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l. RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, y en México
es la tercera causa de muerte. Este grupo de enfermedades es tratado principalmente
con tratamientos convencionales; sin embargo, estas estrategias presentan efectos
secundarios severos. Por lo anterior, es importante la busqueda de nuevos
compuestos con actividad citotéxica mejorada y dirigida a las células cancerosas. En
este sentido, las plantas han sido objeto de estudio en la busqueda de compuestos
bioactivos contra el cancer. El aguacate es una planta en la que se han reportado
propiedades citotoxicas asociadas a mas de 20 compuestos bioactivos. En este
sentido, en el grupo de trabajo se han reportado las actividades citotoxicas de un
extracto lipidico (LEAS) de la semilla del aguacate nativo mexicano (Persea americana
var. drymifolia) en diferentes lineas celulares cancerosas. LEAS es rico en acidos
grasos y sus derivados, principalmente contiene acetogeninas; no obstante hasta el
momento, se desconoce cual es la molécula responsable de la actividad citotoxica. Por
lo que el objetivo de este trabajo fue identificar la(s) molécula(s) responsable(s) de la
actividad citotéxica del extracto. LEAS se obtuvo de la semilla del aguacate nativo
mexicano mediante una extraccion Soxhlet con hexano y se evalud su citotoxicidad en
la linea celular de melanoma murino B16-FO (ICso= 25.3 ug/mL), y en las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 (ICso= 31.17 ug/mL) y MDA-MB-231 (ICso= 30.14
ug/mL), mediante ensayos de exclusion por azul tripano por 24 h. Posteriormente,
LEAS se fraccion6 por cromatografia en una columna de silice utilizando una fase
movil con hexano, acetato de etilo, isopropanol y acido acético en una relacién de
40:20:5:1. Las fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina y se
identificaron cuatro bandas con factores de retencion (RF) de 0.80, 0.68, 0.53, y 0.40.
La citotoxicidad de estas fracciones se evalu6 en las células B16-FO obteniendo los
efectos mas significativos en la fraccion 3 (RF 0.53) y la fraccion 4 (RF 0.40), con una
ICs0 de 62.2 ug/mL y 61.14 yg/mL a las 24 h, respectivamente. Posteriormente, se
evalué el efecto de estas fracciones en las células de cancer de mama. Los resultados
mostraron que la fraccion 3 y 4 disminuyen la viabilidad y la proliferacion celular en un

50% a una concentracién de 100 pg/mL a las 48 h en las células MCF-7. En las células



MDA-MB-231 el tratamiento de 48 h con la fraccion 3 afectd la viabilidad celular 40%
a 100 ug/mL, y se determin6 una ICso= 55 pyg/mL con la fraccién 4. Mediante ensayos
de citometria de flujo se determiné el mecanismo de muerte activado por las fracciones
en las lineas celulares evaluadas (B16-FO, MCF-7 y MDA-MB-231). Ambas fracciones
indujeron la apoptosis en todas las lineas mediante la activacion de la caspasa 9.
Finalmente, la composicion quimica de las fracciones se determiné mediante CG-EM,
estableciendo que las moléculas mayoritarias de la fraccion 3 son acetogeninas de 17
C y las moléculas mayoritarias de las fraccidbn 4 son acetogeninas de 21 C. En
conclusién, las acetogeninas de 17 y 21 C son las responsables del efecto citotoxico
de LEAS en las lineas celulares B16-FO, MCF-7 y MDA-MB-231, a través de la

inhibicion de la proliferacion celular y la induccién de la apoptosis intrinseca.

Palabras clave: cancer, aguacate, acetogeninas, citotoxico, apoptosis



Il ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide and the third leading cause of
death in Mexico. This group of diseases is primarily treated with conventional therapies;
however, these treatments often have severe side effects. Therefore, searching for new
bioactive compounds with enhanced cytotoxic activity and specificity on cancer cells is
essential. In this sense, plants are studying for bioactive compounds against cancer
with anti-cancer properties. The avocado is a plant in which more than 20 bioactive
compounds with cytotoxic properties have been identified. In this context, our group
reported the cytotoxic effects of a lipid extract (LEAS) from the seed of the native
Mexican avocado (Persea americana var. drymifolia) on different cancer cell lines.
LEAS is rich in fatty acids and their derivatives, primarily containing acetogenins.
However, the molecule(s) involved in the cytotoxic activity is (are) unknown. This study
aimed to identify the molecule(s) responsible for the cytotoxic effect of the extract.
LEAS was obtained from the avocado seed of the native Mexican avocado by Soxhlet
extraction with hexane. Its cytotoxicity was evaluated on the murine melanoma cell line
B16-FO (ICs0 =25.3 pug/mL), and on the breast cancer cell lines MCF-7 (ICso= 31.17
pg/mL) and MDA-MB-231 (ICso= 30.14 pg/mL) by trypan blue exclusion assays at 24
h. Further, LEAS was fractionated by silica column chromatography using a mobile
phase with hexane, ethyl acetate, isopropanol, and acetic acid in a ratio of 40:20:5:1.
The fractions were analyzed by thin-layer chromatography, and four bands were
identified with retention factors (RF) of 0.80, 0.68, 0.53, and 0.40. The cytotoxicity of
these fractions was evaluated on B16-FO cells; the most significant effects were
obtained with fraction 3 (RF 0.53) and fraction 4 (RF 0.40), which exhibited ICso values
of 62.2 pyg/mL and 61.14 ug/mL at 24 h, respectively. The effects of these fractions
were then evaluated on breast cancer cells. The results showed that fractions 3 and 4,
at a concentration of 100 pg/mL for 48 h, reduced cell viability and proliferation by 50%
on MCF-7 cells. On MDA-MB-231 cells, treatment with fraction 3 for 48 h decreased
cell viability by 40% at 100 pg/mL, and an ICso of 55 pg/mL was determined for fraction
4. Flow cytometry assays were used to assess the mechanism of cell death activated
by the fractions on the cell lines evaluated (B16-F0, MCF-7, and MDA-MB-231). Both
fractions induced apoptosis in all cell lines, activating caspase 9. Finally, the chemical
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composition of the fractions was analyzed by GC-MS, revealing that the molecules in
fraction 3 were mainly 17 C acetogenins, and most molecules in fraction 4 were 21 C
acetogenins. In conclusion, 17 and 21 C acetogenins are responsible for the cytotoxic
effects of LEAS on B16-FO, MCF-7, and MDA-MB-231 cell lines by inhibiting cell
proliferation and induction of intrinsic apoptosis.

Keywords: cancer, avocado, acetogenins, cytotoxic, apoptosis



. INTRODUCCION GENERAL
3.1 El cancer

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2022) establece que el cancer es un
término utilizado para designar a un amplio grupo de enfermedades, las cuales pueden
afectar a cualquier parte del cuerpo. El cdncer es promovido por la transformacion de
células normales en células cancerosas, las cuales son incapaces de controlar su
crecimiento multiplicAndose sin control. En condiciones normales las células se forman
y se dividen a medida que se requieren nuevas células mediante los procesos que
comprenden el ciclo celular, y cuando envejecen o se dafian deben morir y ser
reemplazadas por nuevas células. En cambio, en las células cancerosas se pierde el
control de estos procesos provocando que se formen y se multipliquen sin control y se
diseminen a otras partes del cuerpo, mediante un proceso llamado metastasis (NIH,
2023).

Durante los ultimos 20 afios, el cancer se ha transformado en una de las
principales causas de mortalidad a nivel mundial. Segun el analisis GLOBOCAN en
2022, se presentaron un total de 19,9 millones de nuevos casos de cancer y casi 10
millones de muertes en el 2022. Siendo el cancer de pulmén (12.4%), mama (11.5%),
y el colorrectal (9.5%) los de mayor incidencia, y el cancer de pulmén (18.7%)
colorrectal (9.3%) y de higado (7.8%) los que ocasionan mas numero de muertes (Fig.
1) (GLOBOCAN, 2022). Con las actuales tasas de crecimiento poblacional, los
cambios en los estilos de vida y el envejecimiento de la poblacion, se proyecta que
para el 2040 habra un incremento de 60% en el nUmero de casos de cancer.

En el caso de la Region de las Américas, el nUumero de casos de cancer se
estimo6 en 4 millones en 2020, y se proyecta que aumentara hasta los 6 millones en
2040, causando 1,4 millones de muertes (Parra-Soto et al., 2020). En México en 2022,
se reportaron 207,154 casos de cancer, siendo los de mayor incidencia el cancer de
mama (15%), prostata (12.8%) y el colorrectal (7.8%). El nimero de muertes por el
cancer se estimo en un total de 99,210 casos ocasionados principalmente por el cancer
colorrectal (8.6%), de mama (8.5%) y pulmén (8.1%) (GLOBOCAN, 2022). Los
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tumores malignos fueron la tercera causa de muerte representando el 10.6% de las
defunciones del pais, siendo los estados con mayor tasa de defunciones la Ciudad de
México, Sonora y Veracruz. En Michoacan en 2022 se registraron 69.06 defunciones
causadas por tumores malignos por cada 100,000 habitantes, siendo el cancer de

mama, prostata, colorrectal y cervicouterino los de mayor incidencia (INEGI, 2024).

a) b)

Pulmén
1817 469 (18.7%)

Pulmén
2 480 675 (12.4%)

— Mama
— 2296 840 (11.5%)
Otros ——
4 469 932 (45.9%)

____ Colorrectal
904 019 (9.3%)

Otros
9 060 785 (49.9%)

T Colorrectal

1926 425 (9.5%) T~ Higado

758 725 (7.8%)
\ Prostata
AN 1467 854 (9.5%) Mama
| \ Estomago .“I \ 666 103 (6.8%)
| o 968784 (4.8%) | \ Estomago
Higado Pancreas 660 175 (6.8%)
Total: 19 976 499 866 136 (4.3%) 467 409 (4.8%) Total: 9743 832

Figura 1. El cancer en el mundo. a) Para el 2022 los casos nuevos de cancer se
estimaron en un total de 19,976,499, siendo el cancer de pulmén con un total de 2,480,675
(12.4%) casos el tipo de cancer con mayor incidencia, seguido por el cancer de mama con
un total de 2,296,840 (11.5%) casos y el cancer colorrectal con 1,926,425 (9.6%) casos.
b) Las muertes por cancer en el mismo afio se estimaron en 9,958,133 muertes, siendo
ocasionadas principalmente por el cancer de mama con 1,796,144 (18%) muertes, el
cancer de colorrectal con 935,173 (9.4%) muertes y el cancer de higado con un total de
830,180 (8.3%) muertes. (Tomado y modificado de GLOBOCAN, 2024).

3.2 Factores implicados en el desarrollo del cancer

La transformacion de células normales en tumorales implica, ademas del crecimiento
descontrolado y la proliferacion celular sostenida, una transformacion maligna, es
decir, una pérdida de las caracteristicas y funciones normales de las células en un
tejido. Esto se debe a la interaccion de mutaciones genéticas y alteraciones
epigenéticas de numerosos genes que codifican proteinas que regulan este proceso.
Asimismo, el ambiente es otro factor que contribuye a la aparicion del fenotipo maligno

incrementando la probabilidad de desarrollar cancer (Sanchez et al., 2022).



Factores genéticos

El cancer es una enfermedad genética ya que las mutaciones génicas constituyen la
base de la carcinogénesis, proceso por el cual las células normales se transforman en
células cancerosas. Las mutaciones alteran la cantidad o la funcion de productos
proteicos que regulan el crecimiento y la divisién celular y la reparacién del ADN.
(Peter, 2022). Los cambios genéticos que contribuyen al cancer afectan tres tipos
principales de genes: protooncogenes, genes supresores de tumores y genes
reparadores del ADN. Los genes reparadores de ADN estan involucrados en procesos
de reparacion de dafos o errores en el ADN, mediante distintos mecanismos como la
reparacion de mal apareamiento (missmatch), reparacion por escision de base o
nucleodtido, unién de extremos no homadlogos y recombinacion homadloga (Sanchez,
2013). Las mutaciones en estos genes se asocian a errores en la replicacion del ADN
y mayor susceptibilidad a desarrollar cancer (ASC, 2022). La funcion de los
protooncogenes es regular el crecimiento y la divisién celular normal; sin embargo, la
alteracion de estos puede ocasionar que se transformen en genes que causan cancer,
llamados oncogenes. Los genes supresores de tumores evitan el descontrol y
desregulacion de la division celular y evitan la muerte celular programada (NIH, 2021,
Wong et al., 2011).

Los oncogenes pueden causar cambios en las vias que controlan el crecimiento
y la divisién celular, el metabolismo celular, la reparacion del ADN, la angiogénesis y
otros procesos fisioldgicos. Existe una gran cantidad de oncogenes conocidos que
pueden contribuir a la transformacion neoplasica en células humanas como el gen
RAS, el cual estd mutado en el 25% de los canceres, en tanto el oncogen HER2 se
encuentra amplificado y sobreexpresado en aproximadamente el 20% de los
carcinomas de mama. La amplificacion del oncogen MYC esta relacionado con el
cancer de mama, pulmon, ovario y prostata, asi como en leucemias y linfomas,
mientras que la pérdida de su regulacion es comun en el cancer de colon (Ospina,
2011; Iram et al., 2017;).



Los genes supresores de tumores desempefian un papel en la division celular
normal y la reparacion del ADN, son cruciales para detectar sefiales de crecimiento
inapropiadas o dafio del ADN en las células. Cuando estos genes sufren mutaciones
o dejan de funcionar, la preservacion de la integridad gendmica se vuelve ineficiente.
Por ejemplo las mutaciones de los genes BRCA1 y BRCA2 que disminuyen su funcion
aumentan el riesgo de cancer de mama y de ovario (Peter, 2022). El gen RB codifica
la proteina RB cuya funcion es el control de la progresion de la fase G1-S del ciclo
celular, la alteracion de este gen provoca una proliferacion descontrolada (Hernandez,
2016).

El gen TP53 es un tipo de gen supresor de tumores que codifica a la proteina
p53 conocida como el guardian del genoma, cuya principal funcion es detener el ciclo
en la fase G1/S cuando se haya producido dafio en el ADN, asegurando asi la
integridad gendmica y la reparacion del ADN, si el dafio no es reparado p53 induce la
muerte celular programada. Cuando la proteina p53 esta inactiva o alterada permite la
supervivencia y la division de células con ADN dafiado. La mutacién en TP53 es uno
de los cambios genéticos mas frecuentemente encontrados en el cancer humano, ya

que se encuentra mutado en alrededor del 50% de los canceres (Hanahan, 2011).
La epigenética en el cancer

La epigenética se define como el estudio de los cambios en la expresion de los genes
gue no afectan la secuencia del ADN, pero si cambios en la expresidon de los genes
(Recillas, 2020). Las principales modificaciones epigenéticas en el cancer son la
metilacion del ADN y las modificaciones de las histonas, que actlian en conjunto con
las alteraciones genéticas en la iniciacién y desarrollo del cancer confiriendo a los
tumores rasgos heterogéneos y plasticidad fenotipica. Las alteraciones epigenéticas
en el cancer pueden resultar en la activacion de oncogenes y el silenciamiento de
genes supresores de tumores, lo que promueve la capacidad de proliferar

descontroladamente de las células cancerosas (Yu et al., 2024).

La metilacion del ADN interfiere en la progresion del ciclo celular y la

diferenciacion celular debido al silenciamiento por metilacién de reguladores del ciclo

8



celular, como p21, p27, y p53, en diferentes tipos de cancer como prostata, mama,
colon y pulmén (Waldmann, 2013). El cancer esta caracterizado por una hipometilacion
en el genoma a nivel global, y la hipermetilacién en promotores de genes especificos.
Los niveles de hipometilacion favorecen la expresion de protooncogenes, mientras que
la hipermetilacion puede producir el silenciamiento de genes supresores de tumores y
de genes involucrados en la regulacién de procesos celulares implicados en el cancer
(Gémez et al., 2022). La alteracion epigenética mas reconocida en el cancer es la
hipermetilacion de las islas CpG de los promotores de genes supresores de tumores,
tales como CDKN2A/p16 y CDKN2B/p15 (inhibidor 2A y B de quinasas dependientes
de ciclina), RB (retinoblastoma); MLH1 (homélogo 1 de mutL), BRCA1 (cancer de
mama), los cuales estan implicados en la regulacién del ciclo celular, reparacion del

ADN y muchos otros procesos (Ahuja et al., 2016).

Las modificaciones quimicas de las histonas pueden llevar tanto a la activacion
como a la represion génica. Las principales modificaciones de las histonas son la
acetilaciéon y la metilacion, por lo general la acetilacion de histonas se asocia con la
activacion de la expresion de genes; mientras que el efecto de la metilacion depende
del aminoacido que se modifica, el grado de metilacién y su posicién en la histona. La
alteracién de los patrones normales de las modificaciones de las histonas es una
caracteristica del cancer. En diferentes tipos de cancer (prostata, pulmén, mama y
leucemia) las modificaciones mas caracteristicas son la reduccién global de la
trimetilacion de H4K20 (H4K20me3) y la acetilacion de H4K16 (H4K16Ac), junto con
la hipometilacion del ADN en secuencias repetidas (Diaz, 2016).

Factores ambientales

El medioambiente y el comportamiento humano tienen efectos en el fenotipo de las
personas y son los principales causantes de mutaciones genéticas y modificaciones
epigenéticas anormales implicadas en el la progresion del cancer. Los factores

ambientales implicados se pueden clasificar en:

a) Carcinégenos fisicos: como las radiaciones ultravioleta, la exposicion a la luz
ultravioleta es uno de los principales factores de riesgo de cancer de piel. La exposicién
excesiva a la radiacion ultravioleta caus6 en 2020 alrededor de 1,2 millones de nuevos
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casos de cancer de piel distinto del melanoma (carcinomas epidermoide y basocelular)
y 325,000 casos de melanoma cutaneo, asi como 64,000 y 57,000 defunciones
prematuras por cancer de piel distinto del melanoma y por melanoma cutaneo,
respectivamente (OMS, 2022).

b) Carcinégenos quimicos: el tabaquismo esta relacionado con un mayor riesgo de
padecer cancer de vejiga, pulmén, cavidad oral, laringe, faringe y esofago. El arsénico,
es un toxico ambiental al que los humanos pueden estar expuestos en diversos grados
por medio del agua, aire, suelo y alimentos contaminados. Esta exposicion se relaciona
con un mayor riesgo de cancer de vejiga, piel, pulmon, higado y rifion (Gomez et al.,
2022). El consumo de bebidas alcohdlicas tiene una fuerte asociacion con un aumento
del riesgo de cancer de cabeza y cuello, de es6fago, higado, colorrectal y el cancer de
mama (NIH, 2020).

c) Carcindgenos bioldgicos: pueden ser virus, bacterias y protozoos. El virus del
papiloma humano (VPH) esta relacionado con el cancer de cuello uterino. Cuando el
VPH de riesgo alto infecta las células, interfiere con las formas en que estas se
multiplican, dividen y comunican entre si, y hace que las células infectadas se
multipliquen sin control. Otro tipo de virus es el Epstein-Barr (VEB), el cual es un agente
infeccioso que durante la fase latente expresa diferentes proteinas o micro-ARN con
capacidad oncogénica, por lo que las células infectadas tienen el potencial de
desarrollar cancer. Esto se ha demostrado en algunos tipos de cancer como el linfoma
de Burkitt, carcinoma nasofaringeo y cancer gastrico. Otro ejemplo es el virus de la
hepatitis B y hepatitis C que causan cancer hepatico. Con respecto a bacterias, las
infecciones de Helicobacter pylori se relacionan con el cancer de estdmago (Wayne et
al., 2007; NIH, 2020).

3.3 Caracteristicas de las células cancerosas

El cancer es responsable de mas de 200 enfermedades que presentan sellos
distintivos y caracteristicas habilitadoras necesarias para la proliferacion de un tumor
y que favorecen su desarrollo y diseminacion en el organismo. Hanahan y Weinberg

(2022) establecieron 14 caracteristicas (distintivas y habilitadoras) que constituyen un
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principio para comprender la diversidad de las enfermedades neoplasicas, término
utilizado para referirse al crecimiento descontrolado de células o tejidos anormales en
el organismo ocasionado una neoplasia o tumor (Fig. 2). Las principales caracteristicas
de las células cancerosas son la multiplicacion rapida y descontrolada de las células
anormales, la evasion de la muerte celular programada y la capacidad invasiva

conocida como metastasis.

_ Mantenerla Evasion de supresores
sefalizacion proliferativa de tumores

2
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Evadir |la destruccion

Desregulaciénde
inmunoldgica

metabolismo celular @

Permitir la inmortalidad
replicativa

Resistenciaa la
muerte celular

Inestabilidad ; 1 3 _
gendmicay mutacion ’ K R Inflamacion promovida
- T ‘ por el tumor
. Microbiomas polimérficos
Senescenciacelular

Inducir
angiogénesis

Activacién de la
invasion y metastasis

Figura 2. Sellos distintivos del cancer. Las caracteristicas de las células cancerosas
favorecen el desarrollo del cancer. (Tomado y modificado de Hanahan y Weinberg,

2022).

Permitir la inmortalidad replicativa

En un tejido normal las células reciben sefales antiproliferativas para mantener la
inactividad celular y la homeostasis tisular, la proliferacion se puede bloquear en el
ciclo celular al inducir a las células a pasar a la fase GO. Sin embargo, las células

cancerosas tienen la capacidad de promover su propio crecimiento y divisién celular
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descontrolada, ignorando las sefiales que normalmente regulan la proliferacion celular.
Las sefiales antiproliferativas se canalizan a través de la proteina del retinoblastoma
(RB), la cual al estar hipofosforilada bloquea la proliferacién secuestrando y alterando
la funcidn de los factores de transcripcion E2F que controlan la expresion de genes
esenciales para la progresion de la fase G1 a la fase S. La interrupcién de la via RB
libera E2F y, por lo tanto, permite la proliferacion celular, lo que hace que las células

sean insensibles a los factores anticrecimiento (Hanahan y Weinberg, 2022).

Invasion y metastasis

La capacidad de las células cancerosas de diseminarse en todo el organismo se basa
en dos mecanismos: la invasion y la metéstasis. La invasion se refiere a la capacidad
de la célula de invadir tejidos circundantes, mientras que la metastasis implica la
diseminacién de las células cancerosas, desde el lugar donde se formé el cancer
(tumor primario), a través del torrente sanguineo o el sistema linfatico hasta otra parte
del cuerpo, donde forman un nuevo tumor en otros 6rganos o tejidos. El proceso de
metastasis se produce cuando la adhesién célula a célula estd disminuida y es
ocasionada principalmente por cambios en E-cadherina, perdiendo o disminuyendo su
expresion en la mayoria de canceres epiteliales. Otras caracteristicas que promueven
la metéstasis son el aumento en la motilidad celular y la producciéon de proteasas que

degradan la matriz extracelular (Wayne et al., 2007; Hanahan y Weinberg, 2022).
Evasion de la muerte celular programada

Las células crecen y se multiplican mediante el ciclo celular, cuando estas envejecen
o sufren dafios son eliminadas mediante el proceso de muerte celular programada
conocida como apoptosis. La apoptosis es un proceso celular controlado genética y
bioguimicamente por el que las células inducen su propia muerte en respuesta a
determinados estimulos como el dafio al ADN, citocinas o pérdida de la matriz
extracelular. En este proceso las células se autodestruyen formando cuerpos
apoptéticos que contienen los restos del nucleo protegido por la membrana nuclear y
los organelos, estos son fagocitados por células aledafias o células del sistema

inmune, en este proceso las células se autodestruyen sin desencadenar reacciones
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inflamatorias, ni ocasionar dafios en los tejidos (Hanahan, 2011; Wong, 2011). El
proceso de apoptosis en la célula, se lleva a cabo principalmente por dos vias, la via

extrinseca y la via intrinseca (Fig. 3).
Via extrinseca

La via de apoptosis extrinseca es mediada por familias de receptores como el receptor
Fas o el receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) conocidos como receptores de
muerte, los cuales reciben sefiales proapoptoticas desde el exterior (Hanahan, 2011).
La activacion de los receptores de muerte es consecuencia de la union de algun
ligando como TNF-q, el ligando de Fas (FasL) o el ligando inductor de la apoptosis
relacionado a factores (TRAIL). La union del ligando con su receptor estimula la
trimerizacion del receptor y permite la union de la proteina FADD (factor asociado al
dominio de muerte), ocasionando la formacién del complejo de sefalizacién inductor
de muerte (DISC). FADD recluta proteinas que contienen el dominio efector de muerte,
como la caspasa 8 que se activa y escinde una serie de sustratos como las caspasas
efectoras 3y 7, o BID, una proteina proapoptotica exclusiva de BH3 que permeabiliza

la membrana externa mitocondrial (Lee et al., 2012; Bock, 2022).
Via intrinseca o mitocondrial

En la via intrinseca la apoptosis se activa mediante sefiales que convergen en las
mitocondrias, esta via puede activarse por dafio al ADN, proteinas sensoras como
PUMA, dafio al citoesqueleto, hipoxia, hipermia, infecciones virales, o radicales libres.
En esta via las mitocondrias responden a las sefiales proapoptéticas liberando
citocromo c, un potente catalizador de la apoptosis (Hanahan, 2000; Lodish et al.,
2013).

Los miembros de la familia Bcl-2 pro-supervivencia, como Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1,
tienen como funcion principal salvaguardar la integridad de la membrana externa
mitocondrial uniendo e inhibiendo Bax y Bak que son reguladores centrales de la via
intrinseca de la apoptosis (Pefia, 2018). Cuando las proteinas Bcl-2 que favorecen la
supervivencia se inhiben, Bax y Bak quedan libres para ser activadas solo por

proteinas BH3 y formar poros en la membrana externa mitocondrial, proceso conocido
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como permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP), lo que
generalmente obliga a la célula a morir (Bock, 2020).

La formacion de poros en la membrana externa de las mitocondrias permite la
liberacion de numerosas proteinas del espacio intermembranal, como el citocromo c.
El citocromo c en el citoplasma activa al complejo proteico denominado apoptosoma
compuesto por multiples copias de APAF-1, que permite la activacion de la caspasa 9,
una vez activa esta caspasa escinde y activa a las caspasas efectoras como la

caspasa 3y 7, que concluirdn con el proceso de muerte celular (Bock, 2023).

Via extrinseca
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Figura 3. Descripcion general de las vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis.
La apoptosis por via extrinseca es mediada por receptores localizados en la
membrana celular. La apoptosis por via intrinseca es mediada por sefiales
provenientes de las mitocondrias. FADD: factor asociado al dominio de muerte; FLID:
Proteina inhibidora de FLICE; XIAP: Inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X;
SMAC: Segundo activador de caspasas derivado de las mitocondrias; TRAIL: Ligando
inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral. (Modificado de
Bock, 2023).
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La via intrinseca se puede conectar con la via extrinseca, una vez activada la

caspasa 8 por los receptores de muerte, esta caspasa activa a la proteina Bid, lo que
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provoca la apertura del poro mitocondrial y la activacion de la caspasa 9 (Bock, 2023;
Pérez, 2012).

Las células cancerosas adquieren la capacidad de evadir la apoptosis, dando
lugar a una division celular descontrolada lo que les permite sobrevivir y acumularse
en el tejido y, por consiguiente, al crecimiento de un tumor. Generalmente, los
mecanismos por los cuales se produce la evasion de la apoptosis pueden dividirse en:
1) la alteracién en el equilibrio de las proteinas proapoptoticas y antiapoptoticas, 2) la
disminucién de la actividad de las caspasas, y 3) la alteracidon de la sefalizacion del
receptor de muerte. Algunos de los procesos que ocurren en la evasién de la apoptosis
son el incremento en la expresion de moléculas como Bcl-2 y Bcl-X, reduccion de los
mediadores pro-apoptoticos Bim, Bid y PUMA, y mutaciones que involucran al gen
supresor de tumores TP53. Este gen tiene multiples funciones como el control del ciclo
celular, mantener la integridad del ADN y la supervivencia de las células que son
expuestas a agentes que dafian el ADN. La alteracidén del gen TP53 confiere un riesgo
muy elevado de desarrollar cancer, debido a que permite la proliferacion de células
cancerosas (Hanahan, 2011; Wong, 2011; Pazo et al., 2012).

3.4 Tratamientos convencionales utilizados contra el cancer

El cancer suele ser tratado principalmente con cirugia, quimioterapia o radioterapia. El
tratamiento dependera en gran medida del tipo de cancer del que se trate y el estadio
en el que se encuentre, ademas solo en algunos casos es suficiente que la persona
reciba un tipo de tratamiento, pero en la mayoria reciben una combinacion de estos
(NIH, 2022). Los tratamientos se pueden dividir en locales y sistémicos. En los locales
se ataca al tumor sin afectar otras partes del cuerpo, son practicamente exclusivos
para cancer en etapa temprana, incluyen cirugias, ablacion y embolizacion y
radioterapia. Los tratamientos sistémicos tienen como objetivo eliminar masivamente
las células tumorales, se utiliza en la mayoria de los tratamientos clinicos y
generalmente se aplica en la dosis maxima tolerada; incluye quimioterapia,

medicamentos de terapia dirigida e inmunoterapia (ACS, 2024).
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Cirugia: Es la principal modalidad terapéutica para el cancer, la cual consiste
en la extirpacion del cancer en una operacion (NIH, 2022).

Quimioterapia: Es un tipo de tratamiento que usa farmacos para
destruir células cancerosas deteniendo o disminuyendo el crecimiento de estas. La
quimioterapia es utilizada para reducir el tamafio de un tumor antes de la cirugia o de
radioterapia (quimioterapia neoadyuvante), destruir las células cancerosas que
pueden haber quedado después del tratamiento con cirugia o con radioterapia
(quimioterapia adyuvante) y para destruir las células cancerosas que han regresado o
que se han extendido a otras partes del cuerpo (NIH, 2015). Los farmacos utilizados
en quimioterapia se pueden dividir en: 1) antimetabdlicos que inhiben las rutas
metabdlicas requeridas para la sintesis de ADN, como el metotrexato y
mercaptopurina; 2) agentes alquilantes que inhiben la funcién del ADN, por ejemplo la
clofosfamida, el clorambucil y el cisplatino; y 3) antibiéticos los cuales inhiben el
funcionamiento del ADN uniéndose a €l o inhibiendo a las topoisomerasas necesarias
para la replicacion, algunos ejemplos de estos farmacos son la bleomicina y la

doxorrubicina (Wayne et al., 2007).

Radioterapia: Es un tratamiento utilizado en el céancer que usa
altas dosis de radiacion para destruir células cancerosas y reducir tumores. En dosis
altas, la radioterapia destruye las células cancerosas o hace lento su crecimiento, al
dafar su ADN. Los tipos de radioterapia utilizados contra el cancer son: radioterapia
con rayos de fotones, radioterapia con rayos de particulas y la radioterapia con rayos
de electrones. Este tratamiento se puede utilizar antes de la cirugia para disminuir el
tamafio del tumor, o después de la cirugia para eliminar células cancerosas que hayan
quedado (NIH, 2019).

Inmunoterapia: Es un enfoque terapéutico que utiliza el sistema inmunolégico
del cuerpo para combatir el cancer. Para tratar el cancer se han establecido
inmunoterapias basadas en células T, células NK 'y células dendriticas, también se han
desarrollado anticuerpos monoclonales, vacunas e inmunomoduladores. La

inmunoterapia actla sobre células/moléculas inmunitarias, a diferencia de otras
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terapias que actian a través de los efectos citotoxicos directos sobre las células
tumorales (de Ledn, 2018).

La administracion de farmacos quimioterapéuticos para el tratamiento
oncolégico se caracteriza por que tienen efectos tdxicos no solo en las células
cancerosas, sino que también afectan a las células sanas, siendo inespecificos y
teniendo baja efectividad, ademas las células cancerosas pueden desarrollar
resistencia a los farmacos quimioterapéuticos (Velazquez et al., 2021). Los efectos
secundarios dependeran del tipo de cancer, estadio, enfermedades y el entorno. Los
tratamientos antineoplasicos presentan toxicidad directa con el tubo digestivo
provocando nauseas, vomitos o diarrea, lo que ocasiona complicaciones digestivas
con repercusiones nutricionales, que incluso podrian provocar la muerte por
desnutricion (Alonso et al., 2023). Debido a los efectos adversos de las terapias
convencionales se ha incrementado la importancia de obtener nuevos compuestos con
actividad citotoxica mejorada y dirigida a las células cancerosas, como una alternativa

para la obtencién de nuevos productos que ayuden a reducir el desarrollo del cancer.
3.5 Las plantas en el tratamiento del cancer

Las plantas han sido una fuente importante en la busqueda de metabolitos bioactivos
contra el cancer. Las propiedades citotoxicas de las plantas estan relacionadas con la
presencia de metabolitos secundarios, como los compuestos fendlicos, alcaloides,
flavonoides, taninos, estilbenos, xantonas, terpenos, lignanos, acetogeninas y
quinonas. Estos metabolitos son moléculas organicas producto del metabolismo
secundario y forman parte del mecanismo de defensa de las plantas, que se basa en
la capacidad de generar sustancias quimicas que posean un efecto citotéxico o
citostatico, lo que las convierten en una fuente de moléculas con actividad antitumoral
(Teodor et al., 2020).

Existen diferentes metabolitos de las plantas utilizados en el tratamiento del
cancer, como la vinblastina y vincristina, alcaloides aislados de Catharanthus roseus
utilizados contra el cancer de mama, testiculo, pulmon y leucemia. También se han

reportado que flavonoides como la quercetina, genisteina y rohitukina para el
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tratamiento de algunos tipos de cancer de mama, prostata y vejiga (Biganzoli et al.,
2013). Los agentes quimioterapéuticos derivados de plantas mas conocidos y
utilizados en el tratamiento del cancer son los taxanos, como el paclitaxel (conocido
inicialmente como taxol), aislado de la especie vegetal Taxus brevifolia (Mufioz, 2016).
Otro tipo de metabolito secundario son los terpenos los cuales estan constituidos por
moléculas de 5 carbonos denominados isoprenos, de estos metabolitos se ha
determinado que el monoterpeno geraniol de Rabdosia rubescens posee efectos
citotoxicos en la linea celular cancerosa de higado HepG2 (Thoppil, 2011). Ademas,
se han reportado medicamentos exitosos contra el cancer, derivados de los estudios
de las propiedades citotoxicas de las plantas como: la doxorrubicina, etoposido,

irinotecan, gemcitabina, entre otros (Mufioz, 2016).
3.6 El aguacate

El aguacate (Persea americana Mill.) es una planta tropical que pertenece a la familia
Lauraceae, que se conforma de alrededor de 2,200 especies. Se trata de un arbol de
tronco grueso que puede alcanzar hasta los 20 m de altura, tiene un sistema radicular
secundario y poco profundo, con hoja alargada y perenne, su fruto es una baya
comestible con diferentes caracteristicas (color verde claro, oscuro, violeta, cascara
rugosa, pulpa verde amarillenta y una semilla dicotiledonea grande central)
dependiendo de la variedad (Pérez et al., 2015). Es originario de regiones tropicales y
subtropicales de México y Centroamérica, tiene tres variedades botanicas: antillana
(P. americana var. americana), guatemalteca (P. americana var. guatemalensis) y
mexicana (P. americana var. drymifolia), de las cuales existen mas de 1,000 cultivares
y clones, siendo Hass, Bacon, Fuerte y Criollo las variedades mas importantes (Cid et
al., 2021).

En México, el aguacate es de suma importancia ya que el pais es uno de los
principales productores y exportadores de aguacate aportando cerca del 30% de la
produccion a nivel mundial, con una superficie sembrada en 2022 de 259,769 ha y mas
de un 1 millén de toneladas de produccion. Destaca Michoacan como el estado con la

mayor superficie sembrada, con 179,914 ha, lo que representa el 70% del total
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nacional en el 2022, aportando el 87.2% del total cosechado en el pais; ademas, es el
estado lider productor con 353,403 toneladas (SIAP, 2023).

3.7 Composicion quimica del aguacate

La fruta del aguacate es un alimento muy valorado debido a su alto valor nutricional,
principalmente por su alto contenido de lipidos, contiene &cidos grasos tanto
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, destacando el acido oleico el cual
corresponde al 58% del total de los acidos grados (Tabla 1). El consumo de esta fruta
también proporciona fibra dietética, minerales como el magnesio y potasio, es rica en
tocoferoles, acido ascorbico, piridoxina, B carotenos, y contiene vitaminas como A, B-
6, C, E, acido félico, acido pantoténico, colina, niacina y riboflavina (Figueroa et al.,
2018; Vivero et al., 2019; Lara et al., 2021).

Tabla 1. Composicion lipidica del aguacate?.

Tipo de acido graso Acido graso Nomenclatura g/100 g
Saturado Palmitico C16:0 12.5
(16-20%) 14.0
Estearico C18:0 0.2-0.4
Araquidico C20:0 0.1
Monoinsaturado Palmitoleico Cl6:1 4.0-5-0
(66-72%) Oleico C18:1n-9 70-74
Gadoleico C20:0 0.1
Poliinsaturado Linoleico C18:1n-9 9.0-10.0
(8-13%) Alfa-linolénico C18:3n-3 0.3-0.6

(Tomado de Vivero et al., 2019).
3.8 Actividad biolégica de los compuestos del aguacate

Se ha reportado que los diversos compuestos que contiene el aguacate poseen
propiedades antioxidantes, anticancerosas, antimicrobianas y antiinflamatorias. A
continuacion, se describen algunos ejemplos de estas actividades: Khalifa et al., (2013)

determinaron el efecto citotoxico de un extracto acuoso del fruto del aguacate (AFWE)
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en cuatro lineas celulares de cancer humano: pulmén (A549), higado (HepG-2), colon
(HT-29) y mama (MCF-7). El extracto tuvo efectos citotéxicos contra todas las lineas
celulares de cancer, present6 un porcentaje de letalidad de 93.3%, 98.3%, 97.8% y un
91.7%, respectivamente. En otro estudio evaluaron un extracto etandlico obtenido de
las semillas de aguacate Hass, una fraccion del extracto y un compuesto triterpenoide
aislado del extracto contra las lineas celulares cancerosas MCF-7 y HepG2,
obteniendo que las tres muestras presentaron actividad anticancerosa contra las dos
lineas celulares (Fitriani et al., 2017). Widiyastut et al. (2018) determinaron el efecto
citotéxico de un extracto cloroférmico de la semilla de aguacate Hass contra la linea
celular MCF-7 obteniendo una concentracion inhibitoria (ICso) de 94.87 ug/mL, este
extracto cloroformico se dividio con metanol, obteniendo una fraccion soluble en
metanol, la cual incremento el efecto citotoxico contra la linea celular MCF-7 (ICso de
34 ug/mL), y se determind que esta fraccion induce apoptosis y modula la detencion
del ciclo celular en la misma linea celular. Adicionalmente, se evaluaron los efectos de
un extracto etandlico de la cdscara del aguacate Hass en la linea celular de cancer de
colon Caco-2, en este estudio se determind una disminucion en la viabilidad celular
dependiente de la concentracion con una ICso de 670.1 ug/mL (Rodriguez-Martinez et
al. 2021). Estos ejemplos ilustran la relevancia del aguacate en la busqueda de

moléculas con potencial citotoxico hacia células de cancer.

Asimismo, se ha reportado que extractos y metabolitos del aguacate tienen
propiedades antioxidantes y actividades antimicrobianas (Dabas et al., 2013; Bahrume
et al., 2019). En el aguacate predominan los acidos grasos monoinsaturados, que han
demostrado tener efectos antidiabéticos y reducen el riesgo de padecer problemas
cardiacos (Tentolouris et al. 2008; Wang y et al., 2020). También se han demostrado
propiedades benéficas en la osteoartritis (Cervantes et al. 2021).

Las plantas producen naturalmente péptidos con actividad antimicrobiana que
forman parte del sistema de defensa vegetal. En la semilla del aguacate nativo
mexicano se identific6 el gen de una snakina (PaSn) que codifica un péptido
antimicrobiano rico en cisteina GASA/Snakin con actividad antibacteriana (Guzman-

Rodriguez et al., 2013). Ademas, la expresion de este péptido como una proteina
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recombinante permitié demostrar sus propiedades antifiungicas (Hernandez-Martinez
et al., 2022). Otro tipo de péptidos antimicrobianos ampliamente estudiados son las
defensinas, Guzman-Rodriguez et al., (2016) encontraron que la defensina PaDef
obtenida del fruto de aguacate nativo mexicano tiene propiedades citotoxicas en la
linea celular de cancer de mama MCF-7, a través de la induccion de la apoptosis
intrinseca. Ademas, se reportd que PaDef tiene actividad citotoxica en la linea celular
de leucemia mieloide aguda K-562 mediante la induccion de apoptosis a través de la

via extrinseca (Flores, et al., 2018).
3.9 Aguacate nativo mexicano

El aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia) son arboles que alcanzan
hasta 15 m de altura, crecen en altitudes mayores de 2,000 msnm en climas hiumedos,
calidos, semiaridos o templados, es la variedad mas resistente al frio ya que puede
tolerar temperaturas de hasta 0°C. Sus hojas son de color verde oscuro, pero sus
brotes jovenes son de color verde claro o rojizo. Se caracteriza por poseer frutos
pequefios, de piel lisa y delgada, y rico sabor; ademas, es la variedad con la semilla
mas grande ya que representa alrededor del 30% del peso total de la fruta, esta es
larga, ovalada y lisa o ligeramente rugosa (Gutiérrez, et al., 2009). Tiene un alto
contenido de lipidos (20-30%) y una alta cantidad de derivados de acidos grasos en
comparacién a otros cultivares (Lara-Marquez et al., 2020). Ademas, el aguacate
nativo mexicano se utiliza como injerto en la produccion de aguacate Hass debido a
Su resistencia a plagas y enfermedades, la calidad del fruto y su capacidad para

absorber y transportar nutrientes (Ochoa- Zarzosa et al., 2021).
3.10 Derivados de acidos grasos

La semilla del aguacate tradicionalmente se ha considerado como un producto de
desecho; sin embargo, es fuente importante de metabolitos bioactivos, aunque las
propiedades nutracéuticas de la misma han sido poco estudiadas. El aceite de la
semilla es rico en lipidos y acidos grasos esenciales; asimismo, es rico en compuestos
fendlicos con capacidad antioxidante y una alta cantidad de proantocianinas, en

comparacion con el mesocarpo y el exocarpo (Ochoa-Zarzosa et al., 2021).
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El aguacate nativo mexicano es rico en acidos grasos (AG) y sus derivados
(DAG). Se ha reportado una gran variedad de estos compuestos en la semilla de
aguacate (Tabla 2), entre ellas las acetogeninas alifaticas (avocatinas, perseninas,
pahuatinas, acidos grasos polihidroxilados) que son DAG y representan la mayor parte
de las moléculas lipidicas de la semilla. Ademas, se presentan AG saturados,
insaturados y poliinsaturados, siendo los més abundantes el &cido palmitico, el &cido
oleico, el acido estearico y el acido tetracosanoico (Baez-Magafa, 2014; Lara Marquez
et al., 2020).

Las acetogeninas son metabolitos secundarios de plantas que se encuentran
en las familias de las angiospermas ancestrales Lauraceae y Annonaceae. Las
acetogeninas del aguacate (Fig. 4) presentan cadenas largas de 17, 19 o 21 carbonos,
estas se subdividen segun el niumero de carbonos de sus cadenas alifaticas en
avocatinas y acidos grasos polihidroxilados de 17 C de longitud; pahuatinas de 19 C
de longitud; y persinas de 21 C de longitud (Tcheng et al., 2017).

Las acetogeninas son sintetizadas en las células oleosas especializadas
denominadas idioblastos presentes en los frutos y las hojas del aguacate, son
derivadas de la ruta de sintesis de acidos grasos de cadena larga teniendo como
precursor el acido linoleico, la sintesis de acetogeninas esta ligada a las enzimas
elongasa y desaturasa. Presentan cadenas alifaticas con insaturaciones, un grupo
acetoxi en lugar del carboxilo terminal, y cuentan con grupos hidroxilo o furanos a lo
largo de la cadena (Lee et al., 2015; Tcheng, et al., 2022). La cantidad de acetogeninas
en el aguacate varia dependiendo del estado de madurez y el tejido; en la pulpa del
aguacate se encuentra un contenido mayor de acetogeninas de 21 C, como la persina
y la persenona A, mientras que en la semilla de aguacate las acetogeninas de 17 C
son las mas abundantes y la cantidad de acetogeninas encontradas varia entre 1.09-
8.3 mg/g de peso fresco (Rodriguez-Lépez, 2017; Baez-Magarfia et al., 2019). La
funcidbn que desempefian las acetogeninas en la planta es la proteccion contra
patdgenos, ademas son posibles reservorios de energia. Se ha reportado que las
acetogeninas del aguacate presentan propiedades anticancerosas (Ding et al., 2009;

D"Ambrosio et al., 2011; Lee et al., 2015), antioxidantes (Rodriguez-Sanchez et al.,
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2013), antiiflamatorias (Rosenblat et al., 2011) y antimicrobianas (Villarreal-Lara et al.,
2019).

A diferencia del aguacate, las acetogeninas de la familia Annonaceae poseen
cadenas alifaticas de 35 o 37 C (Fig. 4). Las cadenas pueden tener de 1 a 3 anillos
tetrahidrofuranicos (THF) adyacentes o no, substituyentes oxigenados (hidroxilos,
cetonas y epoxidos) localizados a lo largo de la cadena. En uno de sus extremos
presentan un anillo lacténico metil sustituido, a, B insaturado, en ocasiones saturado o
rearreglado como cetolactona (Schilie-Guzman et al., 2009). Se han reportado
diversos estudios de las propiedades anticancerosas de las acetogeninas de esta
familia: por ejemplo, en la linea celular cancerosa de cancer de mama MCF-7 (Lima et
al., 2014; Ma et al., 2017), la linea celular A549 de cancer de pulmoén (Ma et al., 2017)
y la linea celular de cancer de colon HT-29 (Moghadamtousi et al., 2015).

a) oH O

o L)
R h
CH, P

Figura 4. Acetogeninas. Estructura de las acetogeninas del aguacate: a) persina, b)
pahuatina, c) avocatina y d) alcohol graso polihidroxilado. e) Estructura general de las
acetogeninas de las Annonaceae, f) annonacina acetogenina de Annona muricata.

El mecanismo de accion de las acetogeninas de las anonaceas se atribuye
principalmente a su capacidad para inhibir la actividad de la enzima ubiquinona
oxidorreductasa del complejo | de la cadena de transporte de electrones. Las
acetogeninas pueden bloquear selectivamente la funcion del complejo | en las células

cancerosas, lo que interrumpe el suministro de energia y el metabolismo celular. Esto
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provoca la disminucion en la proliferacion de las células cancerosas y la induccion de
apoptosis (Liaw, 2015) También se reportan que estos metabolitos inducen cambios
epigenéticos como la modificacion de histonas, por ejemplo la acetogenina
escuamocina (bis-THF) modula la fosforilacién de la histona 3, desencadenando el
arresto del ciclo celular y la muerte celular activando las caspasas 8 y 9 (Lee et al.,
2011). Ademas, se ha reportado que estas acetogeninas aumentan el nivel de calcio
en la mitocondria, desregulando el potencial de membrana, dafiando la mitocondria y

activando la muerte celular (Gaviria et al., 2011).
3.11 Actividad anticancerosa de los lipidos de aguacate

Las actividades anticancerosas del aguacate se han asociado con mas de 20 grupos
de compuestos bioactivos, entre ellos moléculas lipidicas de cadena larga, como los
AG y DAG de cadena larga (avocatinas, alcoholes grasos polihidroxilados, pahuatinas,
y persinas) (Ochoa-Zarzosa et al.,, 2021). Diversos estudios han demostrado la
actividad anticancerosa de los lipidos del aguacate hacia diversos tipos celulares. Por
ejemplo un extracto lipidico de la semilla de aguacate constituido principalmente por
acido linoleico (C18:2), acido oleico (C18:1) y acido palmitico (C16:0), y un extracto de
la pulpa del aguacate constituido por acido oleico (C18:1) y palmitico (C16:0),
mostraron propiedades citotdxicas en la linea celular de cancer de higado HEPG2 y
en la linea celular de cancer de colon HCT116, mediante la induccion de apoptosis;
sin embargo, los efectos inhibidores de los lipidos de la semilla fueron mayores en
ambas lineas celulares en comparacion con los lipidos de la fruta (Alkhalaf et al., 2018).
Un extracto rico en acido oleico y &cido linoleico mostré propiedades citotoxicas en la
linea celular HT-29 y Caco-2 mediante la induccion de apoptosis (Llor et al., 2003).
También se evalud un extracto hexanico de la semilla de aguacate en la linea celular
de MCF-7, donde se determiné un efecto citotoxico con un valor ICso 47.87+1.5 pug/mL,
mediante la induccidén de apoptosis. Ademas se demostro que la actividad citotoxica
del extracto fue selectiva (Rahwawati, 2019).

Con respecto a los acetogeninas alifaticas se determind que un extracto de la
pulpa de aguacate rico en acetogeninas presenta propiedades citotoxicas en las lineas
celulares cancerosas HEPG-2 (ICs0 8.1 ug/mL), MCF-7 (ICs0 52.1 pg/mL) y HT-29 (ICso
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11.3 ug/mL) (Hassan et al., 2022). Se han reportado estudios donde dos acetogeninas
de 17 C obtenidas de un extracto cloroférmico del mesocarpio del aguacate Hass
inducen apoptosis de manera selectiva por via de la apoptosis extrinseca e intrinseca
en células de cancer oral (Ding et al., 2009). Estas mismas acetogeninas actian de
manera sinérgica inhibiendo la proliferacion de las células de cancer oral 83-01-82CA
(D"Ambrosio et al., 2011). En otro estudio se determiné que la persina, inhibe la
proliferacion celular mediante la detencion del ciclo celular en la fase G2/M, e induce
apoptosis por la via extrinseca e intrinseca en distintas lineas celulares de cancer de
mama como MCF-7, MDA-MB-231y T-47D (Butt et al., 2006). La persina es un alcohol
graso acetilado de 21 C con un grupo hidroxilo en C-2 y un grupo ceto en el C-4, asi
como dobles enlaces en los C-12 y C-15 (Tcheng et al., 2023). Roberts et al. (2007)
demostraron el efecto sinérgico de la persina cuando se combina con tamoxifeno, un
inhibidor competitivo del estradiol utilizado para tratar el cAncer de mama, tanto en las
células MCF-7 como en las células T-47D.

Ademas, se ha reportado que la avocatina B (Avo B) compuesta por la mezcla
1:1 de dos alcoholes grasos de 17 carbonos (avocadeno y avocadina), con grupos
hidroxilo en C-2 y C-4, disminuye la viabilidad de las células de leucemia mieloide
aguda (LMA) por medio de la induccion de apoptosis por la via intrinseca (Lee et al.,
2015). La LMA presenta como caracteristica distintiva tasas anormalmente altas de
oxidacion de acidos grasos mitocondriales (FAO). Recientemente el mismo grupo de
trabajo ha reportado que Avo B es un potente inhibidor de la FAO disminuyendo los
niveles de NADH, esto ocasiona muerte celular mediada por ROS caracterizada por la
liberacion mitocondrial del citocromo c y AlF (factor inductor de apoptosis), o que
resulta en la muerte selectiva en LMA y no afecta a las células hematopoyéticas. En
su estudio determinaron que el nimero impar de atomos de carbono, la presencia
y estereoquimica de la configuracion (2R,4R) y la insaturacion terminal son
fundamentales para la modulacién de la FAO (Lee et al., 2015; Tcheng et al., 2023).
También se ha determinado el efecto sinérgico entre Avo B y tratamientos
guimioterapéuticos utilizados en leucemia mieloide aguda como la citarabina y la
doxorrubicina, y se ha observado un incremento en la induccioén de la apoptosis en

comparacion de los tratamientos individuales (Tcheng et al., 2017). En otro estudio se
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determind que la combinacion de un compuesto bioactivo de Curcuma amada,
denominado 2,4,6-trihidroxi-3,5-diprenildihidrochalcona (M1), con Avo B en una
proporcion 1:2, reduce sinérgicamente la viabilidad de la linea celular de LMA
(Jayasankar et al., 2022). Tcheng et al. (2021) identificaron que la avocadina es el
inhibidor de la FAO mas potente dentro de la mezcla Avo B, el cual induce la muerte
celular en distintas lineas celulares de leucemia (TEX y OCI-AML2). Ademds, en un
estudio realizado para demostrar la seguridad de la Avo B, se observo que es tolerado
y no mostré efectos toxicos en pacientes sanos que consumieron de 50 a 200 mg por
dia durante 60 dias (Ahmed et al., 2019).

Sin embargo, muchas de las actividades anticancerosas reportadas para el
aguacate derivan del cultivar comercial Hass y poco se conoce sobre las propiedades

citotdxicas de la variedad nativa mexicana.

26



3.12 Antecedentes

En nuestro grupo de trabajo se han descrito las propiedades citotdxicas e
inmunomoduladoras de un extracto lipidico de la semilla del aguacate nativo mexicano
(LEAS). LEAS es un extracto rico en moléculas lipidicas de cadena larga,
principalmente contiene acetogeninas como avocatinas, pahuatinas, persinas y
alcoholes grasos polihidroxilados que presentan un alto contenido de cadenas
insaturadas (77.4%). En la tabla 2 se muestran los principales compuestos
identificados en LEAS.

Tabla 2. Composicion del extracto rico en lipidos (LEAS) de la semilla de aguacate
nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia)?.

Grupo Compuesto Co(atge/gi)do
Derivados de acidos Avocatinas 32.28
grasos (_a,c (_—:-togeninas Acidos grasos 24.26
alifaticas) polihidroxilados
Persinas 10.12
Pahuatinas 4.26
Acidos grasos de Acido tetradecanoico 2.49
cadena larga Acido hexadecanoico 7.1
Acido 9,12- 4.06
octadecadienoico
Acido 9-octadecenoico 5.32
Acido octadecanoico 5.06
Acido eicosanoico 2.39
Acido 13-docosenoico 2.44
Acido docosanoico 3.63
Acido 15-tetracosenoico 2.88
Acido tetracosanoico 4.29

Tomada y modificada de Baez et al., 2019
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Las propiedades inmunomoduladoras de LEAS se analizaron en la regulacién
de la internalizacion de Staphylococcus aureus en células epiteliales mamarias
bovinas (CEMB). LEAS disminuyé la internalizacion y la adhesion bacteriana en
las CEMB en un 80% y 30%, respectivamente. El extracto indujo la expresion de la
interleucina IL-10, e inhibié la expresion de la citocina proinflamatoria TNF-a; ademas,
indujo la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disminuyo la activacion
de la MAPK p38y Akt, las cuales estan relacionadas con la internalizacién de S. aureus
y la expresion de genes inflamatorios (Baez-Magafa et al., 2019). Ademés, Baéz-
Magafna (2019), sugiere que la acetogenina mas abundante del extracto, llamada
kupandina (17 C), es la responsable de esta actividad inmunomoduladora, esto debido
a que los estudios realizados con esta molécula mostraron resultados similares a los

del extracto.

Asimismo, en estudios previos se ha reportado que LEAS es citotdxico hacia
diferentes lineas celulares de cancer humano (cancer de colon y cdncer de mama) y
animales (melanoma de raton, osteosarcoma canino). En la linea celular de cancer de
colon Caco-2, el tratamiento con LEAS (ICso = 28 pg/mL) a las 48 h provoco la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial (58.2%), la inhibicién de la oxidacion de acidos
grasos (45%), un aumento en la producciéon de Oz (30%) y ROS mitocondrial (52%),
provocando la induccién de apoptosis a través de la activaciéon simultdnea de las
caspasas 8y 9, por lo que induce la activacion de las vias de apoptosis tanto extrinseca
e intrinseca (Lara-Méarquez et al., 2020). Ademas, LEAS present6 actividad citotdxica
con una ICso de 33.09 pg/mL a las 48 h contra la linea celular MCF-7 de cancer de
mama, provocando pérdida del potencial de membrana mitocondrial e induccion de la

apoptosis (Solis-Avilés, 2021).

En la linea celular D-17 de osteosarcoma canino, LEAS fue citotoxico con una
ICso de 15.5 pg/mL a las 48 h, induciendo apoptosis dependiente de caspasas por las
vias extrinseca e intrinseca, esto debido a que LEAS provocé una pérdida significativa
del potencial de membrana mitocondrial y aumentd la produccion del anién superéxido
y ROS mitocondrial. Ademas, LEAS estimulo la detencion del ciclo celular en la fase
GO0/G1 (Padilla-Arellanes et al., 2021). Garnica Velazquez (2023) demostro la actividad
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citotoxica de LEAS en la linea celular B16-FO de melanoma murino, obteniendo una
ICs0 de 40.85 ug/mL a las 24 h y de 34.74 uyg/mL a las 48 h. Asimismo, reporté que
LEAS tiene propiedades antitumorales, ya que la administracion de LEAS a una
concentracion de 0.2 mg/g de peso corporal en ratones inhibié el crecimiento tumoral

del melanoma en mas del 50% (Tabla 3).

No obstante, hasta el momento se desconoce cual es la molécula de LEAS

responsable de la actividad citotoxica.

Tabla 3. Propiedades del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo mexicano.

Propiedades

Modelo

Concentracion

Destacado

Referencia

Inmuno-
moduladoras

CEMB
infectadas
con S.
aureus

100 ng/mL
(24h)

-Inhibe la
internalizacion (80%)
y adhesion (30%) de
S. aureus.
-Propiedades
antiinflamatorias:
regulacion negativa
de TNF-avy
regulacion positiva
de IL-10.

Baez-
Maganfa et
al., 2019

Epigenéticas

CEMB
infectadas
con S.
aureus

100 ng/mL
(24 h)

-LEAS aumenta la di
y la trimetilacién de
la histona H3 en
CEMB infectadas
con S. aureus. Lo
que podria estar
relacionado con la
inhibicién de la
expresion de genes
proinflamatorios.

Baez-
Magana et
al., 2019

Citotoxicas

Caco-2

ICs0= 28
pug/mL (48 h)

-Inhibe la
proliferacion celular.
-Aumenta la
produccion de ROS.
-Provoca pérdida del
potencial de

Lara-
Marquez et
al., 2020
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membrana
mitocondrial.
-Disminuye la
oxidaciéon de acidos
grasos.

-Induce apoptosis
extrinseca e

intrinseca.
_ . Lara-
HCT-116 I(4C§OH)8 Ho/mt -I?orllilfbeeraliién celular Marquez et
P al., 2020
LEAS: 1,510, -No causa lisis en Lara-
Eritrocitos | 20,50y 75 eritrocitos Marquez et
pMg/mL (24 h) | al., 2020
-Provoca pérdida del
tencial de ]
ICs0= 33 PO Solis-
MCF-7 | Lg/mL (48 h) | membrana Avilés, 2021
mitocondrial.
-Induce apoptosis.
-Aument? la
produccion del anion
superoéxido y ROS
mitocondrial.
-Ocasiona pérdida
del potencial de la ,
ICs0= 15 membrana Padilla-
. : Arellanes,
Mg/mL (48 h) mitocondrial.
g . et al., 2021
-Detencion del ciclo
celular en la fase
GO0/G1.
D17 -Induce apoptosis
extrinseca e
intrinseca.
LEAS: 5, 10,
20, 50 pg/mL -LEAS tiene efecto
en i :
Y sinergico con Padilla-
combinacion . )
con cisplatino C|splat|no., Arellanes,
' | carboplatino y et al., 2021

carboplatino y
doxorrubicina
(72 h)

doxorrubicina.
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ICs0=40.85

I Garnica-
i pug/mL (24 h) -Disminuye la .
BI6-FO | |Cso=34.74 | viabilidad celular. \Zlg'za;q“ez’
pug/mL (48 h)
MDA-MB- | 40 pg/mL -Inhibe la migracion ,
231 (24 h) basal. Alejo, 2024
Tumor de | 0.2 mg/g de 'Inh'.be. N Garnica-
: crecimiento tumoral .
Antitumoral | melanona | peso Velazquez,
. de melanoma en
murino 2023

mas del 50%.
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IV. JUSTIFICACION

El cancer es un conjunto de enfermedades que pueden afectar cualquier parte del
cuerpo y es una de las principales causas de muerte en México y en el mundo. Debido
a la gran diversidad de factores que ocasionan que las células se vuelvan cancerosas,
el tratamiento del cancer dependeré del tipo y del estadio en el que se encuentre. Los
tratamientos convencionales (cirugia, radioterapia o quimioterapia) suelen ser
efectivos para tratar el cancer. Sin embargo, si no se eliminan todas las células
cancerosas la enfermedad puede resurgir; ademas, los farmacos quimioterapéuticos
tienen efectos toxicos que disminuyen la calidad de vida de las personas. Debido a
esto se ha incrementado la importancia de buscar y obtener nuevos compuestos con

actividad citotoxica mejorada y selectiva contra las células cancerosas.

Las plantas han sido objeto de estudio en la busqueda de compuestos con
actividad anticancerosa. Entre estas se encuentra el aguacate, en el cual se han
reportado actividades citotdxicas asociadas con distintos compuestos bioactivos, entre
ellos las moléculas lipidicas de cadena larga, como los acidos grasos y sus derivados.
Recientemente se ha reportado la actividad citotoxica de un extracto lipidico de la
semilla de aguacate nativo mexicano (LEAS) en lineas celulares de cancer humano
(cancer de colon y cancer de mama) y de animales (osteorsacoma canino y melanoma
de ratén). Sin embargo, se desconoce cual es la molécula del extracto responsable de
la actividad citotoxica. Por lo que la identificacion de la(s) molécula(s) citotoxicas de
LEAS favorecera su purificacion para futuros estudios in vivo que permitan sentar las

bases para el desarrollo de nuevos compuestos con actividad anticancerosa.
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V. HIPOTESIS

Las acetogeninas de 17 C del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo
mexicano (Persea americana var. drymifolia) tienen propiedades citotdéxicas en las

lineas celulares cancerosas.
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VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Determinar si las acetogeninas de 17 C son las moléculas responsables de la actividad
citotéxica del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo mexicano (Persea

americana var. drymifolia) sobre las lineas celulares cancerosas.
6.2 Objetivos especificos

1) Evaluar las propiedades citotoxicas de las fracciones del extracto lipidico de la
semilla de aguacate nativo mexicano en las lineas celulares cancerosas.

2) Determinar el mecanismo de muerte inducido por la fraccion citotoxica en las
lineas celulares cancerosas.

3) ldentificar la(s) molécula(s) responsable(s) de la actividad citotdxica del extracto

lipidico de la semilla de aguacate nativo mexicano.
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VII.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo 1

Obtencion de
LEAS

Método de Soxhlet

Determinacion
del efecto
citotoxico de
LEAS

Ensayos de exclusion
por azul tripano

_ Fraccionamiento
de LEAS
Cromatografia en
columna
Determinacion
— de la fraccion
citotoxica
Ensayos de exclusion
por azul tripano

Objetivo 2

Determina_cién
— del mecanismo
de muerte

| Ensayos Anexina
VITAAD
Citometria de flujo

Analisis de
—— actividad de
caspasas 8y 9

Citometria de flujo
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VII. MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

En este trabajo se utilizé la linea celular B16-FO (ATCC CRL-6322™) de melanoma
murino, y las lineas celulares cancerosas humanas de cancer de mama MCF-7
(ATTCC HTB-22™) y MDA-MB-231 (ATCC HTB-26™). Las células se cultivaron de
acuerdo con lo reportado por el grupo de trabajo (Lara-Marquez et al., 2020). Las
células B16-FO se cultivaron en placas de 5 mL con medio Eagle modificado de
Dulbecco alto en glucosa (Sigma, cat. D5648-10X1L), suplementado con 5% de suero
fetal bovino (Biowest, cat. BIO-S1400), 5% de suero de ternera (Biowest, cat. BIO-
S0400-500), 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, cat. 15140122), y 0.1%
anfotericina B (Invitrogen, cat. A2942), pH 7.4. Para el caso de las células MDA-MB-
231 se cultivaron en placas de 5 mL con medio Eagle modificado de Dulbecco alto en
glucosa (Sigma), suplementado con 5% de suero fetal bovino (Biowest), 5% de suero
de ternera (Biowest), 0.1% de L-glutamina (Invitrogen, cat. 25030081), 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco), y 0.1% anfotericina B (Invitrogen), pH 7.4. Las
células MCF-7 se cultivaron en placas de 5 mL para cultivo celular con medio Eagle
modificado de Dulbecco/F-12 de Ham (Sigma, cat D8900), suplementado con 5% de
suero fetal bovino (Biowest), 5% de suero de ternera (Biowest), 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco), y 0.1% anfotericina B (Invitrogen), pH 7.4. Las
células de epitelio mamario bovino (CEMB) se cultivaron en medio Eagle modificado
de Dulbecco/F-12 de Ham, suplementado con 10% suero fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco), y 0.1% anfotericina B (Invitrogen), 10 ug/mL de
insulina (Sigma) y 10 pg/mL de hidrocortisona (Sigma), pH 7.4. Las células se

mantuvieron en incubacion a 5% CO2 y 37°C hasta alcanzar el 80% de confluencia.
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Tabla 4. Caracteristicas de las células cancerosas.

B16-F0 MCF-7 MDA-MB-231
Organismo Mus musculus, raton | Homo sapiens, | Homo sapiens,
humano humano
Clasificacion Eucariota, Animalia, | Célula epitelial Célula epitelial
Metazoos,
Cordados,
Vertebrados,
Tetrapodos
Morfologia Mezcla de células | Epitelial Epitelial
fusiformes y
epiteliales.
Tejido Piel Mama; glandula | Mama; glandula
mamaria mamaria
Enfermedad Melanoma Adenocarcinoma | Adenocarcinoma
Propiedades de | Adherente Adherente  y/o | Adherente
crecimiento suspension
Tumorigénico Si Si Si

Obtencién del extracto lipidico de la semilla de aguacate (LEAS)

Los frutos del aguacate mexicano (P. americana var. drymifolia) se recolectaron en
estado de madurez fisiologica en el municipio de Tingambato, Michoacan, México.
LEAS se obtuvo segun lo reportado previamente (Baez-Magafia et al., 2019).
Brevemente, se trituraron las semillas congeladas y se realizé una extraccién Soxhlet
con hexano (Meyer, cat. 1480-18) por 14 h de reflujo a 60°C. El extracto se filtré con
papel Whatman y se enfrié durante 12 h a -18°C para obtener los cristales de LEAS,
los cuales posteriormente se secaron con nitrégeno gaseoso. Los cristales se
resuspendieron en dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, cat. D1435-500ML) para los
analisis de citotoxicidad y en hexano para fraccionar el extracto por cromatografia en

columna.
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Fraccionamiento del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo mexicano

El fraccionamiento de LEAS se realiz6 mediante cromatografia en columna. Para ello
se empaquetd una columna de vidrio de 1 x 12 pulgadas con 35 g de gel de silice
(Sigma, cat. 288624) y se equilibr6 con hexano (Meyer), acetato de etilo (J.T. Baker,
cat. 15538664), isopropanol (J.T. Baker, cat. 15598574), y acido acético (J.T. Baker,
cat. 15541152) en una relacion 40:20:5:1. Las condiciones de corrida fueron las
siguientes: velocidad de goteo: 60 gotas/min y un volumen inicial: 70 mL. Se
recuperaron 4 fracciones: fraccién 1 (12 mL), fraccion 2 (10 mL), fraccion 3 (10 mL) y
la fraccion 4 (50 mL), las cuales se analizaron mediante cromatografia en capa fina
(TLC) utilizando la mezcla de disolventes anteriormente descrita. El revelado de la TLC
se realizé usando iodo sublimado. Las fracciones se secaron con nitrdgeno gaseoso y
se resuspendieron en DMSO 2.5% y etanol 2.5%. La citotoxicidad de las fracciones se
evalud en las siguientes lineas celulares cancerosas: B16-FO de melanoma murino,

MCF-7 y MDA-MB-231 de cancer de mama, como se describe a continuacion.
Ensayos de viabilidad celular

Los efectos citotdxicos de las fracciones de LEAS se determinaron a través del ensayo
de exclusioén por azul tripano (Lara-Marquez et al., 2020). Para la linea celular B16-FO
se cultivaron 3,000 células/pozo en cajas de 96 pozos en medio DMEM alto en glucosa
suplementado, se sincronizaron con medio sin suplementos durante 24 h y fueron
expuestas a diferentes concentraciones (10-80 uyg/mL) de las fracciones colectadas
por 24 h. Las células MCF-7 (10,000 células/pozo) se cultivaron en cajas de 96 pozos
en medio DMEM/F12 suplementado, se sincronizaron con medio sin suplementos
durante 24 h y fueron expuestas por 48 h a diferentes concentraciones de las
fracciones (12.5-100 pg/mL). Las células MDA-MB-231 (20,000 células/pozo) se
cultivaron en cajas de 96 pozos en medio DMEM alto en glucosa suplementado, se
sincronizaron con medio sin suplementos durante 24 h y fueron expuestas a las
fracciones colectadas por 48 h a concentraciones de 12.5-100 ug/mL. Para determinar
el efecto de las fracciones en células sanas, se utilizaron células de epitelio mamario
bovino (CMEB), para lo cual se cultivaron 10,000 células/pozo en medio F12

suplementado y fueron expuestas a concentraciones de 10-100 ug/mL de las
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fracciones durante 24 h. En todos los casos, una vez transcurrido el tiempo de
tratamiento, las células fueron recolectadas después de ser desprendidas de las cajas
de cultivo con tripsina, la cual se inactivo con medio suplementado. La suspension
celular obtenida se mezclé 1:1 con azul tripano (Sigma, cat. T8154) y se contd el
namero de células viables y muertas en un microscopio invertido (Zeiss) utilizando un
hemocitémetro. Los resultados de viabilidad celular se reportan como el porcentaje de
células viables con respecto a las células tratadas con el vehiculo. La concentracion
medio inhibitoria (ICso) se calculdo mediante un analisis de regresion lineal utilizando el
programa Excel (Microsoft). Los datos de proliferacion celular se obtuvieron graficando
el numero total (vivas y muertas) de células obtenidas después de cada tratamiento.

Determinacion del mecanismo de muerte celular y activacion de caspasas

Para determinar la tasa de apoptosis se realizo el ensayo de anexina V, utilizando las
lineas celulares cancerosas B16-FO (12,000 células/pozo), MCF-7 (40,000
células/pozo) y MDA-MB-231 (80,000 células/pozo). Para ello, las células fueron
cultivadas en placas de 24 pozos como se describido anteriormente. Los cultivos
celulares se sincronizaron por restriccion de nutrientes durante 24 h antes del
tratamiento con las fracciones citotéxicas de LEAS, después las células se incubaron
con las concentraciones establecidas experimentalmente. Las células se recuperaron
por desprendimiento con tripsina, luego se centrifugaron a 1,500 rpm por 10 min a 4°C,
luego se lavaron con 1 mL de PBS y se centrifugaron a 1,500 rpm por 10 min a 4°C.
Las células se incubaron en agitacion por 15 min a temperatura ambiente con anexina
V (Invitrogen, cat. A13201) y 7-AAD (7-aminoactinomicina D), (Invitrogen, cat. 420404),
finalmente se afiadieron 80 uL de buffer de anexina y se mantuvieron en hielo hasta
Su uso. La tasa de apoptosis se determiné utilizando el citometro de flujo Accuri-C6
(BD Biosciences), se utilizo6 como control positivo de apoptosis actinomicina D
(Guzman-Rodriguez et al.,, 2016). Los porcentajes de células fluorescentes y la
intensidad de fluorescencia media se determinaron a partir de los histogramas de la

emision de fluorescencia en los graficos.

La actividad de caspasas 8 y 9 se evalud utilizando el kit CaspGLOW™

Fluorescein Active Caspase Staining kit de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Las células B16-FO, MCF-7 y MDA-MB-231 se cultivaron en placas de 24
pocillos y se incubaron con las fracciones citotoxicas durante 24 h. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacidon, las células se recuperaron mediante
desprendimiento con tripsina, se centrifugaron a 3,000 rpm por 5 min y se incubaron
en oscuridad con los sustratos de las caspasas: FITC-IETD-FMK para la caspasa 8 y
FITC-LEHD-FMK para la caspasa 9, durante 60 min a 37°C con un 5% de COa.
Posteriormente las células se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 min a -4°C y se
elimino el sobrenadante. Finalmente se realizaron dos lavados con el buffer de lavado.
La fluorescencia se evalud en un citometro de flujo Accuri-C6 (BD Biosciences) y se
analizé con el software FlowJo X 10.0.7 (Flores et al., 2019).

Derivatizacion de las fracciones citotoxicas

Una vez identificada las fracciones citotdxicas, estas se colocaron en un Reacti-vial de
manera independiente, el cual se sec6 con nitrdgeno gaseoso, después se adicionaron
100 pL de diclorometano y 1 mL de NaOH 0.5 N (Sigma, cat. 1310-73-2) en metanol,
el vial se calent6 a 90°C durante 10 min y se dej6 enfriar hasta 30°C aproximadamente,
después se adicion6d 1 ml de trifluoruro de boro en metanol, se calenté hasta 90°C
durante 10 min y se enfrié hasta 30°C. Con la ayuda de una pipeta Pasteur se transfirio
toda la muestra del Reacti-vial a un tubo de ensaye (“‘tubo 1”). A continuacion, se
adicion6 1 ml de hexano (Meyer) y se agit6 vigorosamente en un vortex. La fase
superior se transfirié a un tubo de ensaye nuevo (“tubo 2”). Después se adicion6 1 ml
de hexano al tubo 2 y se agitdé con un vortex, nuevamente la fase superior se transfirid
a un nuevo tubo de ensaye y se agregé 1 ml de agua destilada, la fase superior se
pasé a través de una columna (Poly-prep, Chromatography columns) rellena con
NaSOa (Sigma, cat. 7757-82-6), la fase organica se recuper6 en un tubo nuevo, el cual

se llevo a sequedad con nitrdgeno gaseoso.

Identificacion de los compuestos por cromatografia de gases acoplada a

espectometria de masas (CG-EM)

Se inyectaron 3 pL de la muestra derivatizada (10 mg/mL) tipo split (50:1) en un

cromatografo (Agilent 6890) acoplado a un detector selectivo de masas Agilent 5973N,
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equipado con columna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm, 0.25 um). La corrida se
realiz6 con las siguientes condiciones: Temperatura del inyector, 270°C; temperatura
del detector, 300°C. Las condiciones de operacion del horno fueron las siguientes: La
temperatura inicial fue de 150°C por 3 min, con un incremento gradual de 5°C por
minuto hasta 278°C mantenida por 12 min (tiempo total de 40.6 min), post-corrida a
300°C por 3 min. La identificacién de los compuestos se realiz6 por comparacion de
su espectro de masas y el tiempo de retencién, de acuerdo con la base de datos
espectrales NIST/EPA/NIH, “Chem Station” Agilent Technologies Rev. D.04.00 (2011).

Para la cuantificaciéon se utilizd el estandar metil éster octadecanoato.
Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el software JMP 18 y GraphPad Prism 8.0.1 mediante un
andlisis de varianza unidireccional (ANOVA una via), utilizando la prueba post hoc de
Tukey para los resultados de viabilidad y proliferacion celular. Para el caso de los
resultados de determinacion del mecanismo de muerte se realizé un andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA una via) utilizando la prueba post hoc de Dunnett. Los
datos se representan como la media * errores estandar (EE) con un nivel de
significancia de p < 0.05. Las figuras se realizaron con el software GraphPad Prism
8.0.1
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IX. RESULTADOS
9.1 Obtencidn del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo mexicano

El extracto lipidico de la semilla (LEAS) de aguacate nativo mexicano (P. americana
var. drymifolia) se obtuvo mediante una extraccion de Soxhlet con hexano durante 14
h a 60° C, como se muestra en la Fig. 5a. A partir de 500 g de semilla triturada se
recuperaron cristales ricos en acidos grasos y derivados de acidos grasos con un
rendimiento del 0.2% (Fig. 5b). El extracto obtenido fue monitoreado por cromatografia
en capa fina (TLC) para determinar la composicion de LEAS. Mediante la TLC se
identificaron cinco bandas mayoritarias con un factor de retencién (FR) de 0.40, 0.53,
0.64, 0.80 y 0.90 (Fig. 5¢).

c)
+— FR=0.90

. +~— FR=0.80

~ «— FR=0.64
+<— FR=0.53

+<— FR=0.40

Figura 5. Obtencién del extracto lipidico de la semilla de aguacate (LEAS). a)
Equipo Soxhlet, se muestra el matraz que contiene el solvente (hexano) utilizado en la
extraccidn. Las condiciones de extraccion fueron: 14 h de reflujo a una temperatura de
60°C. b) Cristales de LEAS. c) Cromatografia en capa fina (TLC) de LEAS. Se realiz6
una TLC utilizando la siguiente mezcla de solventes: hexano, acetato de etilo,
isopropanol, acido acético (40:20:5:1), el revelado de la TLC se realizé usando iodo
sublimado. Se muestran los valores del FR de las principales bandas, el cual se calculd
como la distancia recorrida del componente entre la distancia recorrida del disolvente.
FR: factor de retencion.
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Viabilidad (%)

Del extracto obtenido una parte se diluyé en DMSO obteniéndose un “stock madre” de

80 mg/mL que se utilizd para realizar las pruebas de citotoxicidad, y otra parte se diluyo

en hexano (5 mg/mL) para llevar a cabo el fraccionamiento de LEAS mediante la

cromatografia en columna.

9.2 Determinacion del efecto citotoxico del extracto lipidico de la semilla de
aguacate en lineas celulares cancerosas

El efecto citotoxico de LEAS se determind mediante ensayos de exclusion por azul

tripano a las 24 h en la linea celular B16-FO de melanoma murino. Las células fueron

tratadas con LEAS a las concentraciones de 5, 10, 15, 20, y 30 ug/mL, el vehiculo

(DMSO 0.1%) y actinomicina D (2.5 yuM) como control positivo de muerte celular. Los

resultados mostraron una disminucion de la viabilidad celular dependiente de la

concentracion. A las 24 h de incubacion con LEAS se observé que la concentracion

de 30 pg/mL disminuy6 la viabilidad en un 60% con respecto al vehiculo (Fig. 6a).

Mediante un analisis de regresion lineal se calculé una concentracion media inhibitoria
(ICs0) de 25.3 yg/mL a las 24 h.
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Figura 6. Efecto citotoxico del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo
mexicano en las células B16-FO de melanoma murino. Las células fueron tratadas
con LEAS (5, 10, 15, 20 y 30 pg/mL), el vehiculo (DMSO 0.1%) y actinomicina D (2.5
MM). El efecto citotdxico fue evaluado mediante ensayos de exclusion por azul tripano
a las 24 h. (a) viabilidad y (b) proliferacion celular. La viabilidad celular se calculo
respecto al vehiculo y se calcul6 la concentracion media inhibitoria mediante un
analisis de regresion lineal. Los datos presentan la media + EE. ANOVA de una via,
post hoc Tukey (p < 0.05). Letras diferentes representan diferencias significativas. n=9
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El efecto de LEAS en la proliferacion celular se determiné contando el nimero
de células totales (vivas y muertas) en los tratamientos (Fig. 6b). Se obtuvo que LEAS
disminuyo el numero de células en un 40% en la concentracion de 30 ug/mL, con

respecto al vehiculo.

Posteriormente se evalud el efecto citotoxico de LEAS en las lineas celulares
cancerosas humanas. Se utilizaron dos lineas celulares de cancer de mama diferentes:
MCF-7 como modelo de cancer epitelial y primario y MDA-MB-231 como modelo triple
negativo mesenquimal, para evaluar el efecto de LEAS en diferentes aspectos de la
progresion del cancer. El efecto de LEAS en la viabilidad y proliferacion celular fue
evaluado mediante ensayos de exclusion por azul tripano. Las células fueron tratadas
con las concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50 y 60 pg/mL de LEAS, el vehiculo y
actinomicina D como control positivo de muerte durante 24 h. LEAS disminuyo la
vialidad e inhibio la proliferacion celular de manera dependiente de la concentracion
en comparacion con el vehiculo en las lineas celulares MCF-7 (Fig. 7a, b) y MDA-MB-
231 (Fig. 8a, b). En el caso de la viabilidad, mediante un andlisis de regresion lineal se
determind una ICso de 37.17 yg/mL para MCF-7 y una ICso de 30.14 pg/mL para MDA-
MB-231.
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Figura 7. Efecto citotoxico del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo
mexicano en las células MCF-7 de cancer de mama. a) Viabilidad, b) proliferacién
celular. Las células fueron tratadas con LEAS (10, 20, 30, 40, 50 y 60 pg/mL), el
vehiculo (DMSO 0.1%) y actinomicina D (16 pM). El efecto citotdxico fue evaluado
mediante ensayos de exclusion por azul tripano a las 24 h. La viabilidad celular se
calculo respecto al vehiculo y se estimé la concentracion media inhibitoria mediante
un analisis de regresion lineal. Los datos presentan la media + EE. ANOVA de una via,
post hoc Tukey (p < 0.05). Letras diferentes representan diferencias significativas. n=9
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Figura 8. Efecto citotoxico del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo
mexicano en las células MDA-MB-231 de cancer de mama. a) Viabilidad, b)
proliferacion. Las células fueron tratadas con LEAS (10, 20, 30, 40, 50 y 60 ug/mL), el
vehiculo (DMSO 0.1%) y actinomicina D 16 uM. El efecto citotoxico fue evaluado
mediante ensayos de exclusion por azul tripano las 24 h. La viabilidad celular se calculé
respecto al vehiculo y se estimé la concentracién media inhibitoria mediante un analisis
de regresion lineal. Los datos presentan la media + EE. ANOVA de una via, post hoc
Tukey (p < 0.05). Letras diferentes representan diferencias significativas. n=9

9.3 Fraccionamiento del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo

mexicano

El fraccionamiento del extracto lipidico de la semilla de aguacate se realizé6 mediante
cromatografia en columna como se describié en materiales y métodos. Para identificar
las bandas obtenidas se realiz6 una cromatografia en capa fina, se recuperaron cuatro
fracciones (Fig. 9) con diferente factor de retencion (RF: 0.80, 0.68, 0.53 y 0.40), las
cuales corresponden a las bandas mayoritarias presentes en el extracto. Las
fracciones obtenidas se secaron con nitrégeno gaseoso y se diluyeron en DMSO
(2.5%) - etanol (2.5%) para obtener un stock de 100 pg/mL, los cuales se utilizaron

para llevar a cabo los ensayos de citotoxicidad.
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Figura 9. Cromatografia en capa fina (TLC) de las fracciones obtenidas por
cromatografia en columna del extracto lipidico de la semilla de aguacate. Se
realiz6 una cromatografia en capa fina utilizando la mezcla de solventes hexano,
acetato de etilo, isopropanol, acido acético (40:20:5:1) para visualizar la composicion
de las fracciones recuperadas. Las placas secas fueron reveladas con iodo sublimado.
Se reportan los valores de FR para cada banda. Los numeros en el eje de las X
corresponden al nimero de la fraccion. E= extracto LEAS.

9.4 Evaluacion del efecto citotéxico de las fracciones del extracto lipidico de la
semilla de aguacate nativo mexicano

9.4.1 Las fracciones del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo
mexicano disminuyen la viabilidad e inhiben la proliferacién celular de la linea
celular cancerosa B16-FO

El efecto citotoxico de las fracciones obtenidas de LEAS se evalud inicialmente en las
células B16-FO mediante ensayos de exclusion por azul tripano a las 24 h. Las células
fueron tratadas con las fracciones 1y 2 (10, 20, 30, 40, 50, 60 ug/mL), y las fracciones
3y4 (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70y 80 ug/mL), el vehiculo (DMSO 0.05% y etanol 0.05%)
y actinomicina D (2.5 yM) como control positivo de muerte celular. Los resultados
mostraron que la fraccion 1 no afect6 la viabilidad celular (Fig. 10a) debido a que no
se observé diferencia significativa en comparacion al vehiculo. Respecto a la fraccion
2, esta disminuy6 un 30% la viabilidad (Fig. 10b). Los efectos mas significativos se

observaron en las fracciones 3 (Fig. 10c) y 4 (Fig. 10d), donde se observé una
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disminucién de la viabilidad dependiente de la concentracion, determinando una ICso
de 62.2 ug/mL y 61.14 ug/mL para la fraccion 3 y 4, respectivamente. Para determinar
si las fracciones de LEAS afectaban la proliferacion celular, las células fueron tratadas
con las fracciones 1, 2, 3y 4 (Fig. 11 a-d) durante 24 h. La fraccién 1 no afecto la
proliferacion. En el caso de la fraccion 2 se observd un efecto a partir de la
concentracion de 20 ug/mL. Sin embargo, el efecto fue més notorio con las fracciones

3 (Fig. 11c) y 4 (Fig. 11d), ya que estas provocaron una disminucién en el nimero total
de células de un 45 y 60%, respectivamente.
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Figura 10. Efecto citotoxico de las fracciones del extracto lipidico de la semilla
de aguacate en las células B16-FO0. Las células fueron tratadas con la fraccién 1 (a),
2 (b), 3 (c)y 4 (d) de LEAS a diferentes concentraciones. Se utiliz6 como vehiculo
DMSO 0.5% y etanol 0.5%, y como control positivo de muerte celular actinomicina D
(2.5 uM). El efecto citotdxico fue evaluado mediante ensayos de azul tripano a las 24
h. La viabilidad celular se calcul6 respecto al vehiculo. Los datos presentan la media

+ EE. ANOVA de una via, post hoc Tukey (p < 0.05). Letras diferentes representan
diferencias significativas. n=9
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Figura 11. Las fracciones del extracto lipidico de la semilla de aguacate inhiben
la proliferacion de células B16-FO0. Las células fueron tratadas con la fraccion 1 (a),
2 (b), 3(c) y 4 (d) de LEAS. Se utiliz6 como vehiculo DMSO 0.05% y etanol 0.05% y
como control positivo de muerte celular actinomicina D (2.5 uM). El efecto en la
proliferacion celular fue evaluado mediante ensayos de exclusion con azul tripano a
las 24 h. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas. Los datos
presentan la media + EE. ANOVA de una via, post hoc Tukey (p < 0.05). n=9

9.4.2 Las fracciones del extracto lipidico de la semilla de aguacate nativo
mexicano disminuyen la vialidad y la proliferacion en células de cancer de mama
Para determinar si las fracciones con efectos citotoxicos (fraccion 3y 4) en la linea
celular B16-FO de melanoma murino tienen propiedades citotoxicas en células
cancerosas humanas, las fracciones fueron evaluadas en las lineas celulares de
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.
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El efecto de las fracciones en la disminucion de la viabilidad y proliferacion
celular fue evaluado mediante ensayos de exclusion por azul tripano a las 48 h. Las
células fueron tratadas con el vehiculo (DMSO 0.05% y etanol 0.05%), actinomicina D
como control positivo de muerte y la fracciones 3 y 4 a las concentraciones de 12.5.
25, 50, 75, y 100 ug/mL. Con respecto a la linea celular cancerosa MCF-7 la fraccién
3 a la concentracién de 100 pg/mL disminuyd la viabilidad celular 40% con respecto al
vehiculo (Fig. 12a); mientras que la fraccidén 4 disminuyo la viabilidad hasta en 50% a
la concentracion de 100 ug/mL (Fig. 12c). Ademas de afectar la viabilidad celular,
también se demostr6 que las fracciones 3 (Fig. 13b) y 4 (Fig. 13d) inhiben la
proliferacion celular de las células MCF-7 en un 50% a la concentracién de 100 ug/mL.
En esta linea celular no se pudo estimar una ICso para las fracciones 3 y 4; sin

embargo, se determino una IC2s de 75 pug/mL y de 50.8 pg/mL, respectivamente.
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Figura 12. Efecto de las fracciones 3 y 4 del extracto lipidico de la semilla de
aguacate sobre la viabilidad y proliferaciéon de las células MCF-7. Las células
fueron tratadas con las fracciones 3 (a,b), y 4 (c,d) a las concentraciones de 12.5, 25,
50, 75y 100 pg/mL. Se utiliz6 el vehiculo DMSO 0.05%- etanol 0.05% y como control
positivo de muerte celular actinomicina D (16 uM). El efecto sobre la viabilidad (a,c) y
la proliferacién celular (b,d) fue evaluado mediante ensayos de exclusién por azul
tripano a las 48 h. La viabilidad celular se calculo respecto al vehiculo. Los datos
presentan la media £+ EE. ANOVA de una via, post hoc Tukey (p < 0.05). Letras
diferentes representan diferencias significativas. n=9
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En la linea celular cancerosa MDA-MB-231 se determiné que la fraccion 3 (Fig.
13a) disminuy6 40% la viabilidad celular a la concentracién de 100 pyg/mL, mientras
que la fraccidon 4 (Fig. 13c) disminuy¢ la viabilidad hasta 90% a la concentracion de
100 pg/mL, determinando una ICso de 55 pug/mL para esta ultima fraccion. Ademas se
observé una disminucion en la proliferacion celular del 40% en comparacion al vehiculo
en las células MDA-MB-321 tratadas con la fraccion 3 (Fig. 13b) y una disminucion en
la proliferacion del 50% en células tratadas con la fraccion 4 a la concentracion de 100
pg/mL (Fig. 13d).
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Figura 13. Efecto de las fracciones 3y 4 del extracto lipidico de la semilla de
aguacate sobre la viabilidad y proliferacién de las células MDA-MB-231. Las
células fueron trataras con las fracciones 3 (a,b), y 4 (c,d) de LEAS a las
concentraciones de 12.5, 25, 50, 75 y 100 pg/mL. Se utilizé el vehiculo (DMSO
0.05%- etanol 0.05%) y como control positivo de muerte celular actinomicina D (16
MM). El efecto sobre la viabilidad (a,c) y la proliferaciéon celular (b,d) fue evaluado
mediante ensayos de exclusion por azul tripano las 48 h. La viabilidad celular se
calculo respecto al vehiculo. Los datos presentan la media + EE. ANOVA post hoc
Tukey (p < 0.05). Letras diferentes representan diferencias significativas. n=6
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9.4.3 Las fracciones del extracto lipidico de la semilla de aguacate no tienen
efectos citotoxicos en las células de epitelio mamario bovino

Para establecer si las fracciones de LEAS con efectos citotoxicos en células
cancerosas afectan a células sanas, estas fueron evaluadas en las células de epitelio
mamario bovino (CEMB). Las CEMB fueron tratadas con las fracciones 3 y 4 a las
concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80y 100 ug/mL, el vehiculo (DMSO 0.05%,
etanol 0.05%) y actinomicina D (15 yM) como control positivo de muerte por 24 h.
Mediante ensayos de exclusion por azul tripano, se determin6 que las fracciones 3
(Fig. 14a) y 4 (Fig. 14b) no tienen efecto citotoxico en las CEMB a las concentraciones
evaluadas, debido a que no se observé disminucion de la viabilidad celular en

comparacion al vehiculo, lo que sugiere selectividad hacia las células cancerosas.
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Figura 14. Las fracciones del extracto lipidico de la semilla de aguacate no
afectan la viabilidad de las células de epitelio mamario bovino (CEMB). Las
células se trataron con las fracciones 3 (a) y 4 (b) a las concentraciones de 10, 20,
30, 40, 50, 60, 80 y 100 pg/mL. Se utilizaron DMSO 0.05% y etanol 0.05% como
vehiculo, y actinomicina D (15 yM) como control positivo de muerte celular. El efecto
citotoxico se evalué mediante ensayos de exclusion con azul tripano a las 24 h. Los
datos presentan la media + EE. ANOVA de una via, post hoc Tukey (p < 0.05). Letras
diferentes representan diferencias significativas. n=9
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9.5 Las fracciones del extracto lipidico de la semilla de aguacate inducen
apoptosis através de la via intrinseca en las lineas celulares cancerosas

Una vez determinado el efecto citotdxico de las fracciones 3y 4 de LEAS en diferentes
lineas celulares cancerosas, se realizaron ensayos de citometria de flujo para
determinar el mecanismo de muerte inducido. Se utilizo anexina V como marcador de
apoptosis. Para determinar la tasa de apoptosis en la linea celular B16-FO0, las células
se trataron con las ICso de LEAS, de la fraccidén 3 y la fraccién 4 (Fig. 15). La fracciéon
3 aumento la apoptosis ~ 3.5 veces, mientras que la fraccion 4 indujo apoptosis ~ 3

veces después de 24 h de tratamiento.

a)
Células sin tefir Vehiculo Actinomicina D
w7 w' o1 02 W o1 oz
& :?.‘a‘.' o.eqsi 1° 292 L s Joss 0.34
10 'i 4 10
o j 10° 50 o
PR = :;I_L 8 e o
L% Q 2] “h 3" % b)
e iy W
mzé . ‘-_‘- 10?4 E

2

4
10 1
ANEXINA V ANEXINA Y ANEXINA V

3, 3, ]
el sl
o e 518 g
8 iw
- P P
gR "148
i o
@0
g 5,198
»
B8R %7959
=8
. l N
5 2 ]%e
©n
5, —
F 48
.
S, [
8 "138
F
Anexina V
(Fluorescencia relativa)
o L] = @ =)
- *
X
‘ ;
*
*

LEAS Fraccion 3 Fraccion 4
. 2,01
T

s s s © N ~

10 -g : w0 g [ | \(‘\) . &e \\.c,@ Q(,@ é,
Qo'+ b Q' 2 % & ((-‘\G ¥ & o
I AP 313 3 & K2 & &
~ a] B 5 ~ 2 o i & &

2 & 1 % g

o : 4 o

o' 04 o3 w0'{04 o3 o' 404 o3

. 1373 59.7 o 1627 25 o 724 250

R e e Ty ° Ty AL Bl b Ty Ty

" o 2 4 &
10 10 m" ms WU 1C|z 10 106 10 10 10 10

ANEXINA YV ANEXINA V ANEXINA V

Figura 15. Las fracciones 3 y 4 del extracto lipidico de la semilla de aguacate
inducen apoptosis en las células B16-FO0. a) Las células se trataron con LEAS (ICso
=25.3 pg/mL), la fraccion 3 (ICso =62.2 pg/mL) y 4 (ICs0 =61.14 pg/mL), el vehiculo
(DMSO 0.05%-etanol 0.5%) o actinomicina D (2.5 uM) durante 24 h y se analizaron
mediante citometria de flujo utilizando tincion con anexina V' y 7AAD para determinar
la tasa de apoptosis. Los cuadrantes Q1, Q2, Q3 y Q4 corresponden a células
necroticas, apoptosis tardia, apoptosis temprana y células vivas, respectivamente. (b)
El grafico muestran la intensidad relativa de fluorescencia de anexina V. ANOVA de
una via, post hoc Dunnett. * y ** indican diferencias estadisticamente significativas con
respecto al vehiculo (p < 0.05). Los datos representan la media £ EE de dos ensayos
independientes por duplicado (n=4).
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Posteriormente se realizaron ensayos de citometria de flujo para determinar la
actividad de la caspasa 8 (Fig. 16a) y la caspasa 9 (Fig. 16b), las cuales son
caracteristicas de las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis, respectivamente. A las
24 h de tratamiento se detectd que la fraccion 3 activa la caspasa 8 y 9, mientras que
la fraccion 4 solo indujo la activacion de la caspasa 9, indicando que se activa la via
intrinseca. Finalmente, LEAS indujo la activacion de las caspasas 8 (~ 6 veces) y 9 (~

7 veces).
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Figura 16. Las fracciones 3 y 4 del extracto lipidico de la semilla de aguacate
activan la caspasa 9 en las células B16-F0. Las células se analizaron mediante
citometria de flujo para determinar la activacion de la caspasa 8 (a) y la caspasa (9).
Las células se trataron con el vehiculo (DMSO 0.05%-etanol 0.05%), actinomicina D
(16 uM), LEAS (ICso= 25.3 pg/mL) y las fracciones 3 (ICso= 62.2 ug/mL) y 4 (ICso=
61.14 pg/mL) de LEAS durante 24 h. ANOVA de una via, post hoc Dunnett. *, **, y ***
indican diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo (p < 0,05).
Los datos representan la media + EE de dos ensayos independientes por duplicado
(n=4).

Adicionalmente, se analiz6 el mecanismo de muerte inducido en las células de
cancer de mama generado por el tratamiento con las fracciones de LEAS. Con
respecto a las células MCF-7 (Fig. 17), se determiné que la fraccion 3 aumenté la
apoptosis 5 veces, y la fraccion 4 aumenté la apoptosis ~ 6.5 veces a las 24 h. La
evaluacion de la actividad de caspasas en las células MCF-7 demostré que las
fracciones 3 (Fig. 18a) y 4 (Fig. 18b) activan ~ 1.5 veces solo la caspasa 9, la cual es

caracteristica de la via intrinseca.
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En las células MDA-MB-231 (Fig. 19) la fraccion 3 aumento la apoptosis de
manera similar a las células tratadas con LEAS (~ 3.5 veces), mientras que la fraccion
4 aumentd la apoptosis ~ 2.5 veces a las 24 h. Ademas se establecié que se activa
solo la caspasa 9 (~ 2.5 veces) en las células MDA-MB-231 al ser expuestas a la
fraccion 3 y la fraccion 4 durante 24 h, activando la via intrinseca de apoptosis (Fig. 20
a,b).
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Figura 17. Efecto apoptoético de las fracciones 3 y 4 del extracto lipidico de la
semilla de aguacate en las células MCF-7. a) Las células fueron tratadas con LEAS
(1IC50=37.17 pug/mL), la fraccion 3 y 4 a la concentracién de 100 pug/mL, el vehiculo
(DMSO 0.05%-etanol 0.5%) o actinomicina D (16 uyM) durante 24 h y se analizaron
mediante citometria de flujo utilizando la tincion con anexina V y 7AAD. Los
cuadrantes Q1, Q2, Q3 y Q4 corresponden a células necrdticas, apoptosis tardia,
apoptosis temprana y células sin tefiir, respectivamente. (b) El grafico muestra la
intensidad relativa de fluorescencia de anexina V. ANOVA de una via, post hoc
Dunnett. *, ** y *** indican diferencias estadisticamente significativas con respecto al
vehiculo (p < 0,05). Los datos representan la media + EE de tres ensayos
independientes por duplicado (n=6).
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Figura 18. Las fracciones 3 y 4 del extracto lipidico de la semilla de aguacate
activan la caspasa 9 en células MCF-7. Las células se analizaron mediante
citometria de flujo para determinar la activacion de la caspasa 8 (a) y la caspasa (9).
Las células se trataron con el vehiculo (DMSO 0.05%-etanol 0.05%), actinomicina D
(16 pM), LEAS (ICs50=37.17 ug/mL) y las fracciones 3 y 4 (100 pg/mL) durante 24 h.
ANOVA de una via, post hoc Dunnett. *, *** y **** ndican diferencias estadisticamente
significativas con respecto al vehiculo (p < 0,05). Los datos representan la media + EE
de dos ensayos independientes por duplicado (n=4).
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Figura 19. Efecto apoptético de las fracciones 3 y 4 del extracto lipidico de la
semilla de aguacate en células MDA-MB-231. a) Las células fueron tratadas con
LEAS (IC50=30.14 pg/mL), la fraccion 3 (100 pg/mL) y 4 (ICso: 55 pg/mL) el vehiculo
(DMSO 0.05%-etanol 0.5%) o actinomicina D (16 uM) durante 24 h y se analizaron
mediante citometria de flujo utilizando tincién con Anexina V y 7AAD. Los cuadrantes
Q1, Q2, Q3 y Q4 corresponden a células necroticas, apoptosis tardia, apoptosis
temprana y células sin tefiir, respectivamente. (b) El grafico muestran la intensidad
relativa de fluorescencia de Anexina V. ANOVA de una via, post hoc Dunnett. *, *** y
**** indican diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo (p <
0.05). Los datos representan la media + EE de dos ensayos independientes por
duplicado (n=4).
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Figura 20. Las fracciones 3y 4 de del extracto lipidico de semilla de aguacate
activan la caspasa 9 en células MDA-MB-231. Las células se analizaron mediante
citometria de flujo para determinar la activacion de la caspasa 8 (a) y la caspasa (9).
Las células se trataron con el vehiculo (DMSO 0.05%-etanol 0.05%), actinomicina D
(16 uM), LEAS (ICso= 30.14 pg/mL) y las fracciones 3 (100 pg/mL) y 4 (ICso= 55
pMg/mL) de LEAS durante 24 h. ANOVA de una via, post hoc Dunnett. *, ** y ***
indican diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo (p < 0,05).
Los datos representan la media + EE de dos ensayos independientes por duplicado
(n=4).

9.6 Identificacion de los compuestos citotoxicos de las fracciones del extracto
lipidico de la semilla de aguacate

Con el fin de analizar la composicion de las fracciones 3 y 4, primero se realizdé una
derivatizacién por el método de metilacion de &cidos grasos. Posteriormente, las
fracciones se analizaron mediante CG-EM, la identificacion de las moléculas se realiz6
utilizando las condiciones establecidas en el grupo de trabajo (Baez-Magaria et al.,
2019). Para la fracciébn 3 se obtuvo una molécula mayoritaria con un tiempo de
retencién de 18.86 y una abundancia del 40.7%, su espectro de masas sugiere que es
una acetogenina de 17 C (C19H3604) con un peso molecular de 328.48 g/mol, la cual
se muestra en la Fig. 21. La molécula correspondiente al tiempo de retencion 14.94
con una abundancia de 31.5% se trata de otra acetogenina de 17 C de estructura
similar. En la fraccion 4 se obtuvo un pico mayoritario en el tiempo de retencién de
13.03 con una abundancia de 52.21%, el espectro de masas obtenido sugiere que la
molécula mayoritaria es una acetogenina de 21 C (C23H4004) con un peso molecular
de 380.56 g/mol, la cual se muestra en la Fig. 22. El resto de los componentes de esta

fraccidén corresponden a otras acetogeninas de 21 C.
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Figura 21. Cromatograma de CG-EM de la fraccién 3 del extracto lipidico de la
semilla de aguacate nativo mexicano. El pico mayoritario corresponde al tiempo de
retencion de 18.86, con una abundancia de 40.7%. La identificacion de los compuestos
se realizé comparando su espectro de masas y su tiempo de retencion de acuerdo con
la base de datos espectrales NIST/EPA/NIH. Se indica la estructura de la molécula
mayoritaria (1-Acetoxi, 2,4-dihidroxi-heptadec-12,16-dieno).
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Figura 22. Cromatograma de CG-EM de la fraccion 4 del extracto lipidico de la
semilla de aguacate nativo mexicano. El pico mayoritario corresponde al tiempo de
retencion de 13.03 con una abundancia de 52.21%. La identificacion de los
compuestos se realizé comparando su espectro de masas y su tiempo de retencién de
acuerdo la base de datos espectrales NIST/EPA/NIH. Se indica la estructura de la
molécula mayoritaria (persina).
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X. DISCUSION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial (GLOBOCAN,
2022). No obstante, a pesar de la problemética de salud que ocasiona, las estrategias
de tratamiento convencionales se asocian con una baja selectividad hacia las células
cancerosas, el desarrollo de resistencia a los farmacos y por consecuencia efectos
adversos graves (Alonso et al.,, 2023). Esto genera la necesidad de encontrar
compuestos con actividad citotoxica mejorada y especifica contra las células
cancerosas. En este sentido las plantas han sido ampliamente estudiadas con esta
finalidad. Entre ellas el aguacate, planta en la que se han reportado actividades
citotdéxicas asociadas con mas de 20 compuestos bioactivos, entre ellos los acidos
grasos (AG) y sus derivados (DAG) (Ochoa-Zarzosa et al., 2021). En este trabajo se
logro identificar las moléculas asociadas con el efecto citotoxico de un extracto de la
semilla (LEAS) del aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia), las

cuales pertenecen a acetogeninas de 17y 21 C.

En estudios previos del grupo de trabajo se ha reportado la citotoxicidad de
LEAS en diversas lineas celulares cancerosas de humanos, como la linea celular
MCF-7 de cancer de mama (Solis-Avilés, 2021) y Caco-2 de cancer de colon (Lara-
Marquez et al., 2020); y de animales, como la D-17 de osteosarcoma canino (Padilla-
Arellanes et al., 2021) y B16-FO0 de melanoma murino (Garnica-Velazquez, 2023). Pero
se desconocia la molécula responsable de esta toxicidad. LEAS es un extracto lipidico
rico en AG de cadena larga y DAG como las acetogeninas alifaticas: avocatinas y
acidos grasos polihidroxilados de 17 C, pahuatinas de 19 C y persinas de 21 C. Cuando
es analizado por TLC se observan 4 fracciones claramente separadas (Baez-Magafia
et al., 2019). Por ello, LEAS se fraccioné mediante cromatografia en columna de gel
de silice, recuperando estas 4 fracciones con factores de retencion de 0.80, 0.68, 0.53,
0.40 (Fig. 9).

Con el fin de identificar las fracciones citotoxicas, se realizé una seleccion
dirigida evaluando su efecto citotoxico en las lineas B16-FO, MCF-7 y MDA-MB-231.
Se determind que solo las fracciones 3 (FR 0.53) y 4 (FR 0.40) tienen efectos

citotoxicos a través de la induccién de la apoptosis por la via intrinseca. Sin embargo,
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el efecto citotoxico de las fracciones 3 y 4 es menor en todas las lineas celulares
evaluadas en comparacion con el efecto obtenido con LEAS. En las células B16-FO
las 1Cso obtenidas con el tratamiento de las fracciones se incrementaron ~ 2 veces a
las 24 h en comparacion con la ICso de LEAS. Mientras que en las células MCF-7 no
se logro determinar una ICso con ambas fracciones a las 48 h. Para el caso de las
células MDA-MB-231 solo se determiné una ICso (55 pug/mL) con la fraccion 4 a las 48
h. Estos resultados sugieren que la actividad citotoxica de LEAS no esta relacionada
con la presencia de una sola molécula, sino al efecto combinando de moléculas, de
ahi la relevancia de identificar las moléculas responsables de la actividad citotoxica.
Seria interesante evaluar si la combinacion de las fracciones 3 y 4 potencia el efecto
citotoxico de las fracciones individuales y si estas recuperan la actividad de LEAS. Esto
considerando que las dianas bioldgicas reportadas para las acetogeninas de 17 y 21
C son diferentes (Butt et al., 2006; Lee et al., 2015), y a que se ha observado que la
bioactividad de las acetogeninas depende de la estructura de su cadena alifatica
(Rodriguez-Lo6pez et al., 2015).

Un punto para destacar es que las fracciones no afectaron la viabilidad de las
CEMB, lo que sugiere que pueden ser especificas hacia las células cancerosas. Esto
coincide con resultados previos del laboratorio, donde se habia determinado que LEAS
no afecta células sanguineas sanas, mostrando especificidad hacia células
cancerosas (Lara-Marquez et al.,, 2020). Este resultado también es similar a lo
reportado por Lee et al. (2015) donde la avocatina B fue selectiva en células de
leucemia mieloide aguda (LMA); ademas, se ha demostrado que el consumo de la
avocatina B no causa efectos téxicos en pacientes sanos (Ahmed et al., 2019). La
selectividad de las fracciones obtenidas hacia las células cancerosas es un aspecto
importante, debido a que los efectos adversos de los tratamientos contra el cancer se

asocian con una baja especificidad hacia estas células.

Por otra parte, los resultados mostraron que las fracciones tienen un efecto
citotoxico distinto en las células cancerosas evaluadas y que no afectan las células
sanas. En este estudio, las células B16-FO0 fueron mas susceptibles al tratamiento con

las fracciones, en comparacion con las lineas celulares de cancer de mama. Las
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células MCF-7 fueron las mas resistentes ya que no se logré determinar una ICso a las
48 h de tratamiento. Una posible explicacion a este comportamiento diferencial podria
ser la reprogramacion del metabolismo lipidico en las células cancerosas (Havas et
al.,, 2017). Se conoce que la acetogenina avocatina B puede ingresar a las
mitocondrias a través de la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1), donde altera la
oxidacion de &cidos grasos en células de LMA; ademas, el bloqueo de CPT1 anula los
efectos citotoxicos de la avocatina B (Lee et al., 2015). En este sentido, las células
MCF-7 presentan niveles bajos de la conjugacion de acidos grasos de cadena larga
con la carnitina para su transporte a las mitocondrias (Yadav et al., 2020), lo cual se
podria relacionar con la disminucion del efecto citotoxico de las acetogeninas
presentes en las fracciones. Adicionalmente en las células MCF-7 esta
sobreexpresada la sintasa de acidos grasos, lo que se asocia con canceres de mama
mas agresivos, esto debido a que la sobreexpresion de la sintasa de acidos grasos es
un mecanismo relacionado con la resistencia a farmacos contra el cancer (Zeng et al.,
2010). Por otro lado, se ha demostrado que el oncogén MYC altera el metabolismo de
las células cancerosas, y la expresion de MYC esta desproporcionadamente elevada
en el cancer de mama triple negativo (Carmada, et al.,, 2016), lo que podria
relacionarse con la disminucion del efecto citotoxicos de las fracciones en las células
MDA-MB-231.

La proliferacion descontrolada de las células cancerosas es un factor clave en
el crecimiento de un tumor y el desarrollo del cancer (Roger, 2021), por lo que la
inhibicion de la proliferacion es clave en la basqueda de tratamientos contra el cancer.
En este estudio se determin6 que LEAS inhibe la proliferacion en las células B16-FO
(40%), MCF-7 (50%) y MDA-MB-231 (30%), lo cual concuerda con lo obtenido
previamente con LEAS, donde se establece que inhibe la proliferacion en células MCF-
7 (Solis-Aviles, 2021) e induce la detencion del ciclo celular en la fase GO/G1 en células
Caco-2 de cancer de colon y D-17 de osteosarcoma canino (Lara-Marquez et al., 2021;
Padilla-Arellanes et al., 2021). De manera similar a lo obtenido con LEAS, las
fracciones 3y 4 inhibieron la proliferacion celular de las lineas de cancer. En las células
B16-FO0 la fraccién 3 y 4 inhibieron la proliferacion celular en un 45y 60 % a las 24 h.

Con respecto a las células MCF-7 se obtuvo la inhibicion de la proliferacion del 50%
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con la fraccion 3 y 4 a las 48 h; mientras que en las células MDA-MB-231 disminuyo
en un 40 y 50% después del tratamiento por 48 h. En concordancia con estos
resultados, D’Ambrosio et al. (2011) establecieron que las acetogeninas de 17 C
inhiben la proliferacion de células de cancer oral 83-01-82CA. Mientras que la persina
(21 C) inhibe la proliferacion de distintas lineas celulares de cancer de mama (MCF-7,
MDAMB-231 y T-47D) mediante la detencion del ciclo celular en la fase G2/M (Butt et
al., 2006). Resulta interesante evaluar en el futuro si el efecto antiproliferativo de las
fracciones 3y 4 de LEAS se deben a un arresto del ciclo celular en la fase GO/G1 como

lo reportado para LEAS en la linea D-17 (Padilla-Arellanes et al., 2021).

Una parte central de este trabajo fue la identificacion de la o las moléculas
responsables de la citotoxicidad de LEAS. A partir de las fracciones citotoxicas se
obtuvieron los cromatogramas por CG-EM. Los resultados obtenidos por esta
aproximacion experimental, y su comparacion con los estandares previamente
establecidos por el grupo de trabajo (Baéz-Magafa et al., 2019), sugieren que las
moléculas mayoritarias de la fraccion 3 son acetogeninas de 17 C (ej. 1-acetoxi, 2,4-
dihidroxi-heptadec-12,16-dieno), mientras que las moléculas mayoritarias de la
fraccion 4 son acetogeninas de 21 C (ej. persina). Estos resultados coinciden con
estudios previos que reportan que las moléculas mayoritarias de LEAS son las
acetogeninas de 17 y 21 C (Baez-Magafa et al., 2019; Lara-Marquez et al., 2020).
Ademas, la actividad citotéxica de la fraccion 3 (rica en acetogeninas de 17 C)
coinciden con el trabajo de Ding et al. (2009), quienes reportan la citotoxicidad de dos
acetogeninas de 17 C obtenidas de un extracto del mesocarpio aguacate Hass en
células de cancer oral. Asimismo, se ha reportado que la avocatina B (una mezcla de
avocadeno y avocadina, dos alcoholes grasos polihidroxilados de 17 carbonos)
disminuye la viabilidad de las células de leucemia mieloide aguda (OCI-AML2 y TEX)
(Lee etal., 2015; Tcheng et al., 2021). Interesantemente, Bdez-Magafia (2019) reporta
gue una acetogenina de 17 C, denominada kupandina, es la responsable de las
propiedades inmunomoduladoras del extracto, por lo que es necesario evaluar si estas
moléculas en realidad son las mismas o0 son distintas. Resultaria muy atractivo
determinar si la misma molécula es la responsable de la actividad inmunomoduladora

y citotoxica de LEAS. Respecto a las actividades citotoxicas de la fraccion 4 rica en
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acetogeninas de 21 C (como la persina), en coincidencia Ding et al. (2006) reportan

que la persina tiene efectos citotdxicos en células MCF-7 y MDA-MB-231.

Por otra parte, se ha determinado que el efecto citotoxico de LEAS esta
relacionado con la induccién de la apoptosis extrinseca e intrinseca en las células
cancerosas Caco-2 y D-17 (Lara-Marquez et al., 2020; Padilla-Arellanes, et al., 2021).
En este estudio en la linea celular B16-FO se obtuvo un aumento de apoptosis de 5.5
veces, mientras que en las lineas de cancer de mama se indujo apoptosis en ~8.5y
3.5 veces en MCF-7 y MDA-MB-231, respectivamente. Ademas se determiné que
LEAS activa la via extrinseca e intrinseca de apoptosis en las células B16-FO, MCF-7
y MDA-MB-231. Si bien en este estudio no se determinaron los mecanismos asociados
a la activacion de caspasas en las lineas celulares evaluadas, ya se han establecido
los mecanismos de LEAS en distintas células cancerosas. Lara-Marquez et al., 2020
reportaron que LEAS (ICso= 28 pug/mL) en células de cancer Caco-2 inhibe la oxidacion
de acidos grasos (45%), y promueve la produccion de ROS mitocondriales (52%)
causando estrés oxidativo, lo que conlleva a la pérdida en el potencial de la membrana
mitocondrial (58.2%) y posteriormente la activacion de apoptosis extrinseca e
intrinseca. En concordancia con estos resultados, Padilla-Arellanes et al., (2021)
establecieron que LEAS (ICso= 15.5 ug/mL) indujo la pérdida en el potencial de la
membrana mitocondrial, ocasionado por la produccién de O? y ROS mitocondriales,
lo cual es consistente con la activacion de apoptosis por via intrinseca. Mientras que
en células MCF-7 (ICso= 47 pg/mL) la induccion de apoptosis se relacioné con la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (41.5%). Estos resultados en conjunto
sugieren que la actividad anticancerosa de LEAS se relaciona con un efecto directo
sobre las mitocondrias. Adicional a esto, la induccion intrinseca de apoptosis en células
cancerosas es un factor clave en la busqueda de compuestos citotoxicos ya que podria
restaurar la sensibilidad de las células cancerosas a los tratamientos de radioterapia o
quimioterapia (Pazo, 2011), por lo que las moléculas con propiedades citotoxicas de
LEAS podrian ser utilizadas en modelos in vivo de cancer o en combinacién con

compuestos citostaticos.
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La via intrinseca de apoptosis es activada por estimulos internos, como dafio al
ADN, reprogramacion metabdlica o estrés oxidante, lo que provoca la pérdida de la
integridad de la membrana externa mitocondrial, la formacion de poros mitocondriales
y la liberacion del citocromo c, lo que resulta en la formacién del apoptosoma y la
activacion de la caspasa 9 (Grasso et al., 2020). Las alteraciones en la regulacion de
la apoptosis son criticas en el desarrollo y supervivencia de las células cancerosas y
en la resistencia al tratamiento. La inhibicion de la apoptosis es esencial en la
progresion del cancer y es un punto clave en el desarrollo de farmacos antitumorales
(Delgado-Waldo et al., 2024). En este estudio se determiné que las fracciones 3y 4 de
LEAS inducen apoptosis mediante la activacion de la caspasa 9 en células B16-FO,
MCF-7 y MDA-MB-231, lo que sugiere la induccion de la via intrinseca; sin embargo,
hacen falta mas estudios para determinar las vias o mecanismos asociados a la
activacion de apoptosis. Previamente se determind que la avocatina B induce
apoptosis en células leucémicas por la liberacion de las proteinas mitocondriales AlIF
y citocromo ¢, ademas de inhibir la oxidacion de acidos grasos, lo que caus6 una
reduccion de NADPH y GSH, produccién de ROS y muerte celular (Lee et al., 2015);
por lo que se podria hipotetizar que la fraccion 3 (acetogeninas 17 C) induce apoptosis
mediante cambios en el metabolismo energético mitocondrial. Los acidos grasos de
16 a 20 C pueden ingresar a la mitocondria mediante la CTP1, y acumularse en ellas
causando efectos lipotdxicos, debido a que los acidos grasos de cadena impar pueden
bloquear o reducir la eficiencia de la oxidacion de acidos grasos (Zeng, 2016; Tcheng,
2021). Con base a esto, la selectividad de la fraccion 3 hacia las células cancerosas
podria deberse al fenotipo mitocondrial de estas células, ya que las células cancerosas
tienen mayor masa mitocondrial en comparacion con las células normales (Boland,
2013).

Por otro lado, se ha reportado que las persinas inducen apoptosis dependiente
de caspasas en células de cancer de mama (MCF-7, T-47D y MDA-MB-231) activando
la via extrinseca e intrinseca. La activacion de la muerte celular de las células tratadas
con la persina sugiere que la apoptosis es inducida a través de un mecanismo
dependiente de la expresién de Bim, exclusiva de BH3, la cual es una proteina

proapoptética que induce apoptosis debido a alteracion en la integridad de los
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microtubulos (Butt et al., 2006). De manera contraria en este estudio se establecié que
la persina induce apoptosis en las células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231,
solo por la activacion de la via intrinseca, siendo las células MDA-MB-231 mas
susceptibles a la activacion de la caspasa 9 después del tratamiento con la fraccion 4.
No obstante hacen faltan estudios para determinar este fenomeno, ya que en estudios
previos Ding et al., (2007) reportaron que el efecto de la persina es independiente del
estado del receptor de estrogeno, p53 y Bcl-2 en las células cancerosas, lo que resalta
el potencial de las acetogeninas de 21 C como tratamiento terapéutico contra el

cancer.
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XI. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Determinar la estructura quimica de las moléculas de las fracciones 3 y 4.
Establecer los mecanismos o vias relacionadas con la induccion de apoptosis
intrinseca.

Determinar la fase del ciclo celular que se inhibe con el tratamiento de las
fracciones 3y 4.

Evaluar el efecto citotoxico conjunto de las fracciones 3 y 4 en células

cancerosas.
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XIl.  CONCLUSIONES

Las acetogeninas de 17 y 21 C son las responsables del efecto citotdxico del extracto
lipidico de la semilla del aguacate nativo mexicano en las lineas celulares B16-FO,
MCF-7 y MDA-MB-231, a través de la inhibicion de la proliferacion celular y la induccion

de la apoptosis por via intrinseca.
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