus incluye especies come guanébana y arona.

Esta bisqueda de nuevos ingredientes activos ha puesto en la mira a
las acetoganinas, compuestos cue debids a sus caraciernisticas esucturales,
presentan una vanedad de actividades bicldgicas relevenies, como s.
citotoxicidad y su accidn anfitumoral (Garcia ef al, 2008). Las espedes
petenacientes a a familia Annonacese, acomas de su importancia agricols,
se 88 atribuyen propiedades inseclicidas, antibacterdanas, antitumaorales y
antivirales; ademas de propiedades como herbicidas, pues afectan los
procesos de ‘otosintesis (Maia ef al, 1998 citaco en Martinez, (2309).



Asars ef al, (2074) evidenciaron qus los extracios de las hojas ce
Anona muricata tenen efectos antiprofiferatives sobre las células HPB-1
reduciendo el tamafio de Ia pristata, posiblemente por apopiosis inducida.

Se han propuesto mecanismos para axplicar la actividad biclogica de
las aceisgeninas, describiéndose dos situs banco en la célula: el complejo |
mitoconanal {NADH:Ubiquinona oxidoreductasa) y 'a NADH oxidasa ds as
membranas pasméaticas. Actualments, 2 las acetogeninas se les considera
como uno de les grupes ds inhibidores més potentes del cormplelo
mitocondnial (Schlie, Gonzdlez & Luna, 2009). Pues esta acthividad se le
atribuyve a ka accién conjunta del arilo (s) de Tetrahidrofurano (THF) rodeado
de grupos hidroxilo, que funciona como un ancla hidrifila en fa supeficie de
1a membrana. Por su pa-te, el anillio de v-lactona intcractia directaments con
. sitio diana del complejo | de la membrana mitoconoral iniema (Abe ef a..,
2005).

Ya que las acetogeninas presentan una cadena alifadca de 35 & 37
ftomos de carbono con uno, dos o tes anilios tetrahidgrofurdnicos (THF)
adyacentes o no, asi como sustituyentes oxigenadus (hidroxiios, ceonas y
epdxidos) localizados a o @arge de esta. En uno de sus extremos presentan
un anillo lactdnice meti) sustituida, a, B Insaturado, on ccasicnes saturade o
rearreglado comao cetolactona (Gomez & Maiina, 2012).

Ante estos prometedores aniecedenies, es de 'nterés del CENIZiot
evaluar la achividad citotdxica de los extractos de las annonacess
costamicenses. | a presenta investigacion busca estandarizar v mélede cus
permita identificar cuales exyaclos e materal seco de cortezas de las
diferentes especies er estudic posean aceiogeninas, para luego raalizar
pruebas de citotoxicidad, y fracconamiento didgico por bioensaye de las
maléculas més potentes.



| 2 mayoria de nvesticaciones realizadas se enfocan normalments en
nhojas y semillas, prncpalmente an as semilas gorque se tiene ampla
evidencia de su contenido de acctogeninas (Florez & Mesa, 2007). Como
parte de ofracer nuevos aportes, s decidio gingir esta nvosdgacion a las
cortezas. Si bisn hay lieratyra donde s8 hen basade los axtraclos en asta
parte de la planta, son pocos an comparacion con 0s de hojas y sernillas.

Galvis, Ocampo, Ocampe, & Guidmez (2071) realizaron su estudio de
extractos de corteza de A, cherimolioidss para ver .a toxizidad sobre Artomis
salina, en cual se obtuvieron resultados positivos con &l extracto crudo. Por
su pare, Bobadila ef al., (2005) estudiaron la actividad lanvicida de diferentes
partes de Iz planta A muricata sobre Aedes aegypti, a partes con mejores
resuliados en oroen decreciente fueron las semiliag, ‘as floras, las hojas, la
corteza y por Gltimo la raiz.

tsta investigacitn se enmarca derto del proyecto madre tituado
Acelogeninas do annonaceas coslamicanses como coadyuvanies pers al
ratamiento del céncer, el mismo se desamolia cn el CENIBiot, y tisns como

objetivo descubrir nuevas moléculas de interés para e! tratamiento del
céncer.

Esta investigacion procura identificar cuales especies de Annonacese
costarmicenses producen acetogennas, Ademas se& busca desamolar un
nuevo protecolo de identificacian v caracterizacidn quimica cusliativa ds
acatogeninas.

El trabaje es de vila. importancia, pues se pretende optimizar los
recursos, ya gue los resutados obtenidos en esta investigacidn, serdn la
bese para las siguientes stapas del proyecto madre; Acefogeninas de
annonacoas costarricenses como coadyuvantes para el tratamiento del
céncer tus sa dasarmolla en el CENBIot y cuyos oojetivos son:



W Seleccionar a8 annonaceéas cque  contienen
acelogeninas para ullizadas en ensayos de citotoxicidaa in vitre.

> Realizar pruebas de citotoxicdad para definir Ia
potencia famacoldgica y selectividad de las acsiogeninas bivactivas.

> Realzar subfracclonamientos de las porcicnes con
mayor actividad in vitro para aislar compuestlos puros.

Este proyecto comgleto tene una duracién de 3 afios, para &l desarrolo ge
las actividades que comprenden cada uno de los objelives. £l aporie por
parte ge esta investigacion, s la ejecucion del primer objstivo del proyecto
general, &l cual tiene como propésitn seleccionar los extracios que contienen
acslogennas. Sl esta investigacion tiene resuliados positives, CENIBiot
Natura que os una linea de formulaciin de numacéutizos y cosmecéuticos
bivtecnoldgicos innovadores, se encargard de hacer estudios rigurosos de
potencie y uxicidad in vivo.

1.3  Antecedentes
Cortes ef al.,(2014) concluyeron que especies de la familia de las
Anncnaceas son una importante fuents de metabolitos secundarios con
actvidad anti-cancerosa y plaguicida.

A les acetogeninas tembién se les aibuve propiedad larvicida, Por
sjernplo, se han encontrado dosis .ota.es de exractos polares y no polares
de acetogeninas de Annona muricata, sobwe larvas de Aedes asgypli y
Anophsies aibimanus (Diptera: Culicidas). _ns resultades demuesian que

estos compuestos pueden ser un excelente ‘arvicica (Morales, Gonzdiez, &
Aragtn, 2004).

Estudios sobre la bicactividad de extractos elandlicos y fracciones
parcisimente purfficadas oblenidas de las hojas, ramias y semillas de la
Annons sylvalica (especie ratural brasilefia) contrs el escarabajo Zabrotes



subfasciatus {Boheman) (Coleopiera: Chrysomelidas: Bruchinas), se llngé a
‘a conclusidr. que cstos metabolitos constituyen una fuente de prototisos
paa el desanulle de andicgos sintélicos vy unz Tuente de nuovos
pisplaguicidas que pusden ser Gtles en programas de cestion de plagas gue
afectan @ los granos almacenacos (Padoan ef &, 2015). Por ofra parte,
Krinski, Massaroli, & Machado (2014) sugeren que laz plantas de esta
famila han ganado prominencia como biopagulcidas debide 2 = actividad
ciotéxica, anfownmorai, antmisrobiana, inmuncsupresora, inhibidora del
apefitc y el crecimiento, asi como insecticida. La acividad insecticida ds
Annonaceae, se debe a le pissenciz de acotogennas, sustancias que astian
sobre las mitosorddias por la inbibicién de m NADH, afectando ia respiradion
y finalimenie matan 2 .05 insaclos.

Tambicn s& han reafizado estudics sobre ¢l efecto en e sistema
nenvioso contra’ aojercico por e, extracto hidroalcohsliso al 40% de las hojas
de Annond muricata en ralones slbinos de la espedic Mus musculus. E
estudic se enfocd on delectar .a posibe adividad anticonvulsivante
(eectrochoque- pentilentstrazol), antdepresiva (nado forzade), hipnética
(potenciaciin de suefic barbitirico) y ansiclitca (labsrinto en civg). Los
hallazgos sLgieren que compuestcs de tpo alcaloldal presontes er Anncna
mudcata poseen efectos de tipo ansiclitico, es decir, tranquilizante (S3% y
58% de fiempo), no vinculados a la activacién de ieceptores de
benzodiacepinas y carertes de efectos citotduicos in vitro (Oviedo ef &l
2008).

Asimiemo se ha demostredo que o snuricin M (acetegening
proveniente de la Annona muricata) tiene una polente actividad cilotdxica
frente & la inea tumoral H460 con ally grado do selectividad, ye cus asty
presenid menor citctoxicidad en las células nonmales en comparacidn con el
5 fworuracln, un tarmaco uliizade como tratamients cortra e! cancer. Os



decir, cue presenta mayor selectividad para atacar células ‘umorales qus
farmaccs gue ya han sido aprobaces en el marcads famnacdutics (Quispe,
Zavala, Posso & Vaisberg, 2006).

A nivel naciona., se encontrd un trabajo de tesis donce se realizé un
estudio de camactedizacidn flogquimica sen especiez de Jas Familss
Apocynacsae, Flacourtiaceas y Annonacsas. £n el caso de la Annonacess
se rabajo con la especia Xylopla fndenses (Arce, 2011). Sin embaryo, esia
espece no fue induida en & presente estudio.

Actuaimenie, las técnicas mds sansibles y modemas aplicadas a la
identificacion de acelsgeninas son resonancia magnética nuclesr (EMN) v la
aspoctroscopia de masas. La metedoiogla mayommente aplicada para
ioentificacitn de las acetogeninas fue por espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN) (Padoan ef al,, 2015; Ragasa, Soriano, Tomes, Don, & Shen,
2012). Per otra parte, se realiza |2 identificacién de acetageninas mediarte
espectios de masas, utlizando esiéndares de acctogeninas certicados, o
bien una combinacitn de ambas técnicas (Garcia Aquirre, 2008).

Debido a que & CENIBiot no contaba con el presupuesto para la
comprz de estindares certificados vy el alto costo que dichos estandares
representar. Tampoco se cortaba con el apovo para la compra de Lensilice
y equipos para realizar RMN, se cesarroild un mélods ztemativo para la
identificacion de acetogeninas.

En el presente proyecto se propuso una metodologia que pesmita
identificar acelogeninas por métados colorimétricos, la misma proporciona un
rapido tamizaje de las muestras botdnicas v a la vaz enfocar los esfuerzos en
aquellas que cortienen acetogeninas,



1.4 Planteamisnto de los objetivos de la investigacion

144  Ohjative genarai

identificar y fraccionar cxtractos de ocorteza que contengan
acetogeninas en 13 especies de annonaceas de la Peninsula de Osa con &
fin de evaluar su actividad contra lineas celulares de cdncer.

142  Objetivos espacificos

» Determinar los metapolitos presentes en las cortezas de espedcies de
annonaceas, mediante un tamizaje fitogu'mico.

» Egladiecer un mélodo de identificacién y caracterizacién quimica
cralitativa de acetogeninas.

» Evaluar ta presencia de acetogeninas an axractos de cortezas de 13
espedes pertenedentas a los génercs Guallwia, Annonag, Duguetis,
Unonopsis, Rollinia y Xylopia de k2 famiia ce annonacess cosarricenses de
la reg'on de Osa.

» Seleccionar los extractos de cortezas con mayor potencia inhibitorie
de lineas celulares de céncer en colaboracion con el laboratorio de ensayos
biolégicos del CENIBiot. X

sDesamollar un método ce extaccitn y fraccicnamienio de
compuestos activos prasanios or: las annonaceas costamicenses de a regidn
de Osa.

15 MHipbtesis

Especis de Annonaceas costaricanses de la peninsula de (Usa son
fuenite ce acelogeninas bivactivas con activicad in vitro confra lineas
cedlares de cancer.



CAPTIULO 2: MARCO TEORICO

21 Genaralicadss

A pesar de los muliples avancas en el giagndstico temprano,
tratamiento, y seguimiento de pacientes con céncer, la mortalidad,
incapacidaces, y los costos en stencidn para al tratariento de esta complela
anferrnecad contin(an evanzande ce forma alarmante.

Segln el Institi‘o Nacicnal de Estadisticas y Censos (INEC, 2073) .
las prncipsles causas da muerte en orden de frecuencia son infarto agudo al
miocardio, tumor maiigno del estdmago y accidentes de transito, enfermedad
aterosclerdtica ael corazdn, tumor maligro de la prostata y ofras causas.

De acuerdo con (Ministerio de Salud, 2015), para el afic 2013, la
morialicad por tumeres malignos cn hombres se debié a principalments al
céncer de préstata sor un 15,95%, seguido por el céncer de es®dmago con
un 35,73%, parz uns tasa ajustada de 100.000 hombres. Por su parie, en las
mujeres, para el afic 2012, los cdnceres con mayor mortalidad son el de piel
(43.62 %), mama (42.25%) y ciuvix (?6.43%); para una tasa ajustada de
100.000 mujeras.

Cxisten muchos tratamientos para el cancar, aplicacos segin el tipo
de cancer y de 0 avarzado que esté. Dentro de los principales tratamisntss
esian: cirug'a, radisterapia, quimicterapia, terasia dirgida, terepia hormonal y
trasplarte de célules macms. Sin embargo, estos tratamicntos tienen efectos
secundanos cependiendo de la parsona, de la frecuencia de aplicacién de
tratamiento y de la edad (Instituto Nacional del Céncer, 2015). Por lo cual se
debe fomentar /a blsqueda de nuevos tratamientos desanollades a partir de
a flora nacional que poseen propiedaces curativas, impulsando la
investigecion en centros de investiyacion v universidaces.
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Fn Estades Unidos un 57% de las frrulas médicas vendidas sstén
basadas en producios naturales, es decir, son procucios naturales en s o
bien son derivados sintéticos o andingos de productos naiurales. Mas ce un
60% de las nuevas drogas aprobacas entrs 1883 a 895 para el tratamiento
dul cancer e infecciones estuvieron basados en productos naturaies. Por
wanto, los bosques Tropicales representan una reserva potencial de fuentes
medicinales (Setzer et al., 2003)

Desde ur puntc de vista ctimoldgico, podemos considerar que—el
términe fitolerapia sa refiere a 1a “erapéutica con las plantas”, es cecir, a la
cencia que estudia la wtiizacion de los productos ce origen vegetal con
finalidad terapéutica, ya sea para preven’s, para atenuar o para curar un
estado patoldgico (Cafiigueral, 2002).

Los medicamentos filoterapéuticos se basan en drogas vegelaes.Es
importante aclzrar @minos como piantas medicinales o dmgas vegetaes
para evitar confunciones, a OMS en 1978 definié como planta madicinal a
cualquier planta que sn uno o mas de sus Grganos contiere susancias que
pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores para a
semisintesis guimico-farmacéutica. Mientras tanlo, = droga vegetal es la
parte de la pianta medicina! utilizada en terapéutica y el principio activo es 2
sustancia responsable de a acclin farmacolgica (Cafliguerz!, Dellacessa, &
Bandoni, 2003).

1



2.2 Tamilia Annonaceae

Annongceas es una faniliz de angiospermas del orden Magnolizles.
Consla de “30 géncros con unas 2300 espacies que se cistribuyan por ‘os
répicos del Nuevo y Vicin Munds, hasta el norte de Austraiia v l2s islas del
Paciico. E| piincipal interés de la famiia se centra en os fratos comestiblos
de algunas sspecies como: la chinmoya, |3 guandbana y 4 £nona. Las fores
de alguras especies se usan para la extraccion de esencias de usc en
perfumeria. En algunas especies la madeoma 38 Lsa para 'a fabricacion de
mangos y tacos da billar, otras son de uso Iocal en ‘a construccitn y para
posies. Ademids muchas cspecies tienen usos locales debids a sus
componantes quimicos (Arcs, 2011

|as Annonaceae posew porta de drbckes v arbustos. En cvanilo 2 sus
a0jas son akemas, sinples, enteras v nesioladas. Las foies son espirstadas,
actinomorfas, perfectas o algunas abortadas, ‘erminales laterales o axifares,
solitarias o en grupos de 2 o 3. El fluto sincdrpico, carnoso o aaco, sésl o
eslplado, dehiscienle o indeniscicnts, con camslos libres enite si. Las
semidas son aplanadas, elipticas, de color castafio claro a negro (Condil,
Perez, & Daguerre, 2011).

O acunrdo con datos del INBIO (2015), para Costa Rica se 'dentifican
83 especies diferenciadas en 15 géneres, de loy cuaes 14 son nativas ¥ uno
inrocucido, entre log cuales se encuertran las espedies gue sc van 2
aralzar or. esta investigacién (Ver Cuadro 1)

12
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2.3Principlo activo de las annonaceas

'os motabolitos secundarios son  proauctos  sintetizados
naturalmente por organismos vivos y Juegan un papel Importante en su
fisiologia, su supervivercia y en sus mecanismos de defensa. Fslos
procuctoe nawrzles nan sico usados desce liempos encestrales por e
hombre como medicamentos, agroquimicos y cosméticos, entre ofros
{Yocathn, 2010).

Las annonacess son la dnica fuente conocida de acetogeninas,
metapo.itos secuLncaros en 08 que se han descubicrto diversos efectos
farmacologicos como potentes citotdxicos con aplicaciones como
insecticidas, antiparasitarios, acaricidas y drogas znttumorales (Do
Mascimanto, Diamantine Boaventura, AzsungEo, & Santos Panenta, 2003,
Flérez & Martinez, 2010; Ruiz Hidalgo et al., n.d.).

Sc ha propussto que la acciin de las acetbgeninas Ge annonacsas
estd basada en | alta potencia y especificidad inhibitoria del complejo | de
la respiracidn mitocondrial (Rebledo Reyes, Jaramillo, & Rastrepo, 2008).

Segin Schiie el al, (2009) en los estudios sobre el complejo |
utilizando particulas submitoconcriales, se ha observado gue las

acatogeninas nalurales o sus derivados semisintélicos puedean retener su
actividad inhibitoria 2 pesar de introducir modificaciones e su molécula.

2AClasificacion de las acetogeninas de Annonaceae

Las zcefogeninas de Annonacsae se clasifican segun la canlicad
de anillos que “engan en su estuctura, es decin mono-tetranidrofurano
(THF), adyacentes bis ~-THF, nc adyacentes bis -THF y sin anilo mono-
THF. +stas estructuras también poseen hidroxilos laterales los cuales
pueden astar a unc U otro ladc ce la estructura, seguica por &

17
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2.5Extraceion e identificacién de las acetogeninas

L]

Extraccion de las acetogsninas

La extraccion de las acelogeninas en annonaceas, se realiza
de diferentes maneras, depende del objetivo y la pureza que se quieran
oblener. Sin embargo, los estadios reaizados presentan una sere ce
similitudes en cuanto solvertes y secans. A continuacién se presentan
algunos sjemplos:

En un estudio sobre Biological soreening of Annonaceous
Brazillan Medicinal Plants using Artemia saiina (Brine Shrimp Test),
(Santes Pimentn, Pinto, T'zkahasn), e Silva, & Boaventura, 2003) ejscutan
el siguiente protoco.o de extraccién: La madera y semillas sa secaron a 40
*C y sa exrajeron con curvas de temperatura con disolventes, que se
retiraron al vacio para dar los extractos cnucos. La imaders se extrajo con
etandl, las partes de la plantz y las semillas se extrajercn con stanol: Agua
(7:3} ¥ laego sucesivamente con hexana y cloroformo, luego se corcerntrd
al vacio.

Por su parte, (Belancur-Galvis, Sasz, Granados, Saazar, &
Ossa, 189%9) sugicren un procadimiento donde e material vegetal (100 g
0@ semilas, hojas vy talios) se gecd en un homo a una iemperatu-a de 40
‘C. -2 planta se extrae con etancl y se filirS con metanol. Los diforontes
uxiractos se evaporaron casi sequedad bajo presién reducida y se
almasenaron a una temperatura de 4°C protegido de ia luz, hasta gue no
se utilizeron en los difersntes ensayos citotéxicos, ro mas de cos meses.

En otro estudio, las hojas se calentaron en un homo a 40°C
hasta qus se convirtid en quebradiza, después de lo cual se fragmentaron
manuaimente. | as semillas se sccaron al aire a lemperatura ambiente y
posteriomnente maceraron a2 un poivo. Los extractos se prepararon por
remo/o del maierizl vegstal macerads en etanol absouts para 7 dies,



ssguido de fitracién y concentracion bale presidn reducica en rotavanor
(Ribeirc et al,, 2313).

= ldentificacion de las acetogeninas

Ds acuerdo con los reportes de la lteratura, las acetogeninas
suaien identificarse oor medic de resonancia magnética nuclear o por
espactrometria de masas, o una combinacién de ambas técnicas (Floraz &
Masa, 2007; Garcia Agulme, 2009). En el presenta trabajo de graduacion,
se adaptd meétodos coloriméticos para inferir la presencia de
acelogeninas por medio de pivebas colorimétricas disefiadas para
delectar los grupos funcionales furanc y lactdnico.

Para la ceteccién de anillos jactdnicos se han reportado Tes
métodos: Kedde, Legal y Baliet. Mientras que parz la deleccidn del anllic
furano &l méloco mas empieado es la prueba con el revelador universal
anisaldenido.

La prueba ce Kedde consiste en agregar al exiracto a avaluar
1 mlL de reactivo de Kedde (5 ml. de dcido 3,5 dinftrobanzoico &l 3% en
atanol vy 5 mL de haOH 2M) (Cofré, 2008). Este reaciivo presanta una
coloracién violeta cuande jorma un complelo coloreade con la leciona
insatursoa.
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lactonzas a, B -insaturadas cuando no se controia &l pH, v2 que se
Isomerizan en medio slcaling. La prusba tembién la carn postive ias
metiiénoatonas (Alejandro Mardinez, 2002).

Para la deteccién del furano, se realiza cromatografia de capa
fira cun el revelador universal de anisaldehido, este reactivo es une
mezcia de B mL de dcido sulfiinco concentrado y 0,5 ml de anisaldehido,
85 mlL de metancl y 10 mL de dcido acético glacial, la cromatoplaca se
calienta en una estufa a 150-105°C por 5-10 min pam desarolisr las
muestras coloreadas rojo-naranja-mamdn  y azul verdosas (Hemera, C;
Bolaiios, N; Lutz, 2003).

Ademds en esta invesligacion se va utilizar el revelador
universal de Oleum, el cual permite la dentificacién de vanos tipos de
metaboliios, los compuesios organicos se carbonizan generando
manchas de color marén, azules vicletas y verduzcas. Sin embargo, as
cominmente ullizada para detectar lacionas sesquiierpénices,
compuastos que tiene dentro de su estructura anillos lacidnicos, por lo
cual es aplicable a las acetogeninas, coloraciones pdrpura, vino, rosa o
rofe se consideran positivos (Jiménez, 2013).

Z2.5Cromatografia de capa fina o TLC (por sus siglas en inglés Thin
Layer Chromatography)

La cromatografia es un métcds de andlisis rapide que
permite  separgr los componentes de una mezcla, utiizando ‘as
diferencias entre las constantes de equilibric ce distibucion entre una
fase mivil y la fase estacionara que elerce un efecto retardador
(Gutiérez, 2002).

|.a écnica de separacion consta de un sistemna de dos fases,
Lna solida que 88 conoce como fase estecionatds; soora la cual se aplica
la muestra, es una capa celgada, absorbents, con Ln grosor de 0.10 &
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0.25 mm, esia capa as filzda sobre un soporte cue pude ser una dleca
fimne: de vidrio, plastico ¢ aluminio. A través de la fase cstacionaria
fransita un liquids o solvente lamado fase mdvil (Guamizo & Martinez,
2013).

L2 caracterizacion de los compuestos se realiza comparando
la migracion, el factor de retencion (Rf) de sustancias desconocidas con
la migraciér de un compuesto patrén. En un sisterna paricular de
disclventes, &l Rf es caractesisticc de cada sustandia, v es asi posibla
identificar compuestos desconucidos en uns delsmina muesta (Herrera,
C; Bolaios, N; Lutz, 2003).

De acuerda con (Walton & Reyes, 1583) ol Rf se calcula de
la siguiente manera;

Distancia recorrida por el sustrazs
Distaricia recoriida por el discivente

2.7 Cromatografia liguida de alta sficiencia HPLC
La cromatografia liquida de alta resclucién es una téonica que

s& ufliza para separar os componentes de una mezcda basada en la
afinidad que tengan estos con la fase movil y la fase estacionana. En este
tipc de cromatografia los componenies da la muests deben ester
previginente disueltos en un discivente adecuadc (fase mévil), son
forzados 2 atravesar le columna cromatogréfica mediante ia aplicacion de
altas presiones. Una vez en la columna sa encuertran con la fase
aslacionaria que estd corstituida por un relleno que sostiena la fase
liquida ¢ solida, esta es capaz de retener de forna selectiva los
componentes de la muestra (Skoog, James, & Crouch, 2008).

~ El gren poder oge la cromatografia liquida reside en la
cornbinacion de un amglio infervaio de posibles prosiedades porz la fase
mévi, junlo con a sleccidn de numerosos tipos de fases sstacionariss,
significativamente diferantes, asi como una amplla variesad de detactores
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(Rubinson & Rudinson, 2001). .os dfersrtes lipos de cromatografia
Jnuida también se ciaslfican segin las Interacciones enirs la fase
estacionaria y «! soluto, los cuatros tipos bdsicos son la cromatografia de
fase nomnal, de fase reversa, de intercambio idnico y de filtracidn en gel
(Rubinson & Rubinson, 2001).

La crormatograf’a liguida ce ahe sficlenciz a pesar da ser una
técnica relativamente nueva, cuenta con numerosas aplicaciones. En la
mayoria de los casos, consisten on- delerminaciones de sustandias cuyo
andlisis por otra técnica cromatografica resulta muy dificl, esta *2cnica os
aplicable 8 muestras con (Swadesh, 1587}

- Compuestes i6nicos, como aminodcidos, saes insrganicas, acidos
organicos, entre otros.

-Compuesios de alto peso molecular, como polimoros,
hidrocarhurs polinucleares, productos naturales, entra otros.
-Compuestos termoigésles y  no  vodtiles, come vitamivas,
pesticidas, estercides, plastificantes, drogas.

2 8Espectro de masas por la técnica de infusidn directa
La espechometia de masas se fundamenta en la separaciin

da particulas moleculares o atdmicas por su diferente masa E! objstive del
sistema ce entrada es Introducir una pequefia cantidad de muestra (un
micromol o0 menos) én el espectrometro de masas, donde sus
componentes so convierten en iones gaseosos. A menudo, & sisterna de
entrada contene un medio para ‘a volatiizaciin de muestras sdhdas o
liquidss. (Rubinson & Rubinson, 2001).

La espectrometria de masas es una técnica microanalitica
ulilizaca par2 Ja identificacion de compuestos desconocidos gue cuantifica
compuesios conocides, y permite elucidar la esbuctura y propiedades
quimicas de moktcuas. Una de lzs ventajas de esta ‘écnlca, es gue &l
andisis se realza con canticades realmente pecuefias daé muasima,
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irncrementan o reducen da fonna graowal pars determinar la internsidac de
sefial mixima de cade idn precursor y procucto {(AB SCIEX, 2014).

Meciante la técnica aplicada ds nfusién dirccta se anal'zan
tanto compuestos puros como inezclas obteniendo del compuesto
incognita la masa molecular. Segin ja forma en que se recban las
muesiras, &8s necasar’o un procesamientc previe. Las muestras adlidas
deben disolvarse Lilizando solventes adecuados para podar introducirlas
en =) espectrometro por infuside directs. Las muestras jiquidas pueden
utlizarse directaments si estdn sn concentraciones acecuadas. Se
confgura &l equipo para realizar experimentos de espectros de masas
(MS) o espectros de masa en tandem (MS/MS). Se introducen las
muestras en el equipo y se obliene el archivo de especiros de masas, que
necesita un postador procesamiento de los datos (Plascencia, 2003).

29Pruanas de cltotoxicldad

Las lineas cel.lares son células de origen vegetal o animal
adaptadas para replicarse indefinidamente en cultivo. La adapiacién
ocume por el proceso de denominado transformacién, & cual puede ocurrir
espontaneamente o Inducido por compuestos quimicos, virus o
radiaciones, 2 través de los cuales las células adquieren la capacidad de
mutiplicarse i vitro curaste periodos précticemente iimitados {Repstio,
1895), Cstas scn amplamente utlizadas para la ideri¥icacion de agantes
quimiopreventives, as decir, con capacidad de bloguear, relardar ¢ revertir
e process de carcinogénesis, mediante ensayos de  citoloxicidad,
antiproliferacior, muerte celulas, entre otros (Montoya, Orozon, Arango,
Madonado, & Aguillén, 2013).

~ La citotoxicidag celular se dafine como una alleracién de las
funciones celulares basicas que conlieva & un dafio detectabila, Diferentes
aulores nan desarrcliacdo bactarias de prusbas In vitro para predecir los
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afectos todicos de drogas vy compuesios quimicos, utilizarnde como
modelos  axpotimentales  cultivos primardos y  lineas  celulares
establecidas(Arencibia, Rosaro, & Curveco, 2003).

Con las pruebas de ciloloxicidad in vitro se puede analizar el
afecto de compucstos en un ambients controlado, siendo posible evaluar:
la Inhibicién del crecimients calilar; |z pameabilidad de membrana, la
replicacién y la transcripcitn del dAcido ribonucieico, la sintesis de
proteinas, hornmonas y enzimas, e metabolismo energético, la
transformacion celular, la mutagénesis y la carcinogénesis, entre clros
(Acevado of al., 20143),

En los estudios de citotoxicidad in vitro sobre linezs celulares
se utiizan métodos ce tincion con el ocbjetivo de estimar de manera
indirecta el nimero de células viables presentes después de ser
sometidas a un tratamients. La poncipal desventaja es que la mayoria de
estos, sor destructives, es declr que s2lo permmiten determinar &l punic
final (Escobar M., Rivera, & Arlsiizabal G., 2010).

La resazunna 8s un compuesto de color azul (no flucrescentea)
comlnmente ulifizade para mecir la fluoresconcia en ensayos de
citotoxicidad, ya que la célula penmile al pasc de la sal de resazudina y al
entrar en contacto, esta se reduce a resofuring (rosado, alamente
fluorescente). por medio de oxreductasas que se sncuentran
principalmente en la mitocondria de cfélulas viables. La principal ventiaja de
este métods de lincidn 85 que no es destructivo por ic cual se puede
monitorear e recimiento ce la célula (Galndo, Castell, Mentell, Segura, &
Bacza, 2014). | a resan rina es excretada al medio permitiends e continuo
monitoreo de ka proliferacion y !a citotoxicidad de sustancias sobre células
humanas, animales, bacterias e inciuso hongos (Escobar M, et &/, 2010).
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2.0 mMecanismo de accibn de las asetogeninas

las acetogeninas boguean a respiraciin mitocondrial s
Infrbi~ l2 NADH ubiquinona reductasa (Comzlejo 1), enzima esencial para
la procuccion c¢e ATP. Al interferir en & produccisn de AT>, ce pioduce
una disminucion ce esta moléculz en el interior de la célula ¥y en
sonsecuencia vromueve la muerts (Garcla Aguirre, 2009).

Fsludios reclentes han demostrade que lus acetogeninas
también ichiben a NADH cxicasa de la membrana plasmética, lo que
caisa una disminucidn cel nivel muacelt'ar del ATP, y blovusa 'a
regenaracion del NAD 8 inhibe ia fosforilacian glisslitea on & citosol. La
combinacién de estos modos de accidn promoverlan o procesc de
apoptosis el cual se ha propuesiy come el principal efecto famacotogicn
de las acelogeninas en gjidos tumurales (Gallarda et a1, 2000: Obedies,
Jones, Carbiell, Folopoulos, & McLaughiin, 1965).

<G acuerdo con ¢l esiscio de (lakada ef 4, 2000), el
mecanisio  de accitn gue se conoce nasta ol momento funciona de k=
sigulente maners: e anillo THE, con gupos CH cerca del esauelsty de
gicero actian como anclas hidibfilas en la suvedficle de la membrana,
mientas al anillo y-lactona Interactia directarents con & sitic diana del
comp.eo | por difusion aterzl en el interior do la membranz mitocondrial.
s decir, el an'llo (s) de THF rodeads ge grupos hidroxilo reacciona cerca
de |z cacena principal de glicero! de fosfatidilesling indepenaienements
del numer de anifos de THF y actla coms un encla hidréilla en Ja
sJperfic.c de lz membrana, For otro lade, el anillo de y-lactona interactia
directamente con o sitio dizna del compiojs | e la membrana mitocondral
intema. En esle models, el anilo de y-laclona o5 considarade como
Gnicz especic mactiva que interactian directamenze con la enzima {fbe af
al., 2005).



Seglin Cave ef 4l,(1997), diversos estudios han plantesao

tecrias entre ia relacidn an le estructire ds les acetoganinas v la activicad
biclbgica (como se cie en Garcia Aguins, 2008).

Las acetogeninas que contienen en su estruciura dos anilios THF
adyacenles hen presentado mayor astividad, debido a la funcidn del
anillc de ancar la acstogenina al glicero] de a2 membranz
La ydactona terminal es esencial para la actividad, ya que una
reduccitn del doble enlace de le v-lactona a, B insaturada reduce la
actividad, las cetolactonas ha presentado menor potencia que fas y-
lactonas a, B irsaturedas.

También el nimero de grupos hidroxilo presentes a lo largo de la
cadena presentan relacién con la ectividad, segin los estudios
prasentan maycr actividad aquellas acetogeninas que poseen un
mayor nimero ce ¢aupos OH,
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De las moestras de annonaseas 5o sapararon la cortaza de la madera, v
izs holas. Posteriormente, fuercn secadas en un nomo de convectién intema, a
una temperatura infarior 2 log 40°C en un intervalo de cuatro a seis dias,
dependiendo del grado de humedad del material recolectado. Una vez seco el
matarial, fus trasladado al Centro do Investigaciones en Produclos Nawrsles
(CIPRONA) de la Universidad de Cesta Rica, conde se molid en un molino de
cuchillas con un tamiz de 1mm y se almacend a -4 °C en lag instalaciones del
CENIBiot hasla su analisis.

3.3 Método de axiraccion acetogeninas
Se realizaron dos metocologias para la obtencién de un extracto crudo,
con el fin de determinar la mayor concentracidn de zcelogeninas. Pama ello, se
realzd un ensayc bio-guiado en céulas carcinogénicas, asli como pruebas
floquimicas de dentificacidn de grupos funcionales.

331 Protocols experimental 4

Para la obtancién del axtracto cruds de acetogeninas, se pesaron 100 g
dol material vegetal seco en un mataz de 1L. Al mismo, se le realizaron
miltiples extracciones con 500 ml de setanol 95%wviv en baflo ultrasdnico
{Fisher Sclertfc Modelo FS220) por 1h.

Los exiractos obienides se combinaron y se filtraron a través de papel
Whatman 42, para uego concentrarios en un rotavapor (HEIDOLPH GSB) a
presion reducida y temperatura no mayor a 40°C hasta |2 eliminacién del etancl
85%wviv. El extractc organico obtenido, se congeld vy se liofiizd. Al liofilizado
resultante se llamd exiracto crude,

Este srocedimiento sé basd en o estudio realizzado en la patents de
United States Patent USD05355487A

332 Protocolo experimental 2. -
Para la obtencidn del extracto crudo ds acefogeninas, se pesaron 100 g
del materal vegetal seco an un matraz de 1. Al mismo, se le realizaron

35



milktiples extracciones con 700 ml. de agua corn la ayuda de un bafc utrastn'co
(Fisher Scientific Mode.o F5223) por 1h. Los scorenadantss se aliminaron por
fitacion y el material vegel fle somatdo a otro proceso fe extraccionss
mitiples utifizanco como salvenie acetato de etio.

Los exiractos obten'dos de acetaty ae etile, se combinaron y se filtraron a
bavés de papel fitro Whatman 42, para luego concentrados en un rotavapor
(HEIDOLPH G58) a presidn reducida y temperatura no mayor a 40°C hasta la
eliminacién del acetsto de stilo. El extracto orgdnico obtenido, s congeld vy so
liefiizd. Al licfilizado resultante se le lamd extracto crudo.

Este procedimiento fue un protocole experimenta. cesamollado en el
CENiBicL

3.4Tamizaje Ptoequirico
Fara la identif cacion inicial de los compuestos prasentes &7 los extractos
se realizaron pruebas quimicas de identificacion, asi como pruebas para grupos
funcionales, as cuzies se realizaron utlzando la sigulente mewdologla dal
protocole oe slecucion de tamizaje fitoquimico del CENIRiot.

341 Cumarinas volitiles

En un tubo de ensayo se colocd 2 ml del extracto etandlico de Iz planta,
se tapd con pape! filiro impregnado en solucién de hidréxido de sodio diuda y
se ilevo a bafio maria a 100 °C por algunos minutos. Se removié ! papel filtro y
examinG bajo luz UV, siendo la fluorescencia amarilla Indicativa de la presencia
de cumarinas.

342 Antocianinas

Er un erlenmeyer so colocs unos 10 L del extracts crudo, se caientd &
ebullicién, durante 5 minuine v e filrs.



En un tubo de ensayo se colocd 2 mu del fiitraco. Se afladié 1 mL ca
hidréxide ce sodio diluida. Se obsanvd el color formada.

En oiro twbo de ensayo se coloct otros 2 mb del fitrado. Se afiadié unas
6 gotas de un acido mineral dilsido. Se observd el coior formado. |as
antociarinas se reconocean por producir diferentes colorey a dferentss pH.

343 Flaveniodes

En un erdenmeyer se colocsd unos 10 mb de extracto crudo, sa calentd a
bafio maria durante unos S minutos, con agitacidn. Se enfrié y filré. A fltrads
se le agregd un volurmen ‘gual da so.ucitn de acetato de plomo al 4% cue
conten’s acido acético al 0,5%. Se agitd y se dejt reposar por 15 minutos, se
fitrd. Con el filtrads se realizd el ensayo de reconocimients de favonoides.

S¢ coloch en un twbo de 2 =i del extacic preparado, alunos
fragmentos de magnesio y se agregd por las pareces cel tube, unas gotas de
acido clorhidrico cluido. Se sbservd la coloracidn, que varia para las d¥srentes
estructuras La aparcion de colores naranja, rosado, rojo o violeta es prucha
positiva para a oxistencia de flavoncides en la muestra.

344 Triterpenos y/o sstarcides

En un twbo de ensayo impic y completamente seco, se colocd 1 ml del
exiracto etandlico. Se agregd 1 mL de anhidrido acético. Por la pared del tubo y
con mucha precaucion, se deld esbalar 1-2 gotas de #cido sulfiirico
concentrado. La formacidn de colores azules, violetas, rojos o verdes &s prusba
positva de que Ja mucstra conliena triterpencs yio estercides.

345 Taninos

Se evapord S mL-de! extracto standlico y disolvid ol residuo en 10 mbL de
auvs destilada y se filird,
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A 3 mL cal extracto acucso, se le adiciond 1 o 2 gotas de sociucion de
siorure fémico al 10%. Una coleracion azul Incdica posible presencia da ‘aninos
hidrolizabies, y coloracion verde de taninos condensados.

34.6 Antraquinonas

Mediante Iz agitacidn de’ extracto acucso con cloruro de hiero (Il v
acido clorhidrico diludo, se caenid para produc’ la hidrolisis, las antraquinonas
liberadas se extrajeron con tetracloruru de carbono y la formacion da un color
rosaojo cuando la disolucion se agita con amonlaco diluido es indicetivo de
presencia da antraguinoras.

347 Alcaloides
Andlisis por TL.C

Se calentt 20 mg del extractc standlico con una mezsla de etznoi:
cloraforme (1:1)

[Fase estacicnaria: Slice gel 60 F254
Fase mévil: Cloroformo: metanol (90:10).

FRevelador. Reactivo ce DragendorT (Solucién A *.7 ¢ de nitrato de
bismuto {Ill) y 20 g acido tartérico en 80 ml de agua/ Sclucién B: 16 g de
yoduro ce potasio en 40ml de agua, se mezcld pantes iguales de 'as soluciones
Ay B, esia solucion stock es estable por varios meses, para l2 disolucién spray:
Se disolvié 10 g de 4cido tatérico er 50 wL ds agua v se agregd 10 ml. da la
solucion stock).

La formacién de manchas coloracién narenja se considera un resultado
positivo para acaloides.

3. 5Fraccionamients de extractss crudos
Los extactos crudos obian'dos fueron sometidos a un sistems de
particion  liquide-iguido, utilizands come solventes hexano y  metanol.
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Realizando este mbtodo de particion se separarcn los gnipos de compuestos
segdn sus diferenc’as en poiaridad.

Las fases obtenidas, fueron concentradas en un rotavapor (HEIDOLPH
(G5B) a presion reducida y temperatura no mayor a 46°C hasta la eliminacin
del solverte. Los extracios orgdnicos obienidos, se liofilizaron para ga-antzar
su total sequedad, wego fueron almacenados en un congelador a -20°C hasta
SU Uso.

3.60btencién del patrén de acetogeninas a partir de lss semillas de
Annona muricata (PEAAm)

Las samilas previamente lavadas y secadas s& molieron en a
Univessidad Nacional de Costa Rica en un molino de cuchillas con un tamiz de
1 mm. Posteriormente, en las instalaciones del CENiBiot, se extraio mediants &l
siguiente procadimiento:

Para lz oblencién del extracto patrén de acetogeninas, sa pesd 100 g
del material vegetal soon an un mataz de L. Al mismo, se le reaiizarmn
miltiples exiracciones con 700 mL de hexano, ultrasonificando por 1h con e
equipo da bafio ultrasdnics {Fisher Sciertific Modeio FS2210).

l.os extractos obtenigos de hexaro, se combinaron y se filtrarcn a ravis
de papal fitro Whatman 42, postericnnaents fueron somstidos & un sistema de
paiticion liquido-liquido, utiizando como sulventes hexano y metanol. Con este
sistenia de particion so sapararon los diferentes compuestos, balo el principio
de polaricac.

Las fases obienidas, fueron concentradas en un rotavapor (HEIDOLPH
G5B) a presién reducida y temperatura no mayor a 40°C hasta la eliminacidn
del solveria. £l extracts orgdnico obtenido, se lofiizé para garantizar su tota
sequecad, luego fus almacenado e un congeledar a -20°C hasta su uso.



fiespectro LC-MS/MS para la caracterizacién de!l patrén de
acetogeninas a partir de las sernllias de Annona muricata (PEAAM)

El andlisis de LC-MSMS se Jwd a cabo con un especirdmetro de
masas, MDS SCIEX Appled Biosystems, version 4000 Q TRAP LCMS/MS,
System Turbo V™ source with TurbolonSpray® en modo positive, bajo la
técnica de infusidn utilzando los siguleniss parametros.

. CUR=—18.00 . GS2: 15
. CAD: Medlum . Ihe: ON

= 15: 5500.00 . EP: 10.00
. TEM: 150 . OP 35

. G51: 20.00
Preparacién de muestra; Se transfiié  aproximadaments 50 mg de
muestra homogenizada a un baldn aforado de 25 mlL, se agregd 15 ml de
metane (grado HPLC masas), se sonifict por 15 minuios, se dsit enfilar 3
temperature amoiente y se aford con metancl (grado HPLC masas). De la
solucion anianior se tornd una alicuota de 5 pL en un balbn de 5 ml y se aford

con una mezcla de Meianol grado masas/H+ al 0.5%. Sc filtrd 2 través de un
fittro de 0,22 pm.

3.6 0ptimizacién de la fase mévil para las cromatografias de capa fina
reveladas con p-anisaldehido y Gleum.

Pars le saleccion de la mejer fase mdvil se trasajaron diferentes combiraciones

de sclventes con el patrdn experimental de acetogeninas de Annona murizata,

sc utiizd 8l p-anisaldehico como reveador. Las fases mdviles evauadas
fueron:

¢ Fm 1: Acotato de elilo a/ 100%.
v Fm Z: Hexano: Acstato de efiio (90:10)
« Fm 3: Clorsformo: ezanol {98:10)
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» Fm 4: Hexano: Acelato de eftilo (80°20)
» Fm 5: Acetato de etilo: metanol (80:20)
» Fm 6: Acetato de etilo: Hoxano (30:10)
+  Fm 7! Haxano: Acetato de efilo (70:30)

3.6 método de identificacion cualitativo de acetogeninas en patrones y
fracciones

391 Pruebas de tubo de ensayo y capa fina.
- ldentificacion del anillo lacténico:

Para estandarizar estas pruebas de identificacién de! anillo lacténico se
uliiizé un patrdn de digoxina, molécuia que dentrs de su estructira posee un
anillo lzctdnico, ademds del patrdn de acotogeninas de A, muricata.

Figura 13. Estructura quimica de fa digoxina.
Fuente:{National Center for Biotechnology, 2016},

Se realizaron tres pruebas de tubo de ensayp para confimar la
presencia cel anilo lacidnico que poseen las acelogeninas dentro de su
estructura, lz primera prueba fee Kedde consiste en una reaccidn ce
rasonancia, gue permite 1@ formacidon de un complels cooreado cusace
rescciona cen e. arilo lacténico. La prusba de Kedds (Wamer & Badt, 2001) s2
preperd de la siguients manerz:
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Suviucion A dcido 35 dinitrobenzoico 89% (Cas. N15629)
Sigma-Aldrich® al 3% en etanal (recién prepz.ado).

Solucion I hidroxido ce poasio (Cas. N*1310-58-3) Msrk al
5,7% &n =tanol.

A la muesird se e afiaden cantidades .guales de .as salucones A y B dsl
recclivo. Bl resubiado se tomé coams positvo si se desamollar coloraciones
d2uladas, rosadas y nasta violatas.

La seyunda prucha es la reaccion de Legal que al igual a Kedde, forma
un complelo colcrsado cuandn rescciona cun un anilis lactdnico. Para dicha
prueta se tomo aproxmadaments do 1-2 mg ds musstra en agua o eanol. A &
muestra se le agregs 1 mi de solucién fresca de nitrs prusiats de sodio (Cas.
N*13755-38 8) Merk 0.5% en agua v 14 gotas de hidroxide de potasio 2M
{Cas. N"1310-58-3) Mark. Cuando ! resubado os positivo se obsenvd &
farmacidn de un color rajo oscura, caracterisiico e la reactién con las lecionas
a, 8 y y insaturada.

Utro de los ensayos de defeccion de: anlic lacténizs, es la prusba de
Baligt que consiste er 'a elaboracin del reactivo Baliet, e cual se prepatd
mezciando una Solucidn A: © g de acico picrico (Cas. N°83-85-1) Sigma-
Aldrich® o1 etacol al 95% y t Solucién B: 10 g de hidroxido de socia (Cas.
N 1310-73-2) Merk on 103 ml de agua en una proporcion de (1:1). Una vaz
pregaraco el reactivo, s& anadid unas gotas del reastivo 2 lz muestra: & o
0dsefva una coloracion “oja clzra a escura indica que a prucha es positiva.

- loentifizesion del 2nillo furane:
A, Preparacién del reaclivo p anisaldenido sulfinzo:
Para esta pruebz se disshit 5 mL de p-anisaldshide (Cas. N® 123-74-
£) Slgma-Alerich® en una solucién de metansl 4cide acstico glacial: £cico
sulfiirico 98% (85:10:5), esta se prepart en ¢l momento an que va a usarse.
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k. Cromatogrefia en capa fina;

Se trabajé cor ! siguiente sistema cromatografics:

Fase esiacionaria: S5%ica gel 80F55m

Fase Movil: Hexano: acatalo de etiio (70:20}

Revelaco: Se ofectud una voz seco el cromatograma, meciante mciadeo
con &l reactivo del p-anisaldehido. So calentd a 100 °C pur § min. La presancia
de manchas de aziles a vicletas son resultados positivos.

“Cromatografia de capa fina con ravelador universal de Clewmn

Se trabajt con el siguente sistema cromatsgrafico:

Fase estacionaria: Silica gel 60F s000m

Fasa Movil. Hexano: acetato de slilo (70:30).

Heastivo de Oleum: Se prepard mezclando doido sulfdrico, agua v dcido
acttice en una proporcitn 1:4:20, respectivamonts.

Revelado: So efecud una vez seco ¢ cromatograma, mediante rociads
con el rezclivo de Cleum Se calenté a 100 °C por 5§ min. Los compuestos

organicos ee caibonizan gencrando manshas de color marmén, azuies vicletas y
verdizoas.

310 [rerll cromatografico por Cromestogra®a liguida de 21

efic’encia (HPLC)

Preparacidn de la muestra: Se transfiid aproxmadamente 50 myg de
muesltra homogenizada a un balén aferado dz 25 ml, se agregd 15 m_ de
metarol (grado HPLC), se sonifics oor 15 minutos, se dejd enfriar a temperatua

embiente y y& aford con metanal {graco HPLC). Se filtrd a través de un filtrs de
£.45 pm.

- Condiciores cromatograficas:

¥ Flyjo1,0 mUmin
> Longitud de onda: 202 fni.
¥ Dewector: DAD (Detnctor de Arreglo de Dicdos)
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» Columaa cromatogréica: Luna (Phenomanax) C18 250 x 4 6 mm x
Sum

» Volumen de inyeccidn (Loop): 50 pl

> Graciente:

Cuadro 2. Cradiente del métoao de caracterizaciin de las acetogeninas

~lompo (minutos) | Agua (% viv) | Acetoniiio (%)
0 70 30

6 70 30

11 20 80

26 20 80

30 0 100

55 0 100

58 70 30

Fuente: Elaboracion propia.

341 Cuantificacién de acetogeninas en la fraccifn con metanol de
axtractos de annonaceas por ¢ método de Kedgde.
Prapacacién oe la Curva de calibvacidn da patrén de acsfogeninas
{PEAAmM)

a) Disclucidn imadre de patrén de acetogeninas.

Se procedid pesando 102, 4mg del extracto del palron expermental de
acetogeninas utilzando un baién aforade de 25 ml, of cua. sc aford con ctanc!
como disovente.

b) Praparacitn de los patrones pama la curva de calibrazion.

Se procecid tomando aliceotas de 3,00, 5,00, 6,00 y 8,00 mi. de ia
disclucitn madre del pairin de acetogeninas (4.086 mg/ml), <e depositaron en
baones de 10,20 wrd. y se afurarsn con etanol, para Un rango de concentiacion
de 1.278 mg/ml. a 41.096 mg/mL.



) Procedimients para la determinacibn del contenido
de acstogeninas presentes en los extracios crudos de ias mucsiras
annonacaas, empleardo el mélode de Kedde.

Pz-a la aeierminacidn dal conlanido de acotogeninas se ulilizd un lector
de microplacas Synergy HT de Biotek, el cual emplea microplacas de 96 pozos
en el andlisis. £! protocolo ce este aralisis se realzd adicionande a una placa
de 98 pozos: 80 JlL ce extracto fraccion metandlica de muesta, 2501 de cada
una solucién A v B que componen &! reactivo de Kadde, se agregd de ditimo la
solucion B {(XOH al 5.7% en etano)) dado que ese inicia la reaccidn. Luego de
a adicién de esie ultimo reactivo, lz2 microplaca as agitada por al menos 20
segundos en &l lector. La reaccidn colonmétrica tiene una velocidad de reaceidn
slgvada, por lo cual se realizd le lectura de absorbarnc'a a una longfud de onca
(A) de 535 nm, con un lempo de reaccion de 2 minutos.

Se cdlizd como blznca: 80 pl de atano: y 2511 de cada una solucion Ay
2 gue componan &l reactivo da Kedde.

3.2 Identificacidn cle los exbractos con mayor potencia inhibitoria
tie Ilneas celulares de céncer.
Los extractos con mayor concentracion de acetogeninas seran
trasladados a la unidad de bioensayos del CENIBiot, donde & persona
encargado realzo las pruebas de cilotoxicidac.

Para esto, se evalud por triplicaco un ensayo de fa actividad ds los
extractos crucos y las particiones quc genercn rosultados positivos por ia
presencia de acetogeninas identificados. De acuerdo con los resultados de
estos sioensayos, <& determind las espedies que coninuaran en estudio.

- [Cstas pruchas se realizaron en colaboracién con el Laboratorio de
ensayos biolégicos del CENIBist y con la colaboracion de la biotecnbloga Noefia
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Mora Ugalde, investigadera de! CENIBiot bajo la metodolog’a de ensayos de
citotoxicidad del CEN.BloL

El ersayo s2 llevd a cabo en Una camara de bioseguridad ESCD® class
| Type AZ, con la vestimema adecuadsz (guanles, mascariila y gabacha) y los
maloriaies que se emplearon fueron ser estéries. Se uliizé la linea celular
comerciz. de cAncer de pulmdn humano NCI-H460 (H460) ATCC® (H1B177T™,
USA), manianidas con medio de cuitive Roswell Park Memorial Institute (RPN}
1540 medium (Gibco®) sin antibiéticos on tubos Faleon de 25 em?, e ncubadas
ad7°C,5% CoO,,

La inhbicién del erecimiento tumoral se evalud ohservando el crecimiento
ge las céulas 2 los tiempos 0, 24, 72 y 96 h, mediante fluoressencia con el
m&tody de resazuring &n un lector de micropiacas Synergy™ H1 (BinTek) a
iongitud de onda de excitacion 540 nm y 560 nm de emisién y una sensibilidad
de 7. La fluorescencia ocasionada por la muestra s determina con ia
siguiente resta:

Fluorescancia de muestra reals Fluorescencla medida pars moestia - Fluorescencis del blaneo

Entre méas alio sea e valor ds Tuvrescencia hay mayor prolferacién de
células, y si en cambio e valor de fluorescencia es menor significa que el
axtracto afecta el crecimiento calular por lo cual hay pocas calulas que emitan
fiucrescencia.

Por ctra parte, la férmula de caiculo para el porcentaje de inhibicion es la
sigulente:

8% de inhibicion = 100 —

(X flucrescencis de muestra r2ai {célulzs con extracts) 100
\ X Buorescencia de las células al 100 % de viabilidad

Un porcentaje positivo significa gue el extracto afecia o crecimiento de la
cé.ula, ya sea de manara cilotdxice o clostética, en su defecto un porcentaje de
inhibicién negsitivo significa que el extracto no afecta el desamolio de la célula.
Estas pruebsas se realizarin siguiendo ¢! protocols de ensayos ds citotoxicidad
dal CENIBiot (ver anexo ).



CAPITULD 4. RESULTADCS Y DISCUSION
4.1 Resvltados dal tamizaje fitogquimico
El tamizaje fitoguimico o "screnning” es una heramienia gue orienta la
separacibn y purificacidn de los compuestos, es relevants al inicio de la
investigacion, nues muestra la presencia o ausencia de metabolitos socundarios
en la planta (Rivas Merales, Oranday, & Verder, 2018).

Los restltados del tamizaje fitoquimico realizado a ios extractos
etantlicos de las dferentes sspecies de Annonacsas mostrd ‘a cxistencia de
verias familias de metabeliios secundarios de interés bioldgico v farmacoidgics,
entre eflos dostacan la presencia ce flavoncides, alcaloides, triterpenos,
cumarinas y taninos, entre otros (ver Cuadro 3).

Se cncortrd la presencia de cumarinas en casi todos los extracios,
exceplo dot cspecles A, amarzdnica y A. montana. En el caso de las
antocianinas e resultado fue negativo pars tocos los extracias evaluados. Los
triterperos ylo estercides se encontraron en casi todas las especies, con un
Unico resultads negalive para la especie G. rostrats en el extracto de madera.
Un resultado casi idéntico se obtuvo con ios taninos y las antraquinonas, con la
diferencia de que ademés de G. roslrala en el exiracic de madera, la especs G.
amgiifolia también presentd Ln resultado negativo para ambas pruebas.

Los tamizajes tambén contribuyen a la identificacién de posibas
interferancias, cado que las cumarinas dieron posiive en casi todos os
extractos y estas posean un anlllo lacténico, podria ser unz fuente ds error para
las pruebas de dentificacion. Las furanocumarninas, las cuales tienen dentro de
su estructura un anilio furdnico, también dan positivo a las pruchas da p-
anisaldehido (Mufioz, Montes, & Wilkomirsky, 1958). Ademds a las curnarinas
86 les ha asuciado propiedades citotfiicas en .insas celulares de Hela {céncer
de cervico-utering)(Fleres, 2009). Da scuerdo con Oliverss, Cordero, Paredes,
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Huendia, & Macias {201 1), las cumarinas se excasn con una mezcla de stanal:
aguz en la proporcidn (1:1)

Por 2u parte, los flavoncices y alcaloides no mostraron una tondencia,
SNC que s encuentran presanites en algunss sspedes v e otras no, i5 cua) as
de esperarse dads gue aungue son especies que pertenecen 4 Una m.sma
familia, Jos diferentes  géneros, permiten que sus  exdracios oossan
caracteristicas diferentes. Estos msuitados concuerdan con la literatura, ya cus
en esticios reaizados de extractos alcohdlicos de annonzosas, s2 ha
encontado la presencia ce alcaloides, lactonas, cumarinas, titerpenas wo
esteroides, fericles y taninas, azlicares reductores, antraquinonas v flavonoides
(Barahona, 2008). Por su parte, Paloming (Z007), cncontrd presendia da
alcaisices, flavonoidas, saponinas, taninos y compuestos fendlicos en extractos
de Annoma muricata.

Cuadre 3 Famizaje filoguimico de extractos standlicos de coreras de
anncnaceas.

Tanincs | Antaguinonas | Aceoies

agativo / Fuente Elatoracion, prepia.
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&2 Darzsterzacion del palrdon de acstogeninzgs a parkir de
las samillas de Annona muricata
De acuedo con Feliciano of af (2012), a nivel de productos natiralss,
daco el faltente de estandarzs cedificacos o 2l alte costs cuando asidn
tisponible comercialinente, es vélido utilzar como patrén extiacios gue se haya
comprodads la presencia de los principios astivos da interés,

£l ramizaje general de! extracto cruco se lievs a cabo para la bilsqueda
de picos cromatograficos, as! comno scfiales caracteristicas de miz
acelogeninas conocidas. La Figuia 14, muestra of especirs de masas raaizado
al palrdn de acetogeninas de A municals, donds se muestra la presencia Jde
diferentes senales identificados en estudiss pravics de acetogeninas.

En e Cuadro 4 g2 obsarva un listado de ias zcetogeninas encontradas
er el estudic de perfles de acetogeninas presentes en A, muricata (Charpy,
Guerineas % Laprévote, 2009), cuando ss comparan las aceisgeninas
cncontradas con los resultacos ootenidos en el especro de masas mostrado an
la Figura 14, se paede inferir que para la soffales delectadas comesponden a
587 mi¥ puede deberse al digporeticanin, 801.3 m/z a corossolons, 8131 ‘m/za
murcatocin-A, 614.8 m/z a anncnadnone o bien montanacins-0, 618.3 miz 2
annonEcin, 632.8 miz a Muracatin-C, 645.7 m/ z a xylomatenin , 6468 m/z 2
moriarazin-y y la 661.8 m/z a gigartecin, por lo que ss demusstra gue e,
patron do aceingerinas de A muricata, ©s rico en acelogeninas y puede
uliizarse como control positive para @as prusbas de identificzcidn, asi como
patron para ‘a cuantficacién ce las mismas por el método de Kadde.
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4.3 Prusbas praliminares de ldentificacion pars deszriollar
sl matodo de axtraccidn
Ademds se realizaron las pruebas de identificacién a los exiracics
elandlicos basados en el protocolo exparimentzl 1. Los resuftados de esias
pruebas se muestan &n al Cuadra 5

Cuadro 5. Hesumen de pruebas de identificacién malzadas a los

extractos de cortezas Jde annonacens.

G rosdrals

Rellires mivcoss * + ¥

Unonopsin ospe + - +* T

& chirkpudanss = e = T
Corteras Arinana smardnes + * + +
extracins Xidngda saendic + + + +
otaniives A, Purgres + * * x

3. e + + + +

S, araifofhs - - - +

L. ol + + + *

Arcra raovfara + + + +

+= Pasitivo y - = Negativo
Fuente: Elaborasidn propiz.

Comc sc muesta en e Cuadis 5, se realzaran estas prusbas de
dentificacion a los exiractos standlices de las corezas, para las cualas se

obtivieron resultagos positivos, lo que indica la presencia de anilos acténicos
gue pueden deberse a acelogeninas. Sin cmbargo. &l método de identificacion
Jeng la amitarte de que reconoce anilos lzctbnicos estos podran deberse

aranidn g tumarinas,

Las prusbas de idenlificacion reclizadas, para el anillo lactonion fueron: el
reactive de Kedde gue indica a posils presenciz de acetogeninas son anillo y-

lactsnien a,f-rsaturado (Fidrez & Martinez, 2010), por su parte el resctivo de
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Baliet, pennile reconocer en un extracle Ja presoncia de SOMBpUesios oon
agrupam.ento lactonico, on particular curdrninas, aungue otios compuesics
lactdnicos praden dar también positive an eute ensayn. Fn esas condiciones
se cons.dera la presencia de esta farmilia de compuestos por la apancion de una
solorasion y un precigitado, por lo cual es aplicable a 1as sostogenings debido &
que la reaccicn para k3 formacitn del complejo se da con el anilio lacténico
{Veya, Poroira, Almeida, & Morales, 2009) &n cuanto al rezetive da Logal s8
uldiza sara la identificacion de sesquiteipenlactonas, porcue reaccions con el
anilio lacténico cuando forman un compleio coloreads rojo ceciro o anaranads.
{Cuadmado, 2004; Palacios, 2013).

L revelador panicaldetido es un reve'ador universal pare productos
daurales guc produce diferentes colores dependiendo del compuesta con al
que reacciona, &l revelado es promovido por el calor y los colores logrados son
dapendientes de ia lemperatura. Las saponines titepénicas so revelen de color
azubviolata-morade v se observan vanas bandas, las manchas amarillas se
deben z cumpuestcs fondlicos (Mastrogiovanai, 2012). Por lo ‘ants, este
reachive se utilica para la identificacian del anllio furdnico de las acetogeninas,
ya gue los saponinas triterpénicas poseen un anillo furdnico =n su sstructura
{Tores, 2007).

Por otra parte, so evalud la presencia del aniln lactén'co en sxiracos de
hojas y los resuliados se muestan en o Cuadm 6. So loge idenificar &
presencia del anills lactonice an la fase orgénica ce exlractss de hojas, coma
era de esperarse, dado gue las acelogeninas son no polares y para comprobar
£50 se reaizron pruchas a ia fase acuues, con poces resultados pusitivas. Los
positivos se pudieron haber dado por una nala separacitn de las fases, o ben
a la pregencia de lzcionas hidraso ubles en el extracio. Por coOIsiguients, estas
oruebas pomiten condulr que os cmu;:.-.ﬁtus con anlics lectonicos, que
pueden deberse & acatogeninas que se encuentran er la fase orgénica y que
iay poca pérdida en la fase scLosa.
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4.1 Protocolo sxperd nwnial de extrassitn -
Como su mussira 0 8l Cuadc 7, lus resulacos <bisnidos DR &
prucbhus de cicloxcivad expresedos 2ome poicenkie ce nhibicEn de
Lrecmisnta Sauar, muesta oo e oz nn Seadsio sorcmileies signifcativos
t& i bicid
pocoaniaje de nhibicion mas alts sleanzaco Re sor & miests re

sortese Al pirpirea oon T1.B%, deds gue e un onmeyo bo-gulads, se decidid

pusesr Yéledos alteinaiyos of exdecdin v o rahwier los oxtractss a
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SatceEniraciones A & Ay pata aumsciar &l potercial citotSdco, LUy evtos

soresnlygss a0 bajos oo Jenen efecto sEotdiice v s o las cancergsnye,

Cuadro 7. Resuttados de axtracics etandleus & 10 Jgiml. de oorterss <c
afncnEsoRys oyE Usdos en priescs citsthrsas e la ise NG 580,

Munstrs Fluorsscoenrsia | Porcentals de (nhi bl
0. uenns 15385 8 0.2
L. mrortana “B815.0 2.5
3. vorsilss ShaLY,f £
i, arepiifolis 83880 10,4
A, amariinicy “He 553 46
[ G rostrele 2507 a7
AL Sirpares Bk I
#H Miucoss 16764 6 A ¢
&, shirfgolensis 176501 .2 UL
3 oewe 163E T St
A zromblite 16748 0 2
Clihas 10U% viablli=an 17208,/ A

Fuents: CeNIBE:

Debuds 2 los palos porcentaiss ce gk bicde msulantes te los axdrecse
de cotoras, S8 decdié avalder la seividad cilotnics =0 mascios o hojas.
Comp se muastia #n of Cuado 8 sl pormsma's diy waibickdn s Al se
encontss wn W especis S5 diossauidss wn L 11.89% Aungqus la adtividad
billgica vt 2u@ seds on oupermenios fus Laja o0 gencml, Iy resuitidos
SUGICEON (B & Sotieda v la peite di s olanls con 1= rayer astividad, D
gue log extractos g 28 4rca Je by oopacas ovallados on sU ayors
presentaron mejorg resusados 6 custts ¢ posmnkye da nalbicitn.



Cuadro 8. Resultados de extractos standlicos a 10 pg/mL de hojas de
gnnonacess evaiuados en pruebas citottxicas en ia 'nea NCIH46D

Céluias 100% viablii =l | “6147.3
Suente: LENIGIOL "VElves Gon signD egElvo naican sredimiento.
Valores con signo pasitivo indizan inhibicién del crecimiento.

Muestva | Fluorescancia Porcentaje de inhibicion * |
8. idics ! 150850 | 0.4 .
| G. diosuroides T 1eZTig | 118 |
i migciosy ' BT e . A J |
D. corfusa | 18288, ¥ ;
| j}. =piifolia | T 163450 | 2 _i
3. Nacenc | 16623 32 |
Ll gespirr BRla |0 A3 o
| Anaramyone 1= | AL -T2
i A mrpurea || ‘65480 | 2.5

44.2 Protocolo experimental de axtraceitn 2 y fraccionamiente con
hexano: metanol en la proporsicn da {1:1).

El prolceolo experimentsl 1, basado en la patcnie United States Palont
USO05055497A, utiliza el staro. como el solvente para la exyaccion de
acctogeninas. Sin embargo, debido s la a'la capacidad de extraccion el solvente
na &8 muy sclectivo. Esto implica que todos los compuestos de interds
fwguimico presentan aguna solubilidac en mezclas de stano! ¢ metancl al
80%, por lo cual son cominmente utilizados en la exiraccion de principios
activos (Bagué & Segundo, 2012). Dado que la preparacién da los extractos se
renizd a concentraciones muy bajas alrededor de 10 pgiml, el peso del
extracto crudo no fue reprosentativo en cuanto al contenido de acetogeninas, ya
que las plantas ienen altos contenidos de metabolitos primanios y secundarios,
que funcionaben como intederencias en los ensayos de Shictoxiciaad. Esto
imotivd al desarmolo del protocoio de extraccitn 2, que utiliza el acatato de etilo
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como sovenls. La extraccifin con disclvertes cigdricos permitic extrasr
diveisos compuestos vegetales, como principios aclivos, terpencides y dsisos
grasos, lo gque pemite separar algunas sustanclas dependicndo de su
solubilidad en distinios disclventes (Maldanado, 1585).

En el sistema de extraccidn con etansl al 95%, que es ua solvente por
excelencia pefo poon selecivo, se extiajeron metabolitss pdmarus que
acluaban some inteferencias 2 la hora de pesar, ante maysr contenide de
eslos compuestos en la planta y en &l extracto, el porceritaje ce acotogeninas
sisminuyd y ge k& meno su actividad citoidxica. Las plentzs tiencn zllos
contenidos de metabolilos dasido a que tas oélulas vegetales realizan procesos
melabolicos earrunes que conducsn a la formzcidn de compuestos como
szlcares shviples, aminofcidos, nicediitos, ackos grasos, asl como de
pelirems derivados de estes compuestos (polisaciricos, proeinas, dcidos
nucieicos y Jpidos, entre ofros), que son escncisles para la vida celular y en
yenera: paia el desarollo de la planta (Mordn of al, 2008).

Cs imporiante aciarar que el estudio se centralizd on los exracios de
cortezas de las especies que tuvieron mejores resultatdos can ol protocole de
extraceiGn 1, pero que adeinds fosran poco estudiadas, Tambidn se cons ders
coma en 2l caso do (/. osae gus es endémica. Las muestras se redujeron a S
aspecies: D. confusa, G. lucens, Anaxagaorea sg, U. osas y G. pudica.

En el Cuadro G, se muestra las prusbas de identificacidn ce anillos
caracteristicos de las acetogeninas, las cuales rosulktarcn positivas pae la
mayoria de las especies, Jo que indica que el solvente ostd exrayendo a
rompuestes aciénicos, que pucden deberse a acetogeninas.



Guadro 9. Resumer ae prusbas do deatificacion realizadas a 'os
extracios de acetato de =tlo de las annonaceas seleccionzdzs.

+= Positivo y - = Nagative
Fuente: Elaboracion propia.

En el Cusdro § s= muestran los resultadas obtenicos para les prasbas de
cilooxicidad en muestras de corleza de annonacess. Este protscolo de
sxtraccon es mas eficients, lo que permite obtener porcentajes de inhibicidn
mayores cercanos al 90%. Asmismo, de este snsayo se obtisne mds
informacion de la fraccidn con mayor actividad citotéxica, que en su mayoria fue
la fraccion mazanolica la gue pesentd resultados mas prometedores, lo sue
sugiere gu2 hay una mayc- concentracién de principio actvo.
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Cuadic 10.Resuliados de exradtos de acetalo de efilo y fracciones
hexano: metancl 3 20 pg/ml. de corteza de annonaceas evaluados on pnishas
citottricas en la linea NT 1 1460
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spenmentos antonicores realizados en asta investicacidorn, 'a essecie mas
I oy 3

cansistente en cuanio 4 ascidn coottxica ha sido la /) osae.

4.5 Optimizacion ds la fase movil sn la cromategrafia de capa fina

f
L

)

-

Flgura 15.Resultados do as difsrentes fases mdvies roveladas cor o-
anisaldesnido

= Fim 1= Acemato de etilo al 100%
Fmz= Hexano: Acelaic de etilo (30:10)
Fm3= Claroformo: etancl (80:10)
Fm4= Hexano: Acetato de ctila {:6‘3:2;};

FmS= Acetato de etilo: Metanal (80:23)

Fm?= Hexanc: Acetalo de atilo {70:33)

=n la igura “ 5, se muostra |z mejor separacicn de los componentss de
los extraclos, la cual se logrd con a fase rmovil hexanc: acetato de afio (70.30)
La fase mdvil juega un capel primordial en la cromatografia de capa fina pues
de ella y ce obas varandles depende a resclucion de las manchas, Usar

diferentes combinaciones de eluyenies con diferente polaridad parmite
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sglaccionar l2 combinacion que ofrezea una busna retencifn y fa maxima

resulucion entre los compucestos de interés, en ocasiones Mizar combinacianes

de eluyentes cifarsinles pero do similar fuerza eluyente pennite mantencr la

retencian y meyorar la resolucién (Rubinson & Rubinson, 2001).

4.8 Resuladcs de cromatografiz de capa fina
Cuadro 11. Resullados de cromatografia de capa fina revelados con Oleum y p-
anisaidenids.
Wiastras- cortozss Aparancla {wReactivo dn
mvalasio-
Espaiia Cadige | Mumsretids anisaldeh’ds | DLEUM Anlsaldehidc | SLEUM
O Lusens 1 - - - - -
Anaxsgores sp 2 A Vino Marzria Q705 0818
B Verde Wiy L4530 0682
c Wina Vande 0,568 0614
D Varde Vi G477 0545
E - Vendn Busenis D455
11 Caaw 3 A Ar. | Ardb-rinlata 0SB {1,568
B farata Ararils Q455 D455
c Wini faratjy 0,564 0,3
D s Warca 0285 D273
E - Veards Aicsanie 0182
. Confgisa A Al Aribvicless 0,568 0545
G, Pridica A Mammia Vards G859 Q. 7Us
B YWino Ml 0,501 0568
c Wino - 0, 7T Ausenis
D WinG - U250 Aunania
A, Musitais (control) | B A Clcsia Narmja 0.635 G659
B Wine Wards 0,565 064
c Wi Wing n2ET 0524
o] Yieide Wolota 0,182 0,205

Fuenic: Flaborecidn propia.
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Los resulacos de capa fina muastar manchas para las espacies U
(sae y D. confusa, de color azul caracteristico del anilo furdnicn, el cual 28
pasitive con p-anisaldehido cuando presenta coloracionos arul-violeta- morado,
y con aste misino R presentan positivos para el revelador Oweum.

Adomas es reievante que el Rf para estas manchas s cas' @l misms
glrededor do 0568, con ambos reveladores. Este hecho comprusba i
wentificacidn de los dos anilos principales de las acetoganings, lo que sugiere
la presencia de acetoganings en los extactos.

igJaments las espedies G. pidica y Anaxagorea sp presertsn una
mancha de Fy 0.568 en el revelado con p-anisaldshicn, 1o que hace sospechar
que pueda alarse de una acelogesnine, ya que &l patrdn de A muricata
tamoién presenta una mancha cowor ¥no en ese tempo dé retendon, dado cue
el palron de A muricefs presenta manchas con e miswo Rf ascgura ia
presancia de acstogeninas e los axtractos

4.f Perfil cromatogréfice de fracciones de metanol en
extracivs de annonaceas
En las Figuras 19, 20, 21, 22 y 23 sc puede observar .os cromatogramas
de lzs fraccicnes metandlizas tanto del pairin de A. muricata como ae cada una
de [as especies estudiadas. ks importante come ya s& demostrd en la
caractenzacion del psudtn de A muricata es rico en acelogeninas, en of
crematograma $e muesan una safo de picos de posibles acsetogeninas lo cual
temuestra que es una fraccidn enrdgquecida. Por ss pare, en  perfil
cromatogidfico de as cspecies D, confusy v G. fucens s6 obsarva una posibie
acetogening oor aproximadamente un tiempoe de retencién de 45- 46 minutos.
En el perfil de Anaxagorea sp musstra picos importantes a lus 22 minutos, entre
los 25 -26 minitzs, 31 minutos, 33 minJgtos y 56 minutos.

3in duda, &l crormatograma que mas Jlema ja atencién es el de ja Traceion
de U, osae porque adomds de tensr otros pices ©an menor soiial, se muestan
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dos picos muy pronunciades y definices, con tiempos de retencion de
agroximadarente 18 min v 37 min como se observa en & Flgura 21, & se
compara con &l patrdn de A, muricata hey un pico bastanie pronundiado a los
16 min, lo que sugiere gue podria &7 un compuesto similar presente en a U.
osae. En estudios anteriores de A muricals y A. sguamosa, con sistemas
cromatogrificos similares y usando extractos de las semillas, en los cuales sa
han utilizaco estindares certificados, la bullatacina tiene un iempo de retancitn
aproxirado de 18 minutos, 2 los 32 minutos |a isodesacetiuvaricna y a los 56
minutos la dasacetilvaricina (Yang et al., 2013), por iantc los picos detecados
podrian deberse a estas acstogeninas, u obrgs con estructuras similares.

Es importante cetallar que en los primeros 10 minutos de los
cromatogramas de las especies en estudio, se repite un patrdn de picos muy
similar, cue no se observa en el patrdn de A. muricala, estos se descartaron
como posibes acetopeninas debido a que son muy similares a cromatogramsas
de PACs (proantocianidinas), ss un fpo de taninos, metabollto presents en la
corteza. De acusrdo con Feficianc sf al (2012) las PACs forman dos jorobas sin
resolver caracteristico de este tipo compuesto a una longitud de onda de 280
nin. Al observar lo cromatogramas obtenidos y comparados con el obtenido por
Fdliciano ef af (2012), s& cecide realizar pruebas de identificacin de taninos a
as fracciones inyectadas, para las cuales se obtuvieron resultados positivos
mediante fa formacién de color azul o verde con el reactive cloruro fémrico al
10%, zomo s¢ muestra an .2 Tgura 24, para mayor segunidad de los resultados
se ulilizo un control positivo de un extracto de cas, fruta en la cual se ha
confirmado la presencia de PACs (R. A. Mufioz, 207 4), por ende cc confimna ia
presencia de taninos en ia muestas de annonaceas, exceplo para ia especie
Anaxagorea 5.



=
- A
. b o !I- 2 - L I - 4.1

= E =

Figura 18.Peril cromategréfico de Anniona muricate (patrén de acetogeninas).

Fuente: Elaboracién propia.

Figara 18 Parfl cromatogréfico de Dugustia confuss.

Fuente: Elaberacién propia.
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28 Desarrolio de. mélode de cuantificacidn zor a reacsion de

Hudde

Fn suanio a la optimizaciion del métoda do identificacion y caracterizzcion
quimica cualitativa de acemgeninas, s obtuvieron los siguisntes resultados:

+ Deteccitn del anlllc lactdnico

Se tracajd con tabetas ae digoxina debido a que eslz molécL.a posae en
5. estructura un anillo lastéhico.

Por su parie la prusba de Kedds se establesi un método de medicitn en
un lecior de microplacas Syneray™ H1 (BioTek), bajn lzs sigulenies
condiciones.

+ Tamafio do muestra: S0uL

» Cantidad de reactivo de Kedde: 25 ul de cada uno de los reactivos

(Krdde: dcido 2.5 nitrabenzoico a. 3% en etanol: Hidraxido de sodio 2,

S.7% en starol {1:1)).

s Nempo de reaccidn: aproxmadaments 12 minuios.

= oongilud de onda: 555 am.

Para oblene: este resultado se midieron espectros de digoxina desde Jos
400nm hasta Ios 700 rm, con difsrentes cantidedes do muestra y de reactivo de
Kedae y se realizaron lecturas cada 2 win hasta los 18 min, Como se muesrs
an la siguiente Sigura 24, a los 17 minulos se muestra una tendancia on la
curva y se obtienen absorbancias significatives de acuerde a lz Ley de Lambert-
Besr, la cual establece que la absorbenda do radiscién electromagnética
piodacida por una especie absorbente as directamonte proporcions: a a
trayectoria ce la raciacion a havés de 'a solucién v & ia corcentracisn de la
dissluciin muestra que producs la absorcidn (Walton & Reyes, 19883), v dontre
de sus lirmitaciones se establece que 4 precsion de a medida de un foidmetro
simple y un espectrafotimatro con un dispositivo de lectura de baja resolucisn
©3 a menuds limitado de 1 4 2% por la resolucin del lector para absorbancias
en un rango de 0.2 a 0.8, Por lo cual es impartante, que = lectura de

€8



absorbancia se encuenilre dentro de astc rango para obtener resultados més
exactos y precisos (Arenas & Lépez, 2004,

Figura 24. Especiro de 2bsorcién de digoxina 0.08 mg/mL en diferentes
tempos de ectura.
Fuente: Flaboracién propia.

Respecto a las otras dos pruebas de deteccién del anil'o lactdnico se
intentd realizar de la misma manera gue la prueba de Kadds, para encontiar lzs
condiciones 6ptimas de andlisis. Sin embargo, an la prueba de Balet, se forma
un precipitado rojo-anaranjado por lo cual no se puede leer por el lector de
microplacas. En el caso de Legal las muestras dan positivas pero las lecturas
no siguen una tendencia, y presentan valores acarrantes, ante esta siuacion se
decidié que sa van a resiizar solo como pruebas cualitativas colorimétricas

Una vez optimizadas ciertas condiciones de andlisis se procedis a
realizar prusbas con el patrén de A. murnicala, en la Figura 25 se muestrz &l
camido espectral, el miximo de absorbancia se encuentra entre los 500 v 550
nm, per lo cual se estandarizo la longituz d2 onda a 525 nm.
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Figura 25. Barido sspectral de extracto A. municats.
Fuente: Elaboracion propia.
Se astaclecieror las condizicnes de anél’'s's, como tamafio Ca muestia
de 80 ul v 25 pl de caca una de las soluciones del reactive de Kedde, longitud
de onda 535 nm, utilizando etanol mas el reactivo de Kedde como blanco.

Una vez establecidas estas varizbles, se procedié a realizar curvas para
ceterminar si .a reaccion erz lineal en rango de concentracién de 1.228 mg/rL
a2 4.098 mg/mL, en cual presenta absorbancias por debajo 1, lo cual es
importante para que se cumpla la ley de Lambert- Beer (Walton & Reyes, 1983).

En a Figura 26, se comprueba =Omo después de los 2 minuics de
reacc.On, 'as curvas dejan de cumpllr el coeficients de corrclacion, debido a que
conforme avanza la reaccion se empieza a formar un precipitado o que impids
una lectura adecuada y por ende la curva no es lineal.
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Figura 26, Linealidad d= las mediciones segin el tiempo de reaccién,
fuente: Elaboracion propia.

4.9 Resultados de métods d& cuantificasisn de Kedde.

y = 06,0572 + 0,0005
RE= 098871

ooc 1y 002 G2 0G3 304
Concantracitn de extracto A. muricats (mgfml.)

Figura 27. Curva de exiracto palron de acetogennas en A muricata.

Fuente: Elaboracion propia.
Como se muestra en |2 figura anterior, la curva con el extracto de A.

muricata es lineal con ur R%~ 0.8971 y la cual tiere la siguiente ecuacion de la
recta y= 0.0572X +0.0005. Utilizando esta ecuacion se calculd los miligramos
da extracto de muestra equivalentes a mg de extracte de A muricata, como so
muestra en el Cuado 12.
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Cuadre 12, Resumen de resyizocs ce cuartificacitn de aceloganinas en exiractos metandlicos da corters por 8!
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£s importante detallar que todas las especies presentaror una relacion d
mg e exractd equiva.ente de extracto melandlice A. muicate / mg de exracto de
muestra mayor a 1, lc que sugiere que hay mayor concentracion ce acelogeninas
an las especies estudiadas,

i

Por otra parte, en & sigulente graficc se observa la relacién de las
acatogenings Cetectadas por el mélodo de cusntificacibn de Kedde y su actividad
biokdgica, es importante destacar cue cicho método sirve para prodecir el
porcentaje de inhibicion que tendran los extractos de las especies de annonacess
con 94.6% de certeza (véase Figura 20), lo cual es un gran resultado pues
presenta casi una relacién lineal, lo que indica gue casi en un 95% de o5 casos a
maysr concentracidn de mg equivalenles de A muricals se ta una mayor
actividaa blolbgica.
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Figura 7B, Relacién entre el conterido de acetogenina detectada con respecto a la

aztividad crotdxca en |2 linea caluar NCIH480



Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 28.Correlacitn entre actividad bioldgica y miligramos de extracto de
A. muricata equivalente medidos por Kedde.
Fuente: Llaboracion propis.

470 Resuliados de pruebas de citoloxicidad en diferentes lineas

calulares

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron sembrando en los pozos de la
placa células con todas las condiciones de viabilidad, otras sometidas al
tratamiento con extractos y los controles positivos de doxorrubicina una droga
utilizzda para e tratamiento del cdncer. La placa se incubd a 5 % de CO; en aire
a 37 ° C, se lomaron laciuras & diferentes horas (como se detzlla en el anexs ), y
el métode de reduccidn de la resazurina fue utiizado come un indicader de
viavilicad celular para monitorear la proliferacidn celular v la citotoxicidad.

£n la Figura 30 se muestra el porcentaje de inhibicion resultante de los
extractos cbtenidos con el protocolo experdmental 1. Se expone una tendencia da
mayor porcentaje de inhibicion en la corteza con respecto a las hojas, aunque
giendo critces no se obtuvieron porcentajes de inhibicién satadisticamenis
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Parceniaje de inhibicio
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Figura 31. Porcentaje de inhibizién de la linea celular NCIH480 cor las diferentes
fracciones da lcs extractcs de annonacess.
Fuenta: Elasoracién propia.

También se evaluarcn los exiractos crudos de acetato de stilo de las espacies en
estudio con tres lineas de cancer humano: cncer de pulmdn con la linea celular
NCIH460, cancer de mama con la linea oolular MCF7 v cancer de parcreas con la
linea celular MIA Mesotelina. En el caso da la especie endemica (J.osae se obtuvo
mejores resutados (vasse las Figuras 32,33 v 34). Es importants detaliar, que =l
extracts . osae es un compuesto no puiificade y alcanzd riveles antiprolferativos
bastantes aceptables sobre todo para el cédncer de mama y de pulmén, en
comparacion con la doxorrubicina un  compuesto puro  utilizado como
anticancerigeno. Con el cancer de pancreas, se muestra s un comportamiento
citostatico en menor medida que con las otras lineas celulares, es decir, cue es
una sustancia capaz de inhibir © impedir la svolucidn de la neoplasia, restringiando
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2 madurasdn y proliferzcion da células ruligras, esto sgnifiza gie sobre %see
sspacficueg de. sioio cedlar y por elo son activas Ferte a células cue se
encueiiiEn an procssc de cvision (Consejo Intersrrtonal dal Sistema hazional de
Salus, 2003), pord cOMO S2 (mussira én 2 Viguras 32, 33 ¥ 34, no miatan la oSlule
it gque 2ismunuyen sl crecrmiento (ver anaxs IV donde ga muestign los grafeos
de las Zemés espacies)
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Figurz 32. Resyitado ensave de stotoxicicad del sxdrictlo metandico U osse er

a linee colular NC.1460.
Fuante: CENIDit.
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CAPITULD 4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

31  Conelusicnss
. l.z combinacién ds tcnicas colormétricas en conjunto con TLS as
una altemativa rapida, para sugerir la presencia de acetugeninas en ol
tamizaje ds muestras de plantas,
-a Mediante Cromatogratia cn Capa fina (TLC) v prusbas de ubo de
ensayo s¢ consiguid svidensiar @ posible presencia ce acetogeninas de
Annonaceas particularmente con enillo y-actbnico o B-nsaturacy v anilios
THF. Este método de identificacion tiene la limitante que compuestos conio
las cumarinas puadan dar nositiva,
. Les perfiles cromatogiafico por Cromatograda Licuida de Alta
Eficiencia con cotector de ameglo de dicdos pemitié !nferir la posible
presencia de acetogenings on las fracciones nelandlicas de log extractos
de cortezas de annonacaas.
@ E. métudo de extraccién y fracclonamients desarolladoe en el
CENIEiot  se relaciond con moiores resultados en comparacidn con el
mmétodo basade en la patenis de United States Patent USC05055497A &l
cual 2 recomendado 21 Iz mavoriz de |a iteratura.
. | as fracciones mids activas son las metandiicas, y2 que sc lograron
porcenajss de inhibicion de 92.8% para 0. confusa, 88.0 % paw
Anaxagorea sp y 84.6% para U, osae en 1a linea celulz- NCIH460.
. Sc desaroll un método de cuantifizcacién de scetogenioas, con una
curva de calibracidn con un coeficiente de corrclacion ce 0.997, en donde
los resultados de acetogeninas coinciden alrededor de un 95% actividad
citostatica resultante, por 0 que s conciuye que 2 método se pusde
utilizar para predecr la actividad oislég'ca que *endid con la linca celular
NCIH460 do cancer de pulmdn.



. Los ensayns de citolowiodad con las lineas celulares NCIH46D
asociado al céneer de pulmén , MCFT asociado al cdncer de mama y Mia
masoteling ascciado 2l cdncer de pancroas permiten evidenciar e actividad
vitostética & la fraccién metandlica de la espocie Unonopsiz osea.

e Las avelogeninas de la especie Ununopsis osea presentaron los
rasultadss mds consistestes 2 19 arge del esiudio, por lo cual es uns
especie promisoria para lz aplizacidn de las siguientes etapas de Ia
investigacion,

. las annonaceas Anaxagorsa sp y D, confusa opresentaron
porcertajes de ichivicion importantes corn la Inea celular NCIH430 par lo
cual se pusden ampliar investigacionss en estas esoecies. En cuanto a &,
plidica y G. lucens no presentaron buenos rosubados er 2l ansayo ds
citotoxicidad con las lincas celulares NCIHA60, MCFY y Mia mesoiteling con
el meisdo de extraccicn ompleads.
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3.2 Recomendacionss
Se recomienda ura ver purificados fos extacios, comprar estandarcs
cortficados para identificar exactamenta as acetogenines que contienen
cada una de las especiss estudiadas.
Asi como deterninar el rendimiento de extraccién con el protocoin
axpermenta. 2, dasarroliado on o) CENIBiot,
Tamkign se recomienca validar &) méndo da cuantificacion por reaccion de
Kedce para la dsterminac én dz acetogeninas.
Coninuar 2on sstudios de fraccicnamients, identificacidn v separacidn de
los ciferentes componcntas de los extractos de corteza de las especes
se'eccionadas para evaluar su actividad indvidua. v en mezdas,
Ampliar e estudic de la actividad biologica de lus exiractos de as hojas,
flores, telo, corteza y raiz de as especies de annonacsas selecconadas
para eeyir los extactos con mayor actividad para su aplicacién coTo
anficanceriysns.

81



ANTXOS

Anexo . Protoco!s de ensayos de ciivtoxicidad del CENiRiot

Maicriales

Las lineas celulares tumanas NCIH 460 (H460) se adquirieron e ATCCO
(HIB177 ™, EE.UU.) v MIA cé ulas mesctelina {chlulas pancreticas humanas con
modificacion de sobresxpresitn de mesolsdna ac MIA raCa-2, ATCCE CRM-
CRL-1420 ™) eran un regalo de dovisrace Christian Marin Muller del Bay.or
Colege of Medicire {EC.UU.). 12 soucién salina tamponada con fosfz o {PDS),
‘esazuning sal ce sodio (RSS), dimetil sultéx'do (DMSD) v suero bovine tetal (FES)
fueron tudos adquiridos de Sigma-Aldrich (Cat. N. D8418, 12306C).

Los materiales para of cultive de células incluyen ratraces de 25 em?
(Falcon Coming®), placas Falcon de 96 pocilos (Coming®) que se usaron en los
ensayos de citoloxicidad. Otros producios usados en sstos expermentos faeron
Roswsl Park temorial Institite (REMI) 1640 (Gibeo®, 31800-105), medie de
Eagle mudificade por Dulbeco (DMEM) (Cibeo®, 31630-051), ambos medios sa
iblizaron sin antbidticos. La socin de 0.25% tipsing 05 mM de Acido
sllengiaminotetraacético (COTA) se adquirié de Sigma-Aldnsh (58427C) y Iuka
{03608}, respactivamente. La Doxomibucing se obtuvo de Sigma-Aldnch {44.583) v
se prepard para una concentracitn 10 mM, se uliliza en e conceatracidn ce
trabajo, esta se diluyd con medios de cullivo y SRR de 5y 2 ma / ml. El DMS0 se
diluyts con medios de caltive y RES a 10 v 1 mg / mL.

los exractos de Annonaceae se prepararon oon DMSO & una
concentradcn madre de 10 mg / ml, y se diuyeron en madios dz cultivo y de RSS
parz las suiucionas de trabajo de 10 y 1 mg / ml.

Se Jlizé e, eclor de microplacas Synergy ™ H1 (BicTek), se utilizé para
medir la fluorescercia en 36 - placas de pocilios 2 longitudes de znda de 540 nm
de exgitacion y 590 am de eralsitn.
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Cultivo de células

Las células se mantuvicron en matrazes de 25 om” de cultivo Faleon baio
rond.ciones de cultive estindar de 5 % de CCOy e el gire 2 27 ° C coi renevasion
cel medio cada 2 - 3 dias. Los medics de cultiva utilizados fueron RPMI para
NCIH460, DMEM nara MIA mssoteling, tanto suplementado con 10 % FRS.

Ensayo de Stles de Rerasurina para la citetoxicidad de células

NCIH4460 y MIA mosoteing se tripsinizaton a padir de cultivos
subcorfluentes vy uego ssinbradas on pacillos por triplicado de ung placa de 96
pocillos {504l) a concentraciones de 6 x 10° - 5 x 10° calulas / L,
respectivernents, en condicionss de cultivo esiardar de 5 % de C0, en zire a 37 °
C y se dea durante la noche. Después de alrededor de un perfodeinicial de 18 b,
para permitir la unitn de las céulas, sc afadit un volomen de 50Ul directarmente
en un medio de cullive que contiena RSS 1X y una de estas cpolunes: lae
diluciones de frabajo de los extractos de Annonscoa (M1 a M18), e DMSO, &
medio (100 % Viabilidad) o la doxormubicing, y 1uego volvieron a la incubadora. Se
midiS .a fluorescencia con una sensibilidad de 70 a 2, a los tismpos do 24, 45, 72 y
86 b, se zgregd las RSS en cada Hempo para asegurar Una adecuada
fluorascencia. Debido a qua el medio de zultive no se ha cambiado durante este
perivds, la lucresconcia RES es un vaior acumulativo. Camo blarco, 52 1X fus
ariadido al imec o sin células diluidas con las opciones mencionsdas antes.
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Fioura 35. Diagrama de la distibucion espacial de la placz de 96 posilics smplesda er los
ensayos in witre para la determinaciin de un sfecio citestitics, citaifico o wrelifecativo de
o8 oxtracics de Annohacess en las células.

Fuenie: CCNIBiot.

Andllsis estadiztics

Los resultados obtanicos representan @l valor promedic de los datos de
Fuorescencla +- la desviacion estdncar. Valoies supericrss zl contml que
contiere solo celuas (100% we viabllidad) se nterpretan como un efecto promotor
dz la proliferacidn celular. Valoies infariores al control 100% de viabilidad ndican
ur efecio citostatios. Valores inferioies al control 100% de viaodidad que adenmias

lrgids el cesarrallo de ‘as células incican Ln efecto citetdxinn.
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Ansxo ll. Resultados de pruebas de zitotoxicidad en axtractos con acetats de
alllo de corlera v madera

o Lh] 100 150
s oy {vorus
=@ 100% Viabiflidsd +D¢umﬁug.!u;:|. —L—G.Wm:mmzﬁuy‘ml.

Figura 36. Resultado ensayo da ciloloxicidad del extracts oo scetate de etilo de
G. rostrata on |3 linea NCIH4ED,
Fuente: CENIRiot
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Figura 37, Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto con acetato de ofilo de
D. confusa en la linsa NCIH480.
Fuerta: CENIBiot
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o 50 100 150
Tiempo (horas)

—o— 100% Visbilidsd —0—Doxo Sugiml.  —e—G. lusars © 20 ugiml
Figura 38. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracto con acetato de etilo de
G. lucens en la [inea NCIH480,
Frente: CENIBict.
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Figura 38. Resultado ensayo de citotoxicidad del extracio con acetato de etilo de
G. rosirata en 12 linea MCF7.
Fuente: CEN.:Biot
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~2—100% Viablidad -9-DowoSugiml —e—D. confusa C 20 ug/ml

Figura 40. Resultado ensayo de citotexicidad del extracio con acctato de etilo de
D. confusa en la linea MCF7.
Fuente: CENIBict
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Figura 41. Resultado ensayoe de silotoxicidad del extracts con acetato de etilo de
G. lucens en la linea MCF7
Fuente: CEN.Biot
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Figura 42, Resuliado ersayo de citotoxicidad dol extracio con acelato de ofilo de
(3. rostraia enla ‘nea MIA Mesotelina.
Fuente: CENIBiot.
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Figura 43. Resuliado cnsaye de silotoxizidad del extracic con acetato de atilc de
L. confusa an |2 linea MIA Mesotaiing,
Fuente: CCNIBiat.
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Figura 44. Resultado ensaye de citotoxicidad del axtracto con acsts de efilo ce

. lucens en la linca MIA Mesaieling.
Muents: CENIBIot.
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