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Resumen

En el presente trabajo se describe el aislamiento de acetogeninas (ACG) a partir de las
semillas de Annona cherimolia Mill. y Annona muricata para su evaluacion toxicolégica.
En el caso de Annona cherimolia Mill se logré el aislamiento de tres ACGs
tetrahidroxiladas monotetrahidrofurano con férmula minima CzsHgO;, denominadas en
esta trabajo como 1F1, 2F2 y 2F3. Mediante HPLC mostraron tiempos de retencion de
14.08, 16.76 y 17.42 min, respectivamente, empleando como sistema de elucidon
MeOH:H,O (85:15). De Annona muricata se aislé una ACG tetrahidroxilada
monotetrahidrofuranica con formula minima CssHe,O7 y tiempo de retencién de 14.50 min,
empleando el sistema de disolventes mencionado anteriormente.

Considerando la actividad citotéxica que reportan in vitro para las ACGs, se desarroll6 un
modelo murino de cancer de colon donde se cuantificé la formacion y/o inhibicion de focos
de criptas aberrantes (FCA), esto con la finalidad de evaluar el efecto quimioterapéutico
producido por la ACG obtenida de Annona muricata en un estudio subcrénico de 6
semanas in vivo. Paralelamente se evalué el efecto genotdxico y citotoxico en sangre
periférica.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la ACG de Annona muricata evaluada
reduce hasta en un 80% el indice de lesiones preneoplasicas en el colon generadas por el
azoximetano (AOM) a una dosis de 0.17 mg/Kg tras seis semanas de tratamiento; el
efecto es secundado por la dosis de 0.7 mg/Kg con una reduccion del 60% vy, finalmente,
la dosis de 0.07 mg/Kg redujo el dafio 40%. La prueba de micronucleos (MN) indicé que la
ACG evaluada no induce dafio sobre el ADN, ya que en ninguna de las muestras
evaluadas se observa un incremento significativo en el nimero de MN presentes en
eritrocitos normocrémicos (ENC) con relacién al grupo administrado con el vehiculo.

Complementariamente, se realiz6 una evaluacion de ELISA para apoptosis, empleando
plasma sanguineo tomado en las semanas tres y seis posteriores al tratamiento con la
ACG. Los resultados fueron positivos para los tres grupos de ACG evaluados.



Abstract

The present work describes the isolation of acetogenins (ACG) from seeds of Annona
cherimolia Mill and Annona muricata and their evaluation of their genotoxic and citotoxic
properties. From A. cherimolia Mill three tetrahydroxylated monotetrahydrofuranic ACGs
containing CasHesO7 as general formula were isolated, which were named in this work as
1F1, 2F2 and 2F3 according of their retention time in HPLC (14.08, 16.767 and 17.417
min, respectively; MeOH:H,O, 88:12). From A. muricata was isolated another
tetrahydroxilated monoterahydrofuranic ACG with the same general formula (HPLC:
retention time 14.5 min; MeOH:H,0, 88:12).

According to the cytotoxic activity described for ACGs in in vitro studies, a murine model of
colon cancer in mice was developed, in which was quantil fied the formation of
aberrant crypt foci (AFC) to evaluate the chemotherapeutic effect of the ACG isolated from
A. muricata in a subcronic in vivo study during six weeks. The genotoxic and citotoxic
effects were also evaluated in peripheral blood.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que la ACG de Annona muricata evaluada
reduce hasta en un 80% el indice de lesiones preneoplasicas en el colon generadas por el
azoximetano (AOM) a una dosis de 0.17 mg/Kg tras seis semanas de tratamiento; el
efecto es secundado por la dosis de 0.7 mg/Kg con una reduccion del 60% vy, finalmente,
la dosis de 0.07 mg/Kg redujo el dafio 40%. La prueba de micronucleos (MN) indicé que la
ACG evaluada no induce dafio sobre el ADN, ya que en ninguna de las muestras
evaluadas se observa un incremento significativo en el nimero de MN presentes en
eritrocitos normocrémicos (ENC) con relacién al grupo administrado con el vehiculo.

The results showed that 0.17 mg/Kg of ACG from A. muricata reduces 80% the frequency
of preneoplastic colon damage induced by azoxymethane (AOM) during six weeks of
treatment. Similarly, 0.7 mg/Kg and 0.07 mg/Kg reduce the colon damage in 60 and 40%,
respectively. The micronucleus (MN) test revealed that ACG does not induce DNA
damage, since no one of the above doses increase the number of MN contained in
normochromic erythrocytes (NCE).

Finally, the ELISA test was performed to evaluate the apoptotic index, obtaining positive
results at all the above ACG doses and the AOM group.



1. Introduccion

Muchos compuestos quimicos que se usan actualmente como medicamentos se obtienen
de fuentes como las plantas y los hongos. Algunos se han encontrado de manera azarosa
y otros a partir de comunidades que los emplean tradicionalmente para aliviar ciertos
padecimientos. Los estudios al azar suelen ser altamente costosos y poco efectivos; sin
embargo, con mucha suerte se puede llegar a tener resultados tan exitosos como el
descubrimiento del taxol, extraido del arbol Taxus breviflora, que desde 1994 se usa para

el tratamiento de cancer de pecho™.

Tanto en los paises desarrollados como en los que se encuentran en vias de desarrollo el
uso de las plantas medicinales, o productos derivados de éstas, ha aumentado
considerablemente, aunque las causas sean diferentes. Los primeros principalmente por
tratarse de una moda, pero tanto en unos como en otros se ha presentado su uso en
forma indiscriminada, lo que ha traido como consecuencia, un aumento en el interés

cientifico y en la comprobacion de las propiedades atribuidas a las plantas medicinales?.

Considerando la rigueza cultural y de recursos naturales que presenta nuestro pais, el
estudio de la flora y la comprobacion de sus propiedades terapéuticas resulta relevante
desde un punto de vista cientifico y cultural. Por otro lado, la presencia de diversos
padecimientos cronico-degenerativos como el cancer, la diabetes, la hipertension, entre
otros ha motivado que los grupos de investigacion vuelvan la mirada a los productos

naturales, con la finalidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas3.



2. Antecedentes

2.1. Familia Annonaceae

En general, la familia Annonaceae es de distribucion subtropical como se muestra en la
figura 1 (4rea en rojo). Consta de 130 géneros con 2300 especies. Los usos mas
comunes para estas plantas van desde el cultivo para el consumo de sus frutos, la
obtencion de aceites para perfumeria y el interés por las propiedades de dureza y

elasticidad que presenta su madera, usada en la fabricacion de tacos de billar y arpones®.

Figura 1. Distribucién geogréfica de la familia Annonaceae.

En México, la familia Annonacea esta integrada por 75 géneros aproximadamente y un
poco mas de 600 especies, pero Unicamente cuatro géneros contienen especies de
importancia fruticola, éstos son: Annona, Rollinea, Uvaria y Asimina. Son originarias
principalmente de América Tropical y Subtropical de las que solamente de 8 a 10
especies del género Annona tienen importancia fruticola. En el pais existen alrededor de
16 especies de anonéceas con este interés, donde algunas especies de gran importancia
comercial son el guandbano (A. muricata), el chirimoyo (A. cherimola) y el anono (A.

reticulata)®.



2.1.1. Annona cherimolia Mill.

En el caso de Annona cherimolia Mill se sabe que ha sido empleada en la medicina
tradicional mexicana de diversas maneras. El té se emplea contra la diarrea, las
infecciones intestinales y la Ulcera. Las semillas molidas sin cascara se recomiendan
como emético e insecticida. El té de la cascara se usa contra la tos, los resfriados, la

gripe, la pulmonia y la neumonia®.

Figura 2. Fruto de Annona cherimolia Mill

La chirimoya es un fruto que crece en clima subtropical (Figura 2), semicaducifolio, cuyo
crecimiento y fructificacion natural son 6ptimos cuando la temperatura media anual esta

comprendida entre los 14 y 24 °C.*

2.1.2 Estudio fitoquimico en Annona cherimolia Mill.

Para aprovechar de una manera mas eficiente los recursos naturales y con el propésito de
encontrar productos naturales con aplicacion terapéutica, algunos organismos
internacionales, como el Instituto Nacional del Cancer (EUA), realizan actualmente
estudios fitoquimicos de la flora mundial.® En lo concerniente a la Annona cherimolia Mill,

3



varios grupos de trabajo han realizado estudios sobre la composicion quimica de las

hojas, tallo, semilla, corteza, raices y frutos.

A partir de dichos estudios se ha aislado una amplia variedad de compuestos, dentro de
los que se pueden mencionar ACG, alcaloides, amidas, aminas, flavonoides,
aminoacidos, y acidos grasos, muchos de los cuales han demostrado una variedad de

actividades bioldgicas (Tabla 1) **3.



Tabla 1. Compuestos aislados de Annona cherimolia Mill.**3

NOMBRE DEL | TIPO DE | FUENTE | ACTIVIDAD REFERENCIA
COMPUESTO COMPUESTO BIOLOGICA

REPORTADA
Annomolon A Acetogenina Semilla Citotoxica 9
34-epi-annomolon A Acetogenina Semilla Citotoxica 9
Amidas Amidas Corteza 7
Annomolon B Acetogenina Semilla Citotoxica 9
Annocherina Acetogenina Semilla Citotoxica 6
Cherimolina Alcaloide Corteza | ------------- 13
N-cis-cafeoiltiramina Amida Corteza | -------------- 12
Dihidro-feruloiltiramina | Amida Corteza | -------------- 12
Isomolvizarina-1 Acetogenina Raiz |- 11
Isocherimolina Acetogenina Raiz | - 11
Isomolvizarina-2 Acetogenina Raiz |- 11
Annomolina Acetogenina Semilla Citotoxica 10
Annocherimolina Acetogenina Semilla Citotoxica 10
Aromina-A Acetogenina Corteza Citotoxica 8
Annocherina A Alcaloide Corteza Inhibe 11

agregacion de

plaguetas
Annocherina B Alcaloide Corteza Inhibe 11

agregacion de

plaguetas
Cheranoina Alcaloide Corteza Inhibe 11

agregacion de

plaguetas




2.1.3 Annona muricata

Figura 3. Annona muricata

La Annona muricata es comiunmente conocida como guandbana (Figura 3). Su origen no
se conoce con certeza, sin embargo, actualmente se cultiva en América tropical, el

sudeste Asiatico y en las islas Filipinas™.

Dentro de la medicina tradicional las hojas se usan en infusibn como antidiarreicas y como
digestivas. Aplicadas localmente como cataplasma, son antiinflamatorias y se han

empleado en el caso de las paperas®.

Las flores son pectorales y febrifugas, por o que se usan en tisana en casos de gripe y
catarro bronquial. Poseen propiedades astringentes, colagogas (facilitan el vaciamiento de
la vesicula biliar), digestivas, y también vermifugas. Se recomienda a los hipertensos,

obesos, cardiacos, y diabéticos”.



2.1.4 Estudio fitoquimico de Annona muricata.

Es una de las annonaceas ampliamente estudiadas, lo mismo que en el caso de Annona

cherimolia, se han aislado metabolitos como alcaloides, acidos grasos, amidas y ACG

tanto de corteza, como de la semilla, el tallo y las hojas. En la Tabla 2, se mencionan

algunos de los compuestos aislados para esta especie

Tabla 2. Compuestos aislados de Annona muricata.

15-25

NOMBRE DEL TIPO DE FUENTE ACTIVIDAD REFERENCIA
COMPUESTO COMPUESTO BIOLOGICA
REPORTADA
Cis-annonacina Acetogenina Semillas Citotdxica 25
Annomuricin E Acetogenina Hoja Citotoxica 16
Cohibina Acetogenina Semillas Citotdxica 22
Acetogenina Acetogenina Semillas | - 19
Acido butanoico Aceite Semillas | - 21
Javoricina Acetogenina Semillas Citotoxica 25
Motecristin Precursor de | Raiz 15
Acetogenina
Cis-solamin Acetogenina Raiz Citotoxica 17
Acetogenina Acetogenina Semilla Citotoxica 20
Annopentocina Acetogenina Hojas Citotoxica 18
Longicin Acetogenina Semillas Citotoxica 23
Annomutacin Acetogenina Hoja Citotoxica 24




2.2 Acetogeninas (ACG)

2.2.1 Caracteristicas estructurales

Estructuralmente, las ACG son una serie de productos naturales de 35 o 37 carbonos
derivados de acidos grasos de 32 a 34 carbonos enlazados a una unidad de 2-propanol.
Usualmente, se caracterizan por una larga cadena alifatica unida en la parte terminal a un
anillo de una y-metil-y-lactona-a,B-insaturada, uno, dos o tres anillos de tetrahidrofurano
(THF) y algunos sustituyentes oxigenados a lo largo de la cadena, particularmente alfa a
un tetrahidrofurano, y en algunos casos puede contener dobles enlaces o epdéxidos

(Figura 4)%.

OH

R=0OHO6H

Figura 4. Estructura general de las ACG.

En el caso de ACG con férmula minima CzsHgsO+ se tienen reportes de diversas fuentes,
donde la variacién no solamente es la posicion de los sustituyentes hidroxilo a lo largo de
la cadena, sino también de la estereoquimica que presentan. En la Tabla 3 se presentan

compuestos reportados con dicha férmula minima.



Tabla 3. ACG tetrahidroxiladas C35 obtenidas de diversas fuentes.

23-29

Acetogenina Fuente Referencia

Longicin Asimina longifolia 2 23
Hojas

Annomutacin Annona muricata 6 24
Hojas

cis-annonacin Annona muricata 4 25

semillas
Arianacin Annona muricata 2 25
semillas

Javoricin Annona muricata 2 25
semillas

Glacins A Annona glabra 4 26
corteza

Glacins B Annona glabra 2 26
corteza

Rolliacocin Rollinia mucosa Baill 3 27
Fruto

Annonacin Annona densicoma 4 28
corteza

Asitrocin Asimina triloba 2 29
semillas




2.2.2 Mecanismo de accién de las ACG sobre el sistema celular.

Las ACG tienen la capacidad de bloguear la respiracion mitocondrial, al inhibir la NADH
ubiguinona reductasa (Complejo 1), una enzima unida a la membrana y esencial para la
produccién de ATP. Al interferir en la produccion de ATP se produce una disminucién en
la concentracion de esta molécula en el interior celular y en consecuencia se promueve la
muerte; por lo anterior, las ACG intervienen en el punto terminal de la cadena de
transferencia de electrones del Complejo | de forma similar a los inhibidores ordinarios de
la cadena respiratoria, aunque existen pocas similitudes estructurales entre las ACG y los

inhibidores convencionales, como la rotenona®-22,

Recientemente, se ha demostrado que las ACG también inhiben la actividad de la NADH
oxidasa presente en la membrana plasmatica. Este segundo modo de accion produce una
disminucion del nivel intracelular de ATP, bloqueando la regeneracion del NAD e
inhibiendo la fosforilacién glicolitica en el citosol; la combinaciéon de los dos modos de
accion promueven el proceso de apoptosis y explican la potencia de este tipo de

compuestos®*3*,

En estudios realizados in vitro se ha observado que las ACG presentan selectividad
contra las células tumorales, que puede ser explicada por la elevada actividad de la
NADH oxidasa que es peculiar en estos tipos celulares, asi como por un incremento en la

339 Ademas,

demanda de ATP que es inherente a su crecimiento incontrolado
investigaciones recientes vinculan a las modificaciones estructurales y funcionales del
Complejo | de la cadena respiratoria con enfermedades congénitas y adquiridas, dentro
de las que se pueden mencionar a la enfermedad de Huntington, la de Parkinson, y la

diabetes®. El estudio del Complejo | involucra en la actualidad la evaluacién de diversos
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agentes terapéuticos y plaguicidas™®.

En los dltimos afios se ha encontrado, a través del empleo de RMN, que las ACG tienen
la capacidad de complejarse con el ion Ca®*, y que la formacion de dicho complejo esta
relacionada con la configuracién relativa de las ACG. Como consecuencia de dicha accion
se ha postulado que quizas sea la formacion de este complejo el que interviene en la
inhibicion de la NADH ubiquinona reductasa, ya que ésta es una enzima dependiente de
calcio?**3, El calcio es un i6n que interviene en una variedad de procesos metabdlicos
como cofactor de diversas enzimas, por lo cual su captura, mediante la formacion de

complejos con las ACG puede madificar las funciones biolégicas.

2.2.3 Relacio6n estructura-actividad

Diversos estudios han sugerido una relaciéon entre la estructura de las ACG y la actividad
biolégica al considerar las siguientes caracteristicas?.

e Las ACG que contienen en su estructura dos anillos de tetrahidrofurano
adyacentes en su estructura son las que han presentado mayor actividad
biolégica. Los estudios realizados han sugerido que la funcién del anillo de THF
sea anclar la ACG a la region que contiene glicerol en la membrana liposomal.

e La y-lactona terminal es esencial para la actividad, ya que una reduccion del doble
enlace de la y -lactona a,B-insaturada reduce la actividad. Las cetolactonas son
menos potentes que las y -lactonas a,B-insaturadas.

e EI nimero de grupos hidroxilo presentes a lo largo de la cadena también esta
relacionado con la actividad, presentando mayor actividad aquellas ACG que
poseen un mayor nimero de grupos OH.

e Un grupo hidroxilo en C-4 es esencial para la actividad.
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e ACG con grupos ceto a lo largo de la cadena alifatica son menos activas que
aguellas que presentan grupos hidroxilo.

e La presencia de dobles enlaces o de dioles vecinales a lo largo de la cadena
hidrocarbonada aumenta la actividad.

e Lalongitud de la cadena C-35 o C-37 es la ideal para que se presente actividad.

e Oftro factor que afecta la actividad biologica es la distancia entre los grupos
funcionales presentes en la ACG.

e Se observa una mayor actividad cuando la distancia entre la y-lactona y el THF es
de trece carbonos. Las ACG que presentan un hidroxilo en C-9 presentan
actividad considerable, asi como aquellas que presentan anillos de THF

flanqueados por OH.

2.2.4 Actividades biolbgicas reportadas

2.2.4.1 Actividad citotoxica

Las ACG evaluadas hasta el momento han mostrado actividad citotoxica determinada
mediante la prueba de toxicidad in vitro contra células VERO (“African green monkey
kidney epitelial cell’) o K.B. (carcinoma nasofaringeo humano), en un intervalo de
concentracion entre 10" y 10™? (g/mL)?* *“*? y/o contra Artemia salina (brine screen test

BST)®.

Ademés de las pruebas mencionadas anteriormente, también se han hecho estudios
adicionales sobre la actividad de las ACG en lineas celulares entre las que se pueden
mencionar colon, rifién, pancreas, pulmén, y seno, entre otras. En la tabla 4, se presenta

un espectro de la accion citotoxica de las ACG, reportando los resultados de la
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concentracion media inhibitoria de crecimiento (IGsg) en 60 lineas celulares siguiendo el
protocolo por el Instituto Nacional de Cancer (USA), que mide el efecto producido por tres

dias de exposicién. La IGs, se observé en un intervalo de 1 a 10 uMzz.

Tabla 4. Concentracion necesaria para inhibir el 50% del crecimiento celular (IGs)

ACETOGENINA IG 5o
PROMEDIO DE 60 LINEAS
CELULARES

Anonacina 0.81
Anonacinona 1.55
Isoanonacina 1.35
Isoanonacinona 3.02
Gigantetrocina 0.87
Bulatacina 191

* Banco de lineas celulares empleadas en el NCI (National Cancer Institute)

Uno de los mayores problemas en la quimioterapia moderna ha sido el surgimiento de
lineas celulares tumorales que han desarrollado resistencia a los agentes terapéuticos
convencionales, como la adriamicina, vincristina, taxol, entre otros®*. Considerando el
mecanismo de acciéon de las ACG mencionado en el apartado anterior, en diversos
estudios in vitro se ha encontrado que estos compuestos producen un efecto citostatico
oly citotoxico en lineas de células resistentes a farmacos.?**. Ademas, se ha reportado
gue en algunos casos la actividad citotoxica contra células no cancerosas es menor en
relacion a la que se observa contra células tumorales?. Por otro lado, en estudios
recientes se ha reportado que la citotoxicidad producida por ACG es dependiente del ciclo
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celular, mediante el empleo de citometria de flujo se ha observado que estos compuestos
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento en lineas celulares cancerosas en la fase G1
del ciclo celular y que en células que se encuentran en la fase S de crecimiento el efecto

citotdxico es mayor*™*’.

2.2.4.2 Actividad antimicrobiana

Los estudios realizados con las ACG en esta area ha sido reportada tanto para bacterias
Gram positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus sp.) como para Gram negativas
(Escherichia coli, Proteus mirabilis). En relacién a la actividad antifungica existen estudios
que reportan actividad contra Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes,

Trichophyton rubrum y Aspergillus niger, entre otros®.

2.2.4.3 Actividad antiparasitaria

En este punto, existen referencias donde las ACG han mostrado actividad in vitro contra
Leishmania donovani con un buen indice terapéutico, las ACG aisladas de Annona
senegalensis han presentado actividad contra Leishmania major, L. donovani y
Trypanosoma bruce, y las ACG aisladas de Annona muricata y Annona cherimolia
muestran actividad contra las larvas de Molinera dessatae ?°. Parasitos de importancia

relevante en el area de la salud.

2.2.4.4 Actividad plaguicida

Los estudios en relacion a esta actividad han mostrado efectos positivos contra insectos,
como el mosquito trasmisor de la fiebre amarilla, las cucarachas, Drosophila melanogaster
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y algunas especies de arafias. Con base en los resultados observados se puede
considerar que las ACG son un buen candidato para el desarrollo de plaguicidas. En este
sentido también es pertinente mencionar que en algunas regiones de Sudamérica los
aceites extraidos a partir de ciertas especies de Annonaceae son empleados como

plaguicidas en forma tradicional®.

2.3 Cancer

Actualmente el cancer es considerado como la segunda causa de muerta a nivel mundial
y en el caso particular de México de acuerdo con los datos reportados por el INEGI en
relacion al indice de mortalidad, la incidencia de tumores malignos es la tercera causa de

muerte (Tabla 5)*.

Tabla. 5 Principales causas de mortalidad nacionales.*®

Causa de muerte Porcentaje
Enfermedades del 14
corazon

Diabetes mellitus 14
Tumores malignos 13
Accidentes 6
Enfermedades del 5
higado

Enfermedades 10
cerebrovasculares

Demas causas 38
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El cancer es uno de los padecimientos multifactoriales que ha llamado la atencion del
medio cientifico debido a la diversidad que éste presenta, y al hecho de que no se conoce
un sistema que lo controle por completo de forma eficiente. Por tal motivo, se han
desarrollado investigaciones con el propésito de encontrar alternativas para su tratamiento
y prevencién. Dichas alternativas involucran el estudio y empleo de los productos

naturales como posibles agentes quimioterapéuticos™.

El desarrollo del cancer esta ligado a factores tanto ambientales (radiacién UV), como

quimicos (agentes oxidantes) y biolégicos (infecciones bacterianas o virales).

Los carcindégenos quimicos Y fisicos influyen de modo significativo en el desarrollo de los
tumores mediante varias vias, ya sea actuando como iniciadores (mutagenos comunes),
promotores 0 como agentes que inducen estrés oxidativo, generando estrés e

inestabilidad en el genoma™.

2.3.1 Etapas del cancer

El proceso de carcinogénesis es un proceso que involucra al menos tres etapas: la
iniciacion seguida por la fase de promocion a partir de la cual se puede llegar al
desarrollo de la fase de progresion. Durante la iniciacion, el ADN adquiere mutaciones
gue pueden ser irreversibles y que requieren de uno o mas ciclos celulares para
mantenerse. Tanto el incremento en la velocidad de replicacion y como el decremento en
el proceso de apoptosis pueden contribuir a la promocion de la neoplasia a través de la
produccion de las clonas de las células inicialmente modificadas. En este contexto los

carcindgenos quimicos pueden clasificarse como genotdxicos o no genotoxicos™ >,

16



Los carcinGgenos genotdxicos son especies que reaccionan directamente con el ADN y
actian sobre las células de los 6rganos blancos mediante la formacion de aductos en el

material genético los cuales contribuyen a la formacion de las neoplasias™.

Los carcindbgenos no-genotdxicos o epigénicos reaccionan en las células blanco de tal
modo que producen indirectamente la neoplasia o estimulan el desarrollo de tumores a

partir de células dafiadas®".

Existe mas informacion sobre el modo de accion de los carcindbgenos genotdxicos. Su
efecto mutagénico puede ser medido mediante varias pruebas ya sea in vitro, como la de
Ames, y pruebas in vivo, como la de micronucleos, que puede realizarse a corto plazo. En
el caso de los carcindgenos epigénicos se han discutido diversos mecanismos, los cuales
involucran un incremento en las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, que pueden
actuar sobre el ADN, los lipidos y las proteinas. De forma directa o mediante productos
de la lipoperoxidacién pueden generar dafio sobre el ADN, y contribuir de este modo con
la etapa de iniciaciéon. La produccion de proteinas oxidadas puede tener efecto sobre las
rutas de sefializacion, incluyendo la regulacion de los factores de trascripcion y las
cascadas de las cinasas. Estos pueden ser los medios que generen aberraciones en la
expresion genética y conlleven a un incremento en la proliferacion celular o decremento
en la apoptosis. Los carcinbgenos no genotdxicos pueden contribuir al proceso de
proliferacion celular mediante interacciones sobre el proceso de mitosis o diversos

procesos citotoxicos. Lo anterior se resume en la Tabla 6°°.

En el caso de las dos primeras etapas del proceso de carcinogénesis, se considera que
estan relacionadas en forma directa con el proceso de mutacion; por consiguiente la
evaluacion del efecto anticancerigeno esté ligada a la evaluacion de antimutagénesis.
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Tabla 6. Caracteristicas observadas en las etapas de iniciacion y promocion generadas
por agentes genotoxicos y epigénicos.

Etapa Carcin6geno genotéxico | Carcindégeno epigénico
Iniciacion:

Dafio sobre ADN/ | Ex6geno Enddgeno

mutacion

Via directa mediante la
modificacion de bases por
el compuesto o0 un
metabolito activo, lo cual
genera una mutacion

Via secundaria mediante
estrés oxidativo

Genera modificacion de las
bases mediante oxidacién

Cambios en la expresion
de genes

Respuesta a dafio

sobre ADN

un

Elevada p53, asociada a
genes p21 y ciclina G1

Elevacion de la MGMT

Respuestas a  estrés
oxidativo

Induccion de APEX1
Compuestos  especificos

de la respuesta a estrés
oxidativo

Altas concentraciones de
proteosoma por PBO y Wy

De HSP mitocondrial vy
citosolico

Genes asociados con
PBO, MPy y DES
Promocion
Alta proliferaciéon celular y | La mutacién actia sobre Induccion de la

supervivencia
Baja en apoptosis

Fijacion del dafio sobre el
ADN

-Activacion de los
oncogenes o0 inactivacion
de los supresores de
tumores

- Inhibicibn de rutas de
apoptosis y proliferacion

proliferacion celular
-Control en mitosis

-Citotoxicidad que genera
hiperplasia

Cambios en la expresion
genética asociados con la
promocién

Elevado indice en las
proteinas que promueven
la supervivencia celular

Elevada ciclina D1

Elevacion de la expresion
de genes relacionados
con el ciclo celular
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Los anticarcind6genos son compuestos que pueden inhibir la iniciacion o la promocion del
proceso de carcinogénesis. Muchos anticarcinégenos son también antimutagenos, de ahi
la importancia de evaluar este tipo de compuestos. Instituciones como el
Chemoprevention Branch of the National Cancer Institute (U.S.A.), han desarrollado una
serie de modelos animales para evaluar el efecto de diversos compuestos como agentes
quimiopreventivos, uno de estos modelos es el desarrollo de criptas en colon de ratén

inducidas por el azoximetano (AOM)>* **.

2.3.2 Cancer de colon

Se ha demostrado mediante estudios epidemiolégicos y experimentales que existe una
correlacion directa entre el cdncer de colon y la alimentacion. La hipotesis de que existe
una relacién entre la adopcion de la cultura occidental y el cancer de colon parece estar
fuertemente sustentada por un incremento en la incidencia de cancer de colon en los

paises occidentales y en vias de desarrollo®® *’.

Los factores ambientales pueden contribuir en el desarrollo de este tipo de cancer y se ha
sugerido que la incorporacion de comida a base de frutas y vegetales, ricos en
micronutrientes puede reducir la incidencia de céancer y otras enfermedades

degenerativas™.

El cancer de colon es el segundo mas desarrollado en Centro y Sur América con una
incidencia mayor en el género masculino en comparacion al observado en el género
femenino y se ha observado que la incidencia de cancer puede variar entre la poblacion

debido a diferencias regionales, de comportamiento y genéticas™.
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En el colon el aumento de la proliferacion celular, la expansion de la zona con
proliferacién celular y la inhibiciéon de apoptosis son considerados factores de riesgo para
el desarrollo de tumores. El mecanismo preventivo de algunos agentes como los
retinoides y otra variedad de sustancias antioxidantes puede estar ligado a la reduccién

de la proliferacion celular y la induccion de la apoptosis™.

Para el estudio de este tipo de padecimientos se han desarrollado diversos modelos, que
permitan elucidar los factores que lo promueven y buscar alternativas para su control. Uno
de ellos es la induccion de lesiones preneoplasicas mediante agentes quimicos como el
azoximetano (AOM) que actlan de modo especifico sobre el 6rgano blanco, en este caso

el colon. Estas lesiones se conocen como criptas aberrantes® %,

Los focos de criptas aberrantes (FCA) son lesiones preneoplasicas de adenocarcinoma
que aparecen en la superficie del colon en roedores después del tratamiento con
inductores quimicos de cancer de colon, como el AOM. Estas formaciones estan
caracterizadas por un incremento en el diametro, luz dilatada en su parte media inferior y
algunas irregularidades, con ocasionales evaginaciones de la capa epitelial de la mitad
superior de la cripta. Las células en estos FCA manifiestan basofilia citoplasmica, baja
relacion nuacleo citoplasma, nucleolos prominentes y pérdida de polaridad. Numerosos
estudios indican que un incremento en el nimero de FCA después del tratamiento con el
carcindgeno, un incremento en la proliferacion celular y en algunos casos revela displasia

histologica®®°.

Las FCA son lesiones hiperproliferativas que se encuentran en el colon de humanos y
animales tratados con carcin0genos Yy poseen caracteristicas en comun con el cancer de

colon. También se sabe que este tipo de lesiones se presenta en la mucosa de los
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pacientes con cancer de colon y se ha sugerido que este tipo de criptas son precursoras
de lesiones como adenomas. En la actualidad la identificacion de FCA se han establecido

como biomarcador de carcinogénesis en colon de roedores®.

2.3.3 Azoximetano (AOM)

El AOM es una especie altamente reactiva, que resulté ser un inductor especifico de
cancer de colon. Se genera como resultado del metabolismo de la 1,2-dimetilhidrazina, la
cual sufre una serie de transformaciones quimicas in vivo, generando el azometano y
azoximetano como intermediarios, y como carcinégenos al metilazoximetanol y al i6n

metildiazonium®.

Estas especies quimicas se presume que reaccionan como agentes metilantes de
macromoléculas y otros compuestos tanto en modelos in vivo como in vitro. La alteracion
de estas macromoléculas es considerada como fundamental en el proceso de

carcinogénesis por agentes quimicos.

En relacién a la formacién enddgena del AOM, este puede provenir del metabolismo
realizado por la flora microbiana de compuestos como la metilamina o por 6rganos como
el higado. Sin embargo, las reacciones hipotéticas que originan in vivo al AOM no son
consistentes con los mecanismos propuestos en quimica organica para la sintesis de

compuestos azo y azoxi®.

En relacion al metabolismo in vivo, los estudios indican que parte del AOM administrado
es excretado a través de la respiracion y en la orina. La evaluacién de residuos o
compuestos derivados del metabolismo del AOM en homogenizado de higado resultaron
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positivos, indicando que éste es un drgano clave para la transformacion de este
compuesto. Al parecer los metabolitos activos no son transportados mediante las heces
fecales hasta el colon, sino que llegan a este 6rgano mediante el torrente sanguineo®*.

El metilmetoximetanol, derivado del AOM, es una especie altamente reactiva que puede
generar especies capaces de metilar macromoléculas, mediante la formacién de puentes
de hidrogeno, reacciones que puede ser catalizada por enzimas especificas de ciertos

tejidos.

2.4 Evaluacion del efecto genotoxico

La genética toxicologica, identifica y analiza la accion de xenobioticos sobre los
componentes hereditarios de los sistemas vivos. En ocasiones estos agentes producen

también una respuesta citotoxica®.

Los agentes que producen una alteracién en los acidos nucleicos y por consiguiente, una
modificacion hereditaria o la inactivacion del DNA, son denominados genotdxicos. Dichas
sustancias pueden actuar sobre células somaticas participando en la iniciacion de un

proceso de transformacién maligna responsable de cancer®.

Los dafios producidos sobre el DNA pueden ser en general de dos tipos de acuerdo al
tamafio: macrolesiones (cromosOmicas) que involucran la ruptura y/o intercambio de
segmentos de DNA en estructuras cromosémicas o microlesiones (génicas) donde las

alteraciones ocurren a nivel de la secuencia de nucleétidos®.

Existe una amplia variedad de técnicas que han sido desarrolladas en el transcurso de los
afos con la finalidad de determinar el efecto de diversos agentes sobre el DNA, dentro de
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estas técnicas podemos mencionar la prueba de Ames, el estudio de intercambio de

cromatidas hermanas (ICH) y la determinacion de microntcleos %% %,

2.4.1 Micronucleos

La determinacién de la frecuencia de micronucleos en sangre periférica es un método que
forma parte de las baterias internacionales para la determinacion de dafio citogenético®.
Los micronucleos (MN) son fragmentos de cromatina que se encuentran en el citoplasma
una vez que se han separado del nucleo principal, son morfolégicamente idénticos, pero
con un diametro que varia entre 1/16 y 1/3 del que corresponde al nucleo principal,

ademas no son refringentes cuando se tifien con colorantes hematoldgicos®.

Los microndcleos se forman a partir de fragmentos cromosémicos 0 por cromosomas
completos que no se desplazan por el uso acromatico hacia los polos nucleares, lo que

corresponde a un rezago anafésico®®’.

Las ventajas que presenta la prueba de MN son varias, ya que es una prueba que se
realiza en un tiempo corto, en la que se utiliza un nimero moderado de animales cuando
el experimento es in vivo, y permite la deteccion de agentes capaces de romper a los
cromosomas (clastégenos) y de agentes que pueden interactuar con las proteinas del
huso acroméatico (aneugenos) impidiendo que todo el cromosoma incorpore normalmente
a la célula hija formada, ademés, los MN pueden observarse en casi todas las

poblaciones celulares®.

Hacia 1970, Schmid y colaboradores estudiaron a los MN como indicadores del dafio
citogenético en la medula 6sea de ratones tratados in vivo, investigacion que llevé a la
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conclusion de que la incidencia de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) era
un claro biomarcador del dafio cromosémico producido por agentes ambientales, es decir,

un indicador de genotoxicidad®.

La eritropoyesis es un proceso que se efectla en la médula ésea y que incluye
numerosas divisiones celulares que se inician a partir de una célula sanguinea madre y
que culmina con la formacion del eritrocito. En las ultimas etapas del proceso se pueden
observar dos tipos celulares, en primer término los eritrocitos policromaticos, que
corresponden a células inmaduras, que posteriormente pierden el ARN y el nucleo
principal, completan su sintesis de hemoglobina y disminuyen su tamafio al convertirse en
eritrocitos maduros, conocidos como normocrémicos (ENC)®’. Para un estudio agudo, el
efecto genotdxico se determina sobre la poblacion de eritrocitos policromaticos (EPC), ya
que el compuesto a evaluar actuara sobre la fase S del ciclo celular, lo que permitira la

evaluacion solo en las células que han culminado recientemente su division®.

La prueba de MN también permite la observacion de la capacidad citotdxica del
compuesto en estudio, dicho andlisis depende del comportamiento que muestren los
eritrocitos policromaticos con respecto a los normocrémicos, de tal manera que una
reduccion o un incremento en su numero representa una alteracion en la capacidad

eritropoyética de la médula y el grado de alteracion refleja el nivel de citotoxicidad®’.
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2.5 Citotoxicidad

Otro factor importante en el proceso de carcinogénesis es la evaluacién del efecto
citotoxico de diversos agentes. Esta muerte celular puede darse por dos vias

basicamente;

a) La necrosis se promueve cuando las células se exponen a condiciones fisiolégicas
extremas, como hipotermia o hipoxia, lo que produce un dafio en la membrana
plasmatica. El proceso comienza con la pérdida de la habilidad de las células para
mantener la homeostasis, llevando esto a una afluencia de agua e iones extracelulares.
Los organelos, principalmente la mitocondria aumentan de tamafio llevando la célula a

lisis.

b) La apoptosis es un tipo de muerte celular que ocurre bajo condiciones fisiologicas
normales en donde la célula misma induce su muerte. Las células que mueren por
apoptosis muestran caracteristicas morfolégicas y bioquimicas especificas. Estas
caracteristicas incluyen agregacion de la cromatina, condensacion nuclear y citoplasmica,
asi como particiéon del citoplasma y nldcleo en vesiculas membranosas que contienen

ribosomas, mitocondrias y material nuclear®.

La apoptosis es un mecanismo de defensa celular innata contra la generacién de tumores
al menos por dos vias: la remocion de células con inestabilidad gendmica producida por
un agente epigénico y por la eliminacion de células que sufrieron dafio sobre el ADN

debido a un carcinégeno genotoxico®.

Existe evidencia de que las rutas reguladas por apoptosis estan frecuentemente dafiadas

25



en el cancer colorectal, con un incremento en su activacién y un desorden progresivo de
la homeostasis apoptotica durante la carcinogénesis como un incremento progresivo en la
inestabilidad genémica. Como consecuencia las células genéticamente defectuosas
escapan del proceso de muerte por apoptosis con la posible sobrevivencia de las clonas

que poseen mutaciones significativas.

Se ha observado ademas que algunos compuestos y agentes quimioterapéuticos con
efecto antitumoral pueden disparar la apoptosis de células cancerosas. Las ACG al

bloguear la cadena respiratoria, pueden activar este mecanismo celular.

Los ensayos para determinar la citotoxicidad pueden ser realizados in vitro mediante el
cultivo de lineas celulares especificas, o in vivo, determinando el efecto del agente sobre
el organismo en general, un 6rgano o sistema empleando modelos animales.”® Estos
métodos pueden estar relacionados con la viabilidad celular o la capacidad metabdlica. La
observacion de los cuerpos apoptdticos empleando técnicas de tincibn como la de

hematoxilina-eosina es util y ofrece resultados confiables.

26



3. Justificacion

Es ampliamente conocido que compuestos quimicos aislados de fuentes naturales han
representado una alternativa eficaz para el tratamiento de diversas enfermedades que
afectan a los seres humanos. La persistencia y repunte de enfermedades malignas, asi
como el resurgimiento de aquellas causadas por gérmenes patdégenos farmaco-
resistentes, mantienen muy activas las investigaciones en todas las disciplinas
competentes que conducen a la busqueda de nuevos agentes terapéuticos de origen
natural para su tratamiento eficiente. Desde su descubrimiento, las ACGs han sido objeto
de intensos estudios debido a sus variadas actividades biolégicas, particularmente por su
marcado efecto citotdxico in vitro, en la cuales se han cimentado muy buenas
expectativas para el tratamiento de algunos tipos de canceres y de enfermedades de
origen parasitario. Por fortuna, la fuente natural de las ACGs (Familia Annonaceae,
particularmente el género Annona) es abundante, por lo cual ofrecen una buena
oportunidad de seguir explorando sus propiedades biolégicas. En este sentido, se ha
encontrado previamente, a través de un estudio tipo agudo realizado in vivo, una baja
genotoxicidad y alta citotoxicidad de una mezcla de ACGs aisladas de Annona cherimolia
Mill. Estos resultados motivaron el desarrollo del presente trabajo, el cual consiste en
realizar un estudio subcronico de genotoxicidad y citotoxicidad de una ACG pura en un
modelo murino de cancer de colon, una de las enfermedades con mayor incidencia en la

actualidad.
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4. Objetivos

4.1. Aislamiento y caracterizacion de ACG a partir de semillas de Annona cherimolia Mill y

Annona muricata.
4.1.1 Obtener las ACG a partir de los extractos de las semillas en CH,Cl,.
4.1.2 Validar un método cromatografico para la purificacién de las ACG.

4.1.3 Caracterizar las ACG aisladas mediante métodos espectroscopicos.

4.2 Evaluar la toxicidad de una ACG tetrahidroxilada obtenida de las semillas de Annona

muricata en un estudio subcrénico in vivo.
4.2.1 Obtener la DLsy de la ACG.

4.2.2 Cuantificar el efecto genotéxico producido por la ACG mediante la

determinacion de eritrocitos normocrémicos micronucleados.

4.2.3 Evaluar el efecto quimioterapéutico de la ACG en un modelo murino de

lesiones preneoplasicas en colon.

4.2.4 Determinar el efecto citotdxico de la ACG mediante la relaciéon de eritrocitos

policromaticos y eritrocitos normocrémicos en sangre periférica de ratén.

4.5 Evaluar apoptosis en sangre.
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5. Metodologia

5.1 Aislamiento de ACGs a partir de la semilla de Annona cherimolia y Annona

muricata

5.1.1 Material vegetal

Los frutos procesados para la obtencién de semilla de A. cherimolia se colectaron en el
municipio de Arteaga, Michoacéan, y los de A. muricata se consiguieron en la Central de

Abasto de la Cd. de México de frutos provenientes del Estado de Nayarit.

5.1.2 Obtencioén de los extractos

El proceso para la obtenciéon de los extractos crudos fue el mismo para ambas plantas.
Las semillas se secaron a temperatura ambiente y posteriormente se moli6 empleando un
molino manual. Para la extraccion, el material pulverizado se maceré en EtOH por siete
dias, después se filtr6 para separar los restos vegetales. El extracto crudo se obtuvo
después de evaporar el disolvente en el rotavapor a presiéon reducida y a una temperatura

de 65 °C.

El extracto crudo etandlico se sometio a un proceso de particion empleando hexano/agua,
posteriormente, la fraccion acuosa se extrajo nuevamente con una mezcla de
CH.Cl,/agua en proporcién 1:1. La fraccion de CH,CI, se secé con sulfato de sodio
anhidro para eliminar las trazas de agua, se filtré6 y se evaporé en el rotavapor a una

temperatura de 30 °C, obteniéndose los extractos respectivos en forma de una miel color
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café claro. Estos extractos fueron los empleados en el siguiente nivel de purificacion.

5.2 Separacion cromatogréfica preliminar mediante cromatografia en columna

Aproximadamente 7 g de cada uno de los extractos anteriores se sometieron a separacion
cromatogréfica usando una columna de 6 cm de diametro y una altura de 25 cm,
empleando silica gel de malla 200-300 como soporte y eluyendo con un gradiente de
hexano:acetato:etanol en una proporcién inicial de 80:10:10, con un aumento gradual de
polaridad hasta finalizar con etanol al 100%. Se colectaron 820 fracciones de 10 mL, las
cuales se agruparon en funciéon de sus Rf comunes presentados en cromatografia en
capa fina (ccf). La presencia de ACG en las fracciones 50 a la 700 se confirm6 mediante

los espectros de RMN *H de las fracciones mas representativas.

Para la obtencibn de muestras de mayor pureza se realiz6 una segunda separacion
cromatogréfica, empleando como eluyentes CH,Cl,:EtOH:hexano en un gradiente que va
de una proporcion 2:1:7 hasta llegar a una proporcion 50:50 de CH,CI,:EtOH. Se utilizaron
1.2 g de muestra para una columna de 3 cm de didmetro y una altura de 22 cm empacada
con silica gel malla 200-300, obteniéndose 125 fracciones de 10 mL. El seguimiento de la
columna se realizé6 empleando ccf y RMN 'H. Nuevamente, las fracciones obtenidas se

reunieron en funcién de sus respectivos Rf.

5.3 Validacién de un método cromatografico mediante HPLC para la separacion de
ACG.

La gran cantidad de ACG presentes en los extractos crudos, asi como su gran parecido
estructural, exigen métodos cromatograficos muy eficientes para lograr su purificacion y
posterior determinacion estructural. La experiencia acumulada previamente en nuestro
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grupo de trabajo sobre estudios de extraccion, purificacién y elucidacion estructural de
acetogeninas, motivo a establecer un método cromatografico reproducible para separarlas
y diferenciarlas mediante sus tiempos de retencion a nivel de cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC, de sus siglas en inglés). Para concretar este propdsito se decidio
llevar a cabo la validacion de un método que permitiera establecer condiciones generales
de separacidon de acetogeninas a nivel analitico que pudiera servir de referencia para
separaciones futuras de este tipo de compuestos. Las bases de dicho procedimiento se

describen enseguida.

La validaciébn de métodos analiticos se considera como un juicio que proporciona el
fundamento para decidir si un método reune las condiciones necesarias para Ssu
aplicacion en un andlisis quimico. Por medio de este proceso también se establece que
las caracteristicas de un método cumplen con los requerimientos de aplicaciéon analitica
para los que fue disefiado. Para la validacion del método se utilizd6 un cromatégrafo de

liguidos System Gold, Beckman, con arreglo de diodos en el sistema de deteccion.

Las muestras se analizaron empleando una columna fase reversa C18 (250 x 4.6 mm
d.i.) Phenomenex eluyendo con MeOH:H,O en una proporcién 85:15, con un flujo de 1
mL/min y leyendo a 220 nm. El volumen de inyeccién fue de 20uL y cada muestra se

analiz6 por triplicado.

Los puntos analizados son los siguientes:

a) Linealidad del sistema: Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del
compuesto en la muestra. Se realizé una curva de calibracién por triplicado donde se
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monitored la relacion concentracion vs. respuesta medida. Se analizaron 5 diluciones (50,
100, 200, 400 y 600 (ug/mL).

Criterios de aceptacion: el coeficiente de correlacion lineal debe de ser mayor o igual a
0.99, el coeficiente de determinacion (r’) debe ser mayor a 0.98 y el coeficiente de

variacion CV<5%.

b) Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea

del producto, se evalué como repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio.

c) Repetibilidad: precision entre determinaciones independientes realizadas bajo las
mismas condiciones. Se analiz6 un mismo dia por quintuplicado, las cantidades de 10, 50

y 100 pg/mL. Criterio de aceptacion: El CV<5%

d) Reproducibilidad: Expresa la variacién obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en el mismo laboratorio, pero a diferentes condiciones de andlisis, tales como
dias, equipo, columna o analista. Se realiz6 el analisis de 6 muestras con la concentracion
maxima establecida, en este caso 500 pug/mL, bajo las mismas condiciones de operacion

y por el mismo analista. Los resultados son aceptables si se obtiene un CV< 15%

e) Limite de deteccién: concentraciébn mas baja que puede ser cuantificada cumpliendo
con la exactitud y precision del método. Los resultados son aceptables si se obtiene un

CV< 20%

f) Estabilidad de la muestra. Se evalué la estabilidad de la muestra a diferentes periodos
(1 semana, 15 dias, 1 mes). Realizando la comparacién de los resultados de los analisis
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iniciales de la muestra con los obtenidos de la misma muestra después de permanecer

por un tiempo determinado en diferentes condiciones.

5.4 Aislamiento de ACGs mediante la técnicade HPLC

Para una separacion cromatografica a mayor escala de las ACG se desarroll6 un método
semipreparativo empleando un sistema de HPLC. En una primera separacion se empleo
una columna C18 y la deteccion fue a A= 220 nm, la fase empleada fue CH3;CN:H,O
(88:12) con un volumen de inyeccion de 500 pL y un flujo de 12 mL/min. Posteriormente,
la muestra colectada a un tiempo de retencién de 20-25 min se separé nuevamente por
HPLC bajo las siguientes condiciones: Columna C18 a una A = 220 nm, empleando en
este caso como sistema eluyente CH3;OH:H,O (88:12), manteniendo el volumen de
inyeccién en 500 pL con un flujo de 12 mL/min. La concentraciébn en las muestras
inyectadas fue de 50 pg/mL. Bajo esta condiciones se colectaron las fracciones de

Annona cherimolia con un tiempo de retencion de 14.08, 16.767 y 17.417 min.

Las muestras colectadas se extrajeron del volumen de eluyente con CH,Cl, grado HPLC y
posteriormente fueron concentradas en el rotavapor. La pureza de las ACG soélo fue
posible confirmarla a nivel analitico, de tal manera que las condiciones empleadas para

determinar la pureza fueron las encontradas con el método validado.

5.5 Caracterizacion estructural

La caracterizacion estructural de las ACG se llevé a cabo empleando diferentes técnicas
mono Yy bi-dimensionales de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en un equipo Varian
NMR con frecuencias de observacién de *H a 500 MHz y de **C a 125 MHz (CDCl; como
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disolvente y TMS como referencia interna), y mediante el andlisis de masa de alta
resolucion y de los patrones de fragmentacién de los espectros obtenidos mediante

impacto electrénico en un equipo Jeol GCMate.

5.6 Evaluacion de la toxicidad de una ACG obtenida de las semillas de Annona
muricata en un estudio subcrénico in vivo

El estudio toxicol6gico se realizd solamente para una ACG aislada a partir de la semilla de
Annona muricata, el cual tuvo una duracién de 9 semanas empleando ratones macho de
la cepa CF1l de aproximadamente 25 g cada uno, agrupados al azar en lotes de 14

individuos.

Para el analisis estadistico los resultados fueron tratados con las pruebas de ANOVA vy la
de comparacién mdltiple Tukey-Kramer para evaluar las diferencias entre los grupos

experimentales.

A continuacién se muestra el esquema empleado para el estudio toxicoldgico (Figura 5).

Formacién de CA sacrificio sacrificio

MS MS MS /_IGS_\ MS MS MS l MS MS MS 1
| | | | | | | |
K % j K | | ! | | /

0 1 2 3 4 5 Y 7 8 9

Administracion del AOM Administracion de ACG
MS muestra sanguinea

Figura 5. Esquema general para el estudio del efecto genotoxico, citotoxico y
antineoplasico de las ACG.
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5.6.1 Determinacién de la DLgg

El estudio de la toxicidad aguda se realiz6 en ratones macho (CFl) de un peso
aproximado de 25 g. La via de administracion fue intraperitoneal empleando como
vehiculo EtOH al 0.5% y el protocolo a seguir para determinar la dosis letal media (DLsg)

fue el propuesto por Lorke™.

Se emplearon dos lotes de 3 ratones cada uno, las dosis administradas fueron de 100 y
10 mg de ACG por kilogramo de peso en una primera etapa. En una segunda etapa se
emplearon las dosis de 2, 4, 8 y 16 mg/kg para determinar mediante la media geométrica

en funcion de los decesos la DLs,. Los grupos de trabajo se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Grupos de trabajo para el estudio preliminar de citotoxicidad y genotoxicidad
para una ACG aislada de Annona muricata

Grupos de trabajo
Etanol 0.5 %
AOM 15 mg/kg
AOM+ACG 0.07 mg/kg
AOM+ACG 0.17 mg/kg

AOM+ACG 0.7 mg/kg
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5.6.2 Induccién de criptas con AOM

Se indujeron lesiones preneoplasicas con AOM administrdndola de forma intraperitoneal
cada cuarto dia por dos semanas empleando una dosis de 15 mg/kg. El AOM se disolvid

en solucién salina y el volumen de administracion fue de 0.3 mL.

5.6.3 Evaluacion de la genotocixidad y citotoxicidad en sangre periférica de ratén

Para determinar el efecto genotoxico y citotoxico en sangre periférica se obtuvieron
muestras sanguineas (dos gotas) del extremo de la cola realizando un corte pequefio, las
muestras se tomaron los dias 1, 8, 15, 22, 29, 36 y 42 a partir de la administracion de la
ACG, la muestra se colocé en portaobjetos perfectamente limpios y se realizé un frotis.
Para la tincién de los frotis, como primer paso se fijaron con MeOH sumergiéndolos
durante 5 minutos, después de lo cual se lavaron con agua corriente y se tifieron
colocandolos por 12 minutos en colorante Giemsa al 5% en solucién amortiguadora de
fosfatos pH 6.8. Las laminas se observaron al microscopio a inmersion. Los eritrocitos
policrométicos (EPC) se tifien de color violaceo y los eritrocitos normocrémicos (ENC) se
tifien de color azul. Los micronucleos se observan de un color violeta intenso, como se

presenta en la Figura 6.

Para evaluar la citotoxicidad se determind la relacion entre el numero de EPN y de ENC.
La cuenta se realizé en 2000 células por cada ratén en los horarios establecidos. Para
determinar la genotoxicidad se observé el numero de eritrocitos normocromicos

micronucleados (ENCMN) en un total de 2000 eritrocitos por individuo tratado.
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Figura 6. Representacion de un micronucleo en un eritrocito policromético.
5.6.4 Evaluacién de apoptosis en plasma sanguineo

Se emplearon muestras de plasma sanguineo colectadas mediante puncién cardiaca en
los tiempos establecidos para el sacrificio de los individuos. La determinacion se realizé
empleando una prueba de ELISA empleando el kit Cell Death detection ELISA Plus de
Roche. El principio de la prueba consiste en detectar nucleosomas, un aumento en su

concentracion en la circulacion es indicio de apoptosis.
Los pasos seguidos se enuncian a continuacion:

e Transferir una alicuota de la muestra a una placa de titulacion donde los pozos
contienen estreptavidina.

e Conjugar los nucleosomas en el sobrenadante con los dos anticuerpos
monoclonales, antihistona (marcado con biotina) y anti-DNA (peroxidasa-
conjugado)* (incubar 2 h).

e Lavar los complejos inmovilizados de histona-anticuerpo con buffer, tres veces

para remover los componentes celulares que no son inmuno-reactivos.
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e Incubar la muestra con el substrato de la peroxidasa (15 min.)

e Leer absorbancia a 405 nm.

5.6.5 Evaluacion del efecto quimioterapéutico

El monitoreo se realizé después de tres semanas de haber iniciado la administracion de
las ACG y al cumplir la sexta semana, sacrificando 7 individuos de cada dosis evaluada.
El sacrificio fue por dislocacion cervical, se extrajo el colon y se lavé con amortiguador de
fosfatos, posteriormente el colon se abri6 en forma longitudinal y se colocdé en
amortiguador de fosfatos con formalina al 10%, manteniéndolo por 24 horas a una
temperatura de 4 °C, finalmente se tifié con una solucion de azul de metileno al 0.2% en

regulador de fosfatos.

El dafo estd en funcién del nimero de criptas observadas, el tamafio y el grado de

degeneracion en el tejido, asi como el lugar de mayor incidencia de ACF.

La observacion de las criptas se realiz6 a 40X. Su morfologia corresponde a circulos

formados por células tefiidas en forma mas intensa que la mucosa normal del colon.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Aislamiento, purificacion y elucidacion estructural de ACGs a partir de la semilla
de Annona cherimolia Mill y Annona muricata

6.1.1 Obtencién de los extractos crudos

A partir de 1.15 Kg de semilla de Annona cherimolia, colectada en abril del 2006, se
obtuvieron 185.7 g del extracto etandlico. Este extracto crudo fue fraccionado en
hexano:agua, la fase acuosa se separd y se lavd posteriormente con CH,Cl,. Después de
evaporar el CH,CIl, se obtuvieron 1755 g de extracto crudo. Usando el mismo
procedimiento, a partir de 800 g de semilla de A. muricata se obtuvieron 64.5 g del
extracto de CH,Cl,. Los rendimientos obtenidos para el extracto en cloruro de metileno

fueron de 16.1% y 8.06 % para Annona cherimolia y Annona muricata, respectivamente.

6.1.2 Purificacion de ACGs mediante cromatografia en columnay HPLC

Respecto a Annona cherimolia, se realizé el fraccionamiento cromatografico del extracto
obtenido en CH,Cl, empleando dos cromatografias en columna consecutivas.
Primeramente se cromatografiaron 7 g de extracto en CH,Cl,, de esta separacion
cromatogréfica se obtuvieron 820 fracciones de 10 mL. Estas fracciones fueron unidas en
tres grupos en concordancia con sus Rf obtenidos por ccf (Tabla 8), utilizando como
eluyente una mezcla de hexano:acetona en una proporcion 4:1. En la Tabla 8 se

muestran los tres grupos generales de ACGs obtenidas.
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Tabla 8. Fracciones obtenidas a partir de la primera separacion cromatogréfica

TIPO DE ACG Rf FRACCIONES g OBTENIDOS
Menos polares (A) 0.85 50-170 1.16

Intermedias (B) 0.7 138-540 1.28

Mas polares (C) 0.2 550-700 0.265

Posteriormente, los 1.28 g de la fraccion intermedia rica en ACGs fueron sometidos a otro
proceso de separacion empleando como eluyente hexano:CH,CIl,:EtOH en proporcion
7:1.5:1.5. De esta columna se obtuvieron 125 fracciones de 10 mL cada una. Las
fracciones 55-110 se reunieron en base a sus Rf, obteniéndose 118 mg de una muestra
correspondiente a ACG, tal como se determind por RMN *H. El rendimiento de esta

columna fue del 9.2% respecto a la cantidad de muestra aplicada.

Para el caso de Annona muricata la separacion consto de las mismas etapas que en laso
de Annona cherimolia, en la primera separacion se obtuvieron 645 fracciones, las
fracciones de la 148-167 se obtuvieron 0.95 g con un Rf de 0.6. Esta muestra se empled
para la segunda separacion obteniendo 115 fracciones de aproximadamente 10 mL.
Donde finalmente se obtuvieron 90 mg de las fracciones 22-33 con una pureza adecuada

para su emple6 posterior en el andlisis por HPLC.

6.2 Resultados de la validacién del método cromatografico (HPLC) para la
purificacion de ACGs

Mediante un andlisis por HPLC se observo que la ACG obtenida de la semilla de Annona
muricata presentd una pureza adecuada y un tiempo de retencién de 14.5 minutos (Figura

7), muestra que se uso para validar el método.
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Los pardmetros evaluados para la validacién de este método fueron: factor de respuesta,

estabilidad de la muestra, repetibilidad y reproducibilidad,

Para el estudio de reproducibilidad la muestra se inyecté en varias ocasiones durante el
mismo dia y en dias posteriores, encontrandose un coeficiente de variacion menor al
12%, lo cual indica que la técnica de andlisis es reproducible. Posteriormente se verifico la
estabilidad de la muestra empleando la misma secuencia de analisis, observando que el
tiempo de retencion de la muestra de interés permanece constante realizando corridas en

horarios diversos.

También se realizd el estudio de reproducibilidad del procesamiento de la muestra
verificando que éste no afecta los resultados de forma individual, para lo cual se procesé
la muestra por triplicado. Se obtuvo un coeficiente de variacion general menor al 8%, que
indica que el procesamiento de las muestras previo a la inyeccion es reproducible. Cabe
mencionar que también se realizé el estudio de la elusion total de la columna para

verificar que después de cada inyeccion no hay muestra residual.

Para la relacion concentracién/respuesta se inyectaron por triplicado y en dias diferentes

muestras con concentraciones en un intervalo de 10 hasta 600 pug/mL, observando un

indice de correlacion lineal de 0.9917 (Figura 8).
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Figura 7. Cromatograma de la ACG tetrahidroxilada aislada de la semilla de Annona
muricata
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Figura 8. Relacion concentracidn/respuesta para la ACG obtenida de la semilla de
Annona muricata.
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6.2.1 Purificaciéon de ACGs mediante HPLC

La muestra obtenida de Annona muricata después de la segunda columna de separacion

(fracciones 22-33) se empleo para desarrollar el método de HPLC.

Mediante el empleo de los métodos de HPLC descritos en la seccion de Metodologia,
primero separando con acetonitrilo:agua y  posteriormente con metanol:agua, se
obtuvieron finalmente tres ACG puras a partir de la semilla de Annona cherimolia Mill y
una ACG de Annona muricata. Como se mencioné anteriormente, esta Ultima se usé para
la validacién del método debido a su mayor pureza (Figura 7). En la Figura 9 se muestran

los cromatogramas pertenecientes a las ACGs obtenidas de Annona cherimolia Mill.

Las muestras, denominadas 1F1, 2F2 y 3F2, presentan tiempos de retencion de 14.08,
16.767 y 17.417 min, respectivamente, y las cantidades obtenidas finalmente fueron de
20, 78 y 23 mg, respectivamente. Para corroborar que las fracciones colectadas en los
tiempos de retencion sefialados correspondian efectivamente a muestras diferentes, se
preparé una mezcla de las muestras 1F1, 2F2 y 3F2 colectadas previamente y se realizé
una nueva cromatografia en HPLC bajo las mismas condiciones de separacion,
observandose la presencia de las tres ACGs con sus respectivos tiempos de retencion
(Figura 10). Aplicar este criterio fue necesario en virtud de que los tres compuestos

presentan Rf idénticos en ccf, asi como espectros de RMN *H y **C muy semejantes.

43



m Fraccion 1F1

/ \
N N

Fraccion 2F2

Fraccion 2F3

Figura 9. Cromatogramas correspondientes a las tres ACGs obtenidas de la semilla de
Annona cherimolia Mill.
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Figura 10. Cromatograma correspondiente a la mezcla de las tres ACGs obtenidas de la
semilla de Annona cherimolia Mill

6.3 Determinacion estructural de las ACG aisladas de A. muricata y A. cherimolia
Mill

6.3.1 Consideraciones generales

Dadas las caracteristicas estructurales de las ACG, su determinacion estructural debe
hacerse con sumo cuidado debido a que las variaciones espectrales pueden ser minimas
entre estructuras diferentes. A pesar de que sus estructuras son aparentemente simples,
en virtud de sus largas cadenas no ramificadas, su complejidad deriva fundamentalmente
de las amplias posibilidades de isomeria posicional derivada de la presencia de grupos
funcionales o sustituyentes a lo largo de la cadena. Esta complejidad se ve severamente

acentuada debido a la presencia de centros estereogénicos, incrementando con ello el
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reto de una elucidacion estructural inequivoca; esto explica que la informacion
estereoquimica proporcionada se limite s6lo a la configuracion relativa en la gran mayoria

de la ACG descritas actualmente.

Para extraer informacion de configuracién absoluta se tiene la opcién de aplicar el método
extendido de Mosher,” pero éste adolece de varias limitaciones debido a las dificultades
de interpretar los resultados de desplazamientos quimicos inducidos si no se tiene la
certeza en la asignacion inequivoca del espectro de RMN correspondiente. No obstante,
los avances mas notables en este sentido han sido gracias a las sintesis

estereoselectivas logradas exitosamente en los dltimos afios, >

ya que el control
estereoquimico logrado en las trasformaciones clave genera certidumbre al conocer de
manera inequivoca la estereoquimica absoluta del intermediario o producto final. La

informacién estereoquimica asi generada se estd tomando como referencia para

extrapolarla en el proceso de elucidacion estructural de nuevas ACGs naturales.

Por otro lado, debido a la consistencia cerosa de las ACGs es muy dificil obtener cristales
adecuados para su estudio por difraccion de rayos-X, de tal manera que esta técnica esta

practicamente marginada como una herramienta Util en el estudio estructural de ACG.

Las dos herramientas analiticas mas Utiles para la determinacién estructural de ACG son
la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la Espectrometria de Masa (EM). La primera,
en las frecuencias de hidrégeno (*H) y de carbono (**C), brinda la posibilidad de conocer
el tipo de sustituyentes y grupos funcionales presentes en la estructura, y con un analisis
cuidadoso de las integraciones en la frecuencia de 'H, en combinacién con algunas
técnicas en la frecuencia de *C (APT, DEPT), es posible obtener el peso molecular de la
sustancia en estudio. Por supuesto que también es una herramienta de eleccion para
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extraer informacién estereoquimica relativa y, como se menciond anteriormente, aunque
con ciertas reservas, informacion estereoquimica absoluta. Adicionalmente, donde hay
mas limitaciones para aplicar esta técnica es definitivamente en la isomeria posicional, ya
que habiendo un buen nimero de grupos metileno (CH,) adyacentes a cierto sustituyente
o grupo funcional la informacion de conectividad que comuUnmente es resuelta por
interacciones escalares (constantes de acoplamiento) o dipolares (efecto nOe) se diluye

por el aglomeramiento en desplazamientos quimicos de los grupos CH, mencionados.

Definitivamente, los problemas de conectividad son abordados con eficiencia usando las
técnicas apropiadas de espectrometria de masa de baja y, sobre todo, de alta resolucién
(EM-BR y EM-AR, respectivamente). La composicién exacta de la molécula es posible
gracias a la EM-AR, siendo actualmente un criterio ampliamente aceptado para establecer
la férmula minima en el estudio de ACG. En general, las diversas técnicas disponibles en
EM son el pilar para establecer con certidumbre la composicion exacta de una ACG y
para establecer confiablemente la posicion relativa de los sustituyentes y grupos
funcionales a lo largo de la cadena alifatica. En definitiva, la combinacién de esta
informaciéon con la obtenida mediante la aplicacion de las técnicas adecuadas de RMN

hace posible que la elucidacién estructural de ACG sea una tarea confiable.

6.3.2 Propuestas estructurales de las ACGs aisladas de A. muricata y de A.
cherimolia Mill (2F2 y 2F3)

De las tres acetogeninas aisladas de A. cherimolia se hizo el estudio estructural en las
clasificadas como 2F2 y 2F3 debido a que la 1F1 no present0 la pureza adecuada, segun
su espectro de RMN 'H, para su estudio confiable por EM. Los resultados de andlisis
espectroscopico de las dos ACGs mencionadas, junto con la ACG aislada de A. muricata,
se describen enseguida.
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6.3.2.1 Datos de ultravioleta (UV) y de infrarrojo (IR)

Los espectros de UV de las tres ACG presentan una absorcion maxima (Ams) @ 220 nm,
misma que sirvi6 como frecuencia de deteccion en su purificacion por HPLC. Los
espectros de IR muestran una banda de absorcién intensa en 1755 cm™ caracteristico de
un grupo C=0 conjugado, sugiriendo la presencia de una y-lactona-a,-insaturada que

distingue a la gran mayoria de las ACGs.

6.3.2.2 Andlisis de los espectros de RMN 'H y de *C y el uso de criterios de
desplazamiento quimico para la asignacién de configuracién relativa

Los espectros de RMN *H de las tres ACGs son practicamente indistinguibles (Figuras 11,
12 y 13), habiendo solo pequefias variaciones en los desplazamientos quimicos entre sus
sefales, denotando con ello su similitud estructural. En consecuencia, s6lo se describiran
los detalles espectrales del espectro de la Figura 11, perteneciente a la ACG que proviene
de A. muricata, debido a que los espectros restantes poseen las mismas caracteristicas

generales de desplazamientos quimicos y multiplicidades.

De campo bajo hacia campo alto, aparece en 7.19 ppm una cuarteto ancho (J = 1.5 Hz)
perteneciente a un protén vinilico en posicion 4 de un sistema conjugado con
acoplamiento alilico equivalente con tres protones; su desplazamiento quimico y su
multiplicidad (en este caso acopla con un grupo CH, y un CH) confirman la presencia de
la y-lactona-a,B-insaturada descrita anteriormente. Hacia 5.03 ppm muestra un cuarteto
de cuartetos (J = 7.2, 1.5 Hz) originada por el proton base de oxigeno de la lactona, el
cual presenta acoplamiento vecinal con el grupo Me y con el protdn vinilico, asi como
acoplamiento homoalilico con el metileno en C-3. En la region de bases de oxigeno, de

3.30 a 3.85 ppm, aparecen 4 grupos de sefiales que integran, de campo bajo a campo
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alto, para 1, 2, 1 y 2 protones, respectivamente. En todos los casos las sefiales que
integran para 1 proton son sefiales anchas que no aportan informacion de conectividad
por acoplamiento escalar, mientras que las otras sefales aparecen como cuarteto (2F2) y
quintetos (A. muricata y 2F3) anchos denotando un acoplamiento equivalente (J = 6.8 Hz
para el que aparece alrededor de 3.7 ppm, y J = 5.5 Hz para el cercano a 3.3 ppm) con

tres y cuatro hidrogenos, respectivamente.
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Figura 11. Espectro de RMN 'H de la ACG aislada de A. muricata
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Figura 12. Espectro de RMN 'H de la ACG 2F2 aislada de A. cherimolia

El nimero de hidrégenos en esta region, seis, aunado a sus caracteristicas en
multiplicidad sugirieron fuertemente la presencia de una ACG con un anillo de
tetrahidrofurano (THF) y cuatro grupos oxhidrilo, dos de ellos flanqueando al anillo de
THF. Los datos en la literatura’™ confirmaron este arreglo de grupos funcionales,
corroborando ademas que la sefial cuadruple de 3.7 ppm pertenece a las bases de
oxigeno del anillo de THF y los de 3.3 ppm a las bases de oxigeno de los grupos OH
adyacentes al THF. Asi mismo, la base de oxigeno que aparece alrededor de 3.8 ppm es

caracteristica de un grupo OH en C-4.
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Figura 13. Espectro de RMN *'H de la ACG 2F3 aislada de A. cherimolia

Las sefiales de algunos de los grupos OH por lo general aparecen entre 2.4y 2.8 ppm, y
algunos otros se sobreponen con el conjunto de sefiales que aparecen entre 1.2 y 2.0
ppm. Entre 2.3 y 2.6 ppm aparece en todos los casos la parte AB (J = 15 Hz) de un
sistema ABX (considerando sélo los acoplamientos geminal y vecinal) perteneciente al
metileno en C-3. La presencia del grupo metilo secundario de la lactona se confirma por la
sefal doble (J = 6.8 Hz) que aparecen cerca de 1.4 ppm, en tanto que el Me terminal de la
cadena alifatica se puede observar en la sefial triple (J = 6.9 Hz) de 0.85 ppm. El resto de

las sefiales pertenecen a grupos CH,.
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El espectro de correlacion homonuclear (COSY, de sus siglas en inglés) de la ACG de A.
muricata, mostrado en la Figura 14, permitié establecer algunas conectividades. Entre las
correlaciones mas destacadas se encuentran las de las sefiales cuadruples que aparecen
en 3.3 y 3.7 ppm, confirmando la presencia del anillo de THF flanqueado por dos grupos
OH. También las correlaciones de los protones base de oxigeno del anillo de THF con los
multipletes cercanos a 2.0 y 1.63 ppm permitié determinar que estos ultimos pertenecen a
los metilenos del mismo anillo. La presencia del grupo OH en C-4 qued6 también
confirmada por la correlacion entre el grupo metileno en C-3 (2.3 y 2.6 ppm) con la base

de oxigeno que aparece cerca de 3.82 ppm, la cual pertenece a H-4.

100 |
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«[=) @ i
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5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t2)

Figura 14. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) de la ACG aislada de A.
muricata
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La correlacién de la base de oxigeno que aparece alrededor de 3.6 ppm con grupos

metilenos centrados en 1.4 ppm hace suponer que un grupo oxhidrilo se encuentra

insertado en una parte de la cadena alifatica. En el anexo se muestran los espectros

COSY para 2F2 y 2F3.

Los espectros de RMN 3C de las tres ACG (Figura 15) son también muy similares, solo

mostrando variaciones pequefias en desplazamientos quimicos. Entre las sefiales mas

significativas que revelan la presencia de grupos funcionales se encuentran el grupo C=0

(174 ppm), los carbonos del doble enlace conjugado (151 y 131 ppm) y entre 68 y 83 ppm

aparecen las sefiales de 7 carbonos con hibridacién sp® base de oxigeno.

' / 37.325, 37.244,
b, u 1 . O 82702 33.412, 33.331
32 22 (O 1 82.625 33.285, 31.891,
OH OH oH o] 77.999 29,698, 29.652,
77.278 29.637, 29.617,
c-33 c2 77.024 29,608, 29.576,
. . 76.769 29.455, 29.324,
oo 178619 A. cherimolia o 28.756, 28.745,
= : 25.636, 25.566,
;li;l??g 2F3 71.692 25 471 92 AR7
33 =\
{ /—L on ¥ ‘ .
I, W O Eg o 33.402, 33.333 ‘ ‘
> 2 o” i ( e 33.276, 31.882,
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C-33 76.769 29,569, 29.315,
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c2 A. cherimolia 74.001 25,585, 25.564,
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131.090
=35
oH ® /
/\/\L . . O w07 37.345, 37.264,
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: 29.333, 28.750,
174.600 74.088 25.648, 25.583,
co 151,821 c-2 . 73.993 25.485, 22.666,
131122 A. muricata 71724

Figura 15. Espectros de RMN **C de las ACG aisladas de A. muricata (abajo), de 2F2 (en

medio) y 2F3 (arriba) aisladas de A. cherimolia.
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Sus correspondientes espectros de correlacion heteronuclear a un enlace (Ver Figuras en
anexo), obtenidos por deteccion inversa (gHSQC), permitieron la asignacion de un buen
namero de carbonos protonados, entre los que destacan aquellos que soportan grupos
funcionales (doble enlace, bases de oxigeno), los adyacentes a estos grupos y los grupos
Me. Dada la dificultad de diferenciar la gran mayoria de los grupos metileno (CH,) en los
espectros de RMN *H, genera incertidumbre en la asignacion de los mismos grupos en los
espectros de RMN *3C, aln usando la informaciéon del espectro de correlacion
heteronuclear a un enlace (gHSQC). No obstante, el espectro de correlacion

heteronuclear a larga distancia (QHMBC, Ver anexo) ayudo a diferenciar algunos de ellos.

Respecto a la informacién estereoquimica, la RMN se usa mas comunmente en extraer
informacion de configuracién relativa en torno a la estereoquimica del anillo de THF,
aplicando para ello s6lo criterios de desplazamiento quimico. En la Tabla 9 se muestran
los desplazamientos quimicos mas representativos de RMN *H y **C que se toman como
referencia en la asignacion de la configuracién relativa de ACG mono-THF flanqueadas
por grupos OH adyacentes. Aunque la aplicacibn de este criterio podria no ser
concluyente, muchos autores lo utilizan para asignar la estereoquimica relativa de ACG
nuevas.’ En nuestro caso también tomamos en cuenta este criterio, el cual consideramos

gue podria arrojar informacion importante con relacion a la estereoquimica relativa.

Como se puede apreciar, este criterio podria no ser preciso si se usan sOlo los

desplazamientos quimicos de hidrégeno (RMN *H) para diferenciar entre las

configuraciones treo-trans-treo (t-t-t) y treo-cis-treo (t-c-t), ya que en ambos casos los
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y **C usados para discriminar entre

configuraciones relativas de ACG mono-THF flanqueadas por grupos OH.”"
A C
N\ Y
7 5
o)
OH T OH
B
Configuracion relativa*
# Carbono | treo-trans-treo | treo-cis-treo | treo-trans-eritro | treo-cis-eritro
A-B-C A-B-C A-B-C A-B-C
d3H | 8C |[8H [8"C | 8'H | 8%C | 8o™H | 8%C

5 - 25.5 - 256 |- 25.5 - 25.7
6 - 33.4 - 34.0 |- 33.2 - 34.2
7 341 74.0 3.42 743 |3.40 74.3 3.44 742
8 3.79 827 3.82 828 |3.82 83.3 3.83 823
9a 1.98 28.8 1.93 28.1 |2.00 28.6 192 284
9%b 1.66 1.74 1.64 1.76

10a 1.98 28.8 193 28.1 |1.91 25.2 1.96 241
10b 1.66 1.74 1.86 1.80

11 3.79 827 3.82 828 |3.82 82.2 3.90 8238
12 341 74.0 3.42 743 |3.88 71.6 3.83 721

*Los desplazamientos quimicos estan tomados usando como referencia TMS y CDCl;
como disolvente. Las letras A-B-C corresponden con la estereoquimica relativa en los
fragmentos C12-C11, C11-C8 y C8-C7, respectivamente. La numeracién usada en el
fragmento molecular mostrado se eligié de manera arbitraria.

desplazamientos quimicos de los pares H-7/H-12 (3.41/3.41 para t-t-t y 3.42/3.42 para t-c-
t) y H-8/H-11 (3.79/3.79 para t-t-t y 3.82/3.82 para t-c-t) son muy parecidos. No obstante,
la diferencia en RMN **C de 0.3 ppm para los pares de carbonos C-7/C-12, y de 0.1 ppm
para los pares C-8/C-11, entre los arreglos configuracionales t-t-t y t-c-t pueden ser

usados con mayor certidumbre para diferenciarlos entre si. Analizando las
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configuraciones treo-trans-eritro (t-t-e) y treo-cis-eritro (t-c-e), ambas pueden diferenciarse
con las dos primeras debido a que éstas presentan un mayor nivel de simetria que las
dltimas, lo cual ocasiona que los desplazamientos quimicos en RMN *H de los pares H-
7/H-12, o H-8/H-11, sean ahora marcadamente diferentes. Lo mismo ocurre en RMN **C,
pues, por ejemplo, ahora el esterecisémero t-t-e tiene un desplazamiento de 74.3 ppm
para C-7 con respecto a 71.6 ppm de C-12 (Comparense estos valores con los
estereoisomeros t-t-t o t-c-t, en donde no es posible diferenciar los desplazamientos

quimicos de H-7 y H-12 0 C-7 y C-12).

Aplicando los criterios anteriores se pudieron establecer las configuraciones relativas del
anillo de THF y los carbonos base de los grupos OH adyacentes a éste. De acuerdo a los
espectros de RMN H para las acetogeninas en discusion (2F2, 2F3 y la proveniente de A.
muricata), se puede apreciar claramente que los desplazamientos quimicos de los
hidrégenos base de los grupos OH que flanquean al anillo de THF no se pueden
diferenciar, y la misma situacibn se da en los desplazamientos quimicos de las
respectivas bases de oxigeno del anillo de THF (Figura 16). Esto significa que los
estereoisomeros t-t-e y t-c-e pueden descartarse en virtud de que en estos casos los
desplazamientos quimicos para los hidrégenos mencionados deberian ser diferentes. En
la Figura 16 se muestra una ampliacién de la region comprendida entre 3.30 y 3.90 ppm
que corresponde a la zona donde aparecen los protones base de furano y de las base de
los grupos OH adyacentes, mostrando en ellas sus frecuencias de absorcion respectivas,
en ppm. Cabe observar que en los casos de A. muricata y 2F3 las bases de grupos OH
aparecen como quintetos anchos debido a que presentan acoplamiento vecinales
cercanos en magnitud con los hidrégenos de los grupos CH, CH, y OH. Como se puede
observar, los desplazamientos quimicos son practicamente idénticos entre las tres
acetogeninas, lo cual significa que poseen la misma configuracion relativa en el fragmento
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en cuestion. Ahora bien, las configuraciones relativas t-t-e y t-c-e pueden descartarse
debido a las razones de simetria mencionadas anteriormente. Finalmente, para descartar
entre las configuraciones relativas t-t-t y t-c-t las pequefias diferencias en desplazamiento
quimico en RMN 'H son menos confiables, por lo que se recurrié al analisis de los

desplazamientos quimicos de los espectros de RMN *3C.

A. muricata
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Figura 16. Espectros de RMN 'H que muestran los desplazamientos quimicos de los
protones bases de THF y bases de los grupos OH adyacentes al anillo, los cuales se
utilizaron para determinar la estereoquimica relativa.

En la Figura 17 se muestran los espectros de RMN **C de las ACG A.muricata, 2F2 y 2F3,
ilustrando solo la regién de los carbonos base de oxigeno. Los desplazamientos quimicos
gue ocuparemos para este analisis son los correspondientes a las bases de oxigeno del
anillo de furano (~82 ppm) y a las bases de los grupos OH adyacentes a éste (~74 ppm).

De acuerdo a la Tabla 9, en el esterecisomero t-t-t los desplazamientos quimicos
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promedio para las bases de oxigeno son 82.7 ppm y para las bases de oxigeno
adyacentes son 74.0 ppm, mientras que para el estereoisomero t-c-t son 82.8 'y 74.3 ppm,
respectivamente. Los desplazamientos quimicos encontrados en las presentes
acetogeninas para los mismos carbonos son en promedio 82.7 y 74.0 ppm, los cuales

coinciden plenamente para una configuracion relativa t-t-t.
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Figura 17. Espectros de RMN *C que muestran los desplazamientos quimicos de los
protones bases de THF y bases de los grupos OH adyacentes al anillo, los cuales se
utilizaron para determinar la estereoquimica relativa.

Por otro lado, la determinacion de la configuracion absoluta no se ha intentado en estas
ACGs, pero cabe mencionar que aparentemente por razones biogenéticas la gran
mayoria de las ACGs que poseen el anillo de la lactona y un grupo oxhidrilo en C-4
presentan estereoquimica absoluta (S) y (R), respectivamente.” Por las mismas razones,

consideramos que las presentes ACGs poseen la estereoquimica anterior.
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Probablemente, en un futuro proximo se abordara la determinacion de la configuracion
absoluta de los centros estereogénicos presentes en las ACG aisladas en este trabajo
aplicando el método de Mosher extendido, pero ahora usando nuevos analogos de

Mosher desarrollados en nuestro grupo de trabajo.

6.3.2.3 Determinacién de la composicion exacta y de la isomeria posicional
mediante el analisis de los espectros de masa de altay baja resolucion

Es bien conocido que las ACGs generalmente poseen 35 o 37 atomos de carbono, y el
método mas preciso para obtener esta informacion es mediante el analisis de las
muestras por espectrometria de masa, ya sea de alta o de baja resolucién. En nuestro
caso recurrimos a la técnica de alta resolucion para conocer la composicion exacta de
nuestras moléculas. Las tres muestras se analizaron en un equipo marca Jeol Modelo

GCmate por impacto electronico. Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Como se puede observar, las tres ACGs corresponden con la formula minima CzsHgsO7
por lo que poseen una relacién estructural isomérica. Cabe notar que las ACGs 2F2 y 2F3
dieron un resultado de masa molecular mas uno (M* + 1), mas exacta que la de A.
cherimolia. No obstante, los iones generados por las subsecuentes pérdidas de 4
moléculas de agua en los tres compuestos estan claramente definidos en sus respectivos
espectros de masa. En las Figuras 18-20 se muestran los espectros de masa de alta
resolucion de la acetogenina aislada de A. muricata, de 2F2 y de 2F3, respectivamente

junto con sus formulas estructurales y los fragmentos resultantes de la pérdida de agua.

59



a) Acetogenina 2F3

012109_GZzV_2F3_300_600_SM(1)
ATHACH11_300_600_SM(1)

Scan : 141-144 TIC : 1034544 Base : .1%FS #ions : 921
Selected Isotopes : H(0-64)C(0-35)0(0-7)

Allowable Error : 20 mmu

Measured % Base Formula Calculated Error
Mass Mass (mmu)
597.4732 35.5% C35H6507 597.4730 0.2

b) Acetogenina 2F2

012609 GzZV_2F2 500 700

2F2 500 700

Scan : 90-95 TIC : 1045294 Base : .1%FS #ions : 923
Selected Isotopes : H(0-64)C(0-35)0(0-7)

Allowable Error : 20 mmu

Measured % Base Formula Calculated Error
Mass Mass (mmu)
597.4729 30.1% C35H6507 597.4730 -0.1

c) Acetogenina de A. muricata

012709 _GZV_Amuricata_500_ 700
Amuricata_500_700

Scan : 85 TIC: 703808 Base: .6%FS #ions: 274
Selected Isotopes : H(0-64)C(0-35)0(0-7)
Allowable Error : 20 mmu

Measured % Base Formula Calculated Error
Mass Mass (mmu)
596.4670 7.1% C35H6407 596.4652 1.8

Tabla 10. Resultados tedricos y experimentales de las masas de los iones moleculares de
las ACGs a) 2F3, b) 2F2 y ¢) A. muricata.

Para obtener informacion estructural derivada del resto de fragmentaciones se
consideraron primeramente los iones que se forman por ruptura directa de un enlace.

Es bien sabido que los sitios mas comunes donde toman lugar dichas rupturas es en los

enlaces adyacentes a los heteroatomos (en este caso oxigenos) debido a la mayor
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18. Férmula molecular y espectros de masa de alta resolucién (EM-AR) de la ACG

aislada de A. muricata mostrando las masas exactas del ibn molecular y de los iones
generados por la pérdida consecutiva de hasta 4 moléculas de agua.
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Figura 19. Férmula molecular y espectros EM-AR de la ACG 2F2 aislada de A. cherimolia

mostrando las masas exactas del ion molecular y de los iones generados por la pérdida
consecutiva de hasta 4 moléculas de agua.
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Figura 20. Férmula molecular y espectros EM-AR de la ACG 2F3 aislada de A. cherimolia
mostrando las masas exactas del ion molecular y de los iones generados por la pérdida
consecutiva de hasta 4 moléculas de agua.

estabilidad de los iones asi generados. En base a lo anterior, los iones obtenidos en los
espectros de cada compuesto fueron correlacionados con las rupturas esperadas para
diferentes isdmeros posicionales. Es decir, de los datos espectroscédpicos anteriores se
conocia con certidumbre que las acetogeninas poseen una férmula condensada de
CssHesO7, que esta presente un anillo de gama-lactona, que existe un solo anillo de THF
con dos oxhidrilos que lo flanquean y que hay un par de oxhidrilos mas, uno de ellos
ubicado con certeza en C-4. Por lo tanto, la correlacion de los iones observados con los
sitios de ruptura involucré cambiar sistematicamente la posicion del anillo de THF con sus
dos oxhidrilos a lo largo de la cadena alifatica, haciendo lo mismo con el cuarto oxhidrilo.
En cada posicion de calcularon los iones que se formarian por ruptura directa y se

compararon sus masas con las observadas en los espectros respectivos.
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Después de hacer las permutas posibles, se encontré que en las tres ACGs hubo
fragmentos que ubicaron al anillo de THF y sus oxhidrilos cercanos en las posiciones C-
18 y C-21 para los carbonos base de oxigeno del THF, y los grupos OH adyacentes en C-
17 y C-22 (Figuras 21 y 22). Un analisis similar permitié proponer la ubicacion del cuarto
grupo OH: en las ACG 2F3 y en la proveniente de A. muricata se encontraron las masas
de algunos iones que lo ubican en C-11; en el caso de 2F3 se encontraron fragmentos
gue lo posicionan en C-9 (Figura 22). Este resultado es en cierta manera consistente con
los desplazamientos quimicos de RMN **C mostrados por el carbono que soporta este
oxhidrilo, pues en el caso de 2F3 y en la ACG aislada de A. muricata los desplazamientos
quimicos son muy similares (69.870 y 69.893 ppm, respectivamente), mientras que en
2F2 el desplazamiento quimico es menor (69.788 ppm) que el de los anteriores (Figura
17).

Resumiendo los resultados del andlisis espectroscopico podemos concluir que las ACGs
2F2 y la aislada de A. muricata poseen la misma composicion y conectividad, y que
ademas su estereoquimica relativa es t-t-t. Por lo tanto, la diferencia estructural entre
estas dos acetogeninas muy probablemente se deba solo a un cambio epimérico en C-11,
aunque esto es arriesgado de suponer por la falta de argumentos experimentales
adicionales. Respecto a la acetogenina 2F3, se puede concluir que también posee una
estereoquimica relativa t-t-t, que la posicion del anillo de THF también se localiza en C-
18/C-21, y que su diferencia estructural con las dos anteriores reside en que el cuarto

grupo OH se encuentra en posiciéon C-9.
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Cabe mencionar que después de una revision bibliografica en la base de datos de

SciFinder no se encontr6 alguna estructura que coincida con las obtenidas en este
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Figura 21. Espectros EM-AR mostrando los iones de fragmentaciones mas
representativas de las ACG de A. muricata (arriba) y de 2F3 (abajo) que permitieron
establecer la posicion de los grupos THF y OH a lo largo de la cadena alifatica.
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Figura 22. Espectros EM-AR mostrando los iones de fragmentaciones mas
representativas de la ACG 2F2 aislada de A.cherimolia que permitieron establecer la
posicién de los grupos THF y OH a lo largo de la cadena alifatica.
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6.4 Evaluaciéon de la toxicidad de una ACG obtenida de las semillas de Annona
muricata en un estudio subcrénico in vivo

6.4.1 DLsg

La dosis letal media para la ACG de Annona muricata fue de 2.7 mg/kg. La administracion
del compuesto durante la evaluacion de este parametro produjo la disminucién del peso
corporal un 20% en los individuos 24 h después de la administracion, con un periodo de

recuperacion de tres dias.

La determinacion de este pardmetro permite definir cuan téxica es una sustancia y por
cual de las vias de penetracién en el organismo es mas efectiva, generalmente se emplea
para la clasificacion de las sustancias con base al riesgo potencial de alterar la salud y se
definen como la dosis cuya administraciéon causa la muerte al cincuenta por ciento de los

individuos que la reciben y se expresa en mg de la sustancia por Kg de peso™.

Por ejemplo, organizaciones internacionales como la CEE enuncian en el Real Decreto
2.216/1985 dentro del acuerdo de la Directiva 92/32/CEE sobre la declaracion de
sustancias nuevas, su clasificacion, envasado y etiquetado, las dosis y vias de
administracion para la clasificacion de las nuevas sustancias como se muestra en la Tabla

10.
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Tabla 10. Clasificacion de sustancias segun la DLsg,

CATEGORIA | DL, Oral | DL, Cutéanea | CLso Inhal
rata rata 0 conejo | rata
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Ll)
Muy toxica menor a 25 menor 50 0,50
Téxica 20-200 50-400 0,5-2
Nociva 200-2.000 400-2.000 2-20

Realmente son pocos los antecedentes referentes al empleo de ACG en estudios in vivo,
sin embargo, se puede mencionar que la toxicidad observada por estos compuestos
depende de la estructura quimica y la composicién de la muestra evaluada, por ejemplo,
en un estudio tipo agudo donde se administro el extracto etandlico de una Annonacea
(Annona crassiflora Mart), el intervalo de prueba fue de 10-160 mg/Kg y para un estudio
del mismo tipo realizado con una mezcla de ACG obtenidas de Annona cherimolia Mill la

DLso fue de 6 mg/Kg'™®.

Para el caso de la ACG en cuestion se present6 una DLs, de 2.7 mg/Kg situandola dentro
de los compuestos altamente toxicos de acuerdo al criterio mencionado anteriormente,
este valor sirvi6 como pauta para la eleccién de las dosis a emplear en el estudio
subcrénico realizado y reafirma que el efecto de un compuesto esta relacionado con
factores como la composicion de la muestra administrada y la estructura quimica de los

compuestos involucrados.

La evaluacion de la DLg, para productos naturales es relevante considerando que estos

representan el 50% de los compuestos de uso clinico en los paises desarrollados? y que
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en forma tradicional la poblacién tiende a consumirlos considerando sus propiedades
farmacolodgicas sin una evaluacion toxicolégica previa que permita su empleo de forma

segura.

6.4.2 Genotoxicidad

La Figura 23 se construy6 con los valores promedio de la frecuencia de MN presentes en
2000 ENC cuantificados por individuo, los grupos fueron monitoreados cada semana
durante el estudio. Los datos presentados en la Figura 23 muestran el promedio para los
grupos evaluados * el error estandar y fueron tratados estadisticamente con las pruebas

ya mencionadas.

En general, se obtuvieron resultados negativos en la prueba de MN para todos los grupos
evaluados. El grupo administrado con el vehiculo (EtOH 0.5 %) mantuvo el promedio de
ENCMN de 2 y en el grupo administrado con AOM tampoco se generd un incremento
significativo en la produccién de ENCMN entre las muestras evaluadas respecto al grupo

administrado con el vehiculo manteniéndose el valor entre 2.5y 3.5.

Para el caso de los grupos administrados con AOM + ACG de Annona muricata en las
tres dosis (0.07, 0.17 y 0.76 mg/kg) el promedio de los ENCMN se mantuvo entre 1.5y

2.5.
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Considerando que los dafios sobre el ADN y su fijacibn mediante mutaciones o dafios
cromosdémicos son considerados generalmente como esenciales en el proceso
multietapas de la carcinogénesis, las pruebas de genotoxicidad han sido empleadas en
las ultimas décadas para la identificacion de quimicos que puedan inducir dafios

genéticos en forma indirecta o directa®.

En el caso de los compuestos carcind6genos no genotéxicos una infinidad de mecanismos
de accién han sido descritos, dentro de los que se incluye un incremento en la produccion
de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que dafian el ADN, los lipidos y las
proteinas®’. En el caso del AOM uno de los intermediarios finales de su biotransformacién
es el ion metildiazonium, especie altamente reactiva responsable de alquilaciones sobre

macromoléculas, el cual es un paso esencial para la iniciacion de tumores®.

Los resultados obtenidos tras la administracién del AOM en la prueba de MN indican que
el mecanismo mediante el cual este compuesto induce las lesiones preneoplasicas no
implica una relacion directa sobre el ADN, ya que el resultado fue negativo manteniendo

el nimero de los ENCMN en un valor promedio de 2.5.

Este mismo efecto fue observado en un estudio tipo agudo’, lo cual corrobora que al
menos en la dosis de 15 mg/Kg y en el esquema de administracion empleados este
compuesto no es genotdxico, lo que es consistente con lo reportado en la prueba de
Ames realizada donde el resultado también fue negativo y con los mecanismos

propuestos para la iniciacion de tumores empleando este compuesto.

69



Respecto a los estudios de genotoxicidad realizados para las ACG los reportes indican
que el resultado depende de diversos factores como las caracteristicas del compuesto

evaluado, la dosis y el tiempo de exposicion.

Por ejemplo, para un estudio in vitro empleando la prueba de Ames se obtuvo un
resultado negativo y en el caso de estudios tipo agudo in vivo se reporté un efecto
negativo en la prueba de MN empleando un extracto etanolico de Annona crassiflora
Mart, sin embargo, en un estudio del mismo tipo pero empleando una fraccién definida de
ACG de Annona cherimolia con dosis cercanas a la DLs, la respuesta fue positiva’®, efecto
esperado de acuerdo al modo de accidén propuesto para este tipo de compuestos el cual
involucra el bloqueo del Complejo | de la cadena mitocondrial de transporte de electrones
que puede generar estrés oxidativo dando origen a especies reactivas que interaccionen

con el ADN.

En el caso particular de la ACG de Annona muricata evaluada en un esquema de
administracién continua por seis semanas donde las dosis empleadas son subletales, el
efecto genotoxico fue negativo. Este tipo de comportamiento es reportado para diversos
compuestos como la mitomicina C donde se presentan resultados positivos en estudios a
corto plazo y negativos en periodos mas largos (28 dias) debido a que se emplean dosis
por debajo de la DLsy lo cual permite la evaluacién de diversos parametros como
biotransformacion de los compuestos administrados 6 la acumulacion en tejidos, asi como

los efectos en la eritropoyesis®’.
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Los resultados presentan una expectativa positiva al compararlos con lo observado para
otros compuestos que se emplean como quimioterapéuticos, como la mitomicina
empleada en el tratamiento adenocarcinoma de estomago y de pancreas, asi como en el
carcinoma de colon y vejiga donde en dosis mas bajas que las empleadas® en este
estudio para la ACG son genotoxicos, lo cual es una desventaja para los compuestos que

se emplean actualmente con este fin.

71



NUmero de ENCMN

Tiempo (semanas)

B EtOH 0,5% 0O AOM15 mg/kg O AOM+ACG 0,07mg/kg O AOM+ACG 0,17 mg/kg O AOM+ACG 0,76 mg/kg

Figura 23. Frecuencia de eritrocitos normocromicos micronucleados en sangre periférica de raton.

Se representa el valor promedio de cada grupo # ee.
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6.4.3 Efecto quimioterapéutico

El cancer de colon es una de las causas de muerte mas comunes actualmente, motivo por
el cual se han desarrollado diversas pruebas para el estudio de este padecimiento. Uno
de los ensayos que forma parte de la bateria de pruebas para el estudio de compuestos
que puedan ser empleados para el control y prevencion de este cancer es la observacion

de FCA®,

Los FCA son lesiones preneoplasicas generadas en el colon mediante la administracion
de compuestos como el AOM, la disminucion en la frecuencia de estas lesiones asi como
en su multiplicidad mediante la administraciébn de un xenobidtico son indicadores del

efecto positivo de dicho control sobre la incidencia de FCA®.

La Figura 24 presenta el promedio de FCA para cada grupo de trabajo + el error estanda.
Los individuos administrados con EtOH al 0.5% mostraron un indice en la induccién de
criptas bajo con un valor de 3.8 FCA en el primer monitoreo y de 4.6 en el segundo. En
cuanto al grupo administrado con AOM los valores de criptas fueron de 100 y 96 para los

dos monitoreos realizados en el estudio.

Para los grupos administrados con AOM+ACG se observa que las tres dosis
administradas generan una disminucién en el indice de FCA presentes en el colon, la
dosis de 0.07 mg/kg reduce 25 % la incidencia de criptas respecto al grupo administrado

con el AOM, efecto que es mayor al final del tratamiento generando una disminucion del
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50%. Estas disminuciones en el indice de criptas son estadisticamente significativas

respecto al grupo administrado con el AOM.

Por otro lado, en el grupo de AOM+ACG ( 0.17 mg/kg) se generé una disminucion
promedio del 50% en el numero de FCA la cual es estadisticamente significativa respecto
al grupo administrado con el AOM, este valor se observo en los monitoreos realizados a la

mitad del tratamiento y al final.

Finalmente, en el grupo administrado con AOM+ACG en la mayor dosis ( 0.76 mg/kg) se
redujo inicialmente la incidencia de FCA un 30% respecto al grupo administrado con el
AOM, efecto que resulta estadisticamente significativo al final del estudio donde se

presenta una disminuciéon del 49% en las criptas presentes.

Ademas se evalud la multiplicidad presente en los FCA, el promedio obtenido para cada
grupo se presenta en la Tabla 11. Se observé que el grupo tratado con el vehiculo de
administracion (EtOH 0.5%) present6 un valor promedio de criptas de 3.5, siendo todas
ellas sencillas en cambio, el grupo administrado con el AOM gener6 criptas de diversas

multiplicidades, siendo mayor la frecuencia de FCA de 3y 4 criptas.

En los grupos administrados con AOM+ACG en sus diversas dosis se observé una
disminucién en cuanto a la multiplicidad presente en los FCA. Para el grupo administrado
con la dosis de 0.07 mg/kg la disminucién en la multiplicidad solo se manifiesta al final del

tratamiento siendo en general la multiplicidad de 1 a 2 criptas.
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Para las otras dosis evaluadas en los grupos de AOM+ACG (0.17 y 0.76 mg/kg) la
disminucion en la multiplicidad en las criptas se redujo desde el primer monitoreo siendo
mayor la incidencia de criptas de multiplicidad sencilla y doble, eliminandose los FCA con

5 6 mas criptas.

Por lo tanto, en este estudio se comprobé la eficiencia de la administracion de una ACG

en el control de las lesiones preneoplasicas generadas con la administracion del AOM.

Las ACG se han probado regularmente in vitro sobre lineas celulares cancerosas con
buenos resultados debidos a la alta citotoxicidad y la selectividad que presentan por las
lineas celulares tumorales debido a los mecanismos de accion mencionados
anteriormente. Ademas debido a que la actividad citotoxica es debida a una respuesta
apoptotica por lo cual esta familia de compuestos se vislumbra como una alternativa de

agente quimioterapéutico.

No se cuenta con antecedentes del empleo de ACG en estudios in vivo a largo plazo, pero
los resultados obtenidos demostraron que son una buena alternativa para el control de
lesiones preneoplasicas en colon ya que disminuyeron hasta un 70% la incidencia de
FCA con la dosis de 0.17 mg/kg y un 50% con las dosis de 0.07 y 0.76 mg/kg respecto al

grupo administrado solamente con el AOM.

Ademas, la disminucién observada en la multiplicidad en los FCA es otro punto a favor, ya

gue se ha observado que algunos agentes recomendados para la prevencion y control del
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cancer de colon como las frutas y verduras, asi como los agentes antioxidantes tienen la
cualidad de actuar no solo sobre la incidencia, sino también sobre la multiplicidad en estas

lesiones.

En general se puede decir que el empleo de las ACG para el control de lesiones
preneoplasicas en colon es positivo gracias al efecto citotdxico relacionado con la
apoptosis, ademas de no ser genotoxicas en las dosis evaluadas y disminuir

considerablemente el efecto del carcin6geno en el colon al reducir la presencia de FCA.

En resumen, la administracion del AOM generé FCA y la administracién de la ACG redujo
la incidencia de FCA presentes en relacion al grupo administrado Unicamente con el AOM,

ademas también tuvo efecto sobre la multiplicidad en los FCA desarrollados.
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Tabla 11. Multiplicidad observada en las FCA presentes en colon posteriores a la

administracién de una ACG tetrahidroxilada de Annona muricata.

Tratamiento

Multiplicidad en los FCA

Semana 3 1 2 3 4 5 6 7 >7 Criptas
totales

EtOH 0.5 % 083 /0,33 |050 |[0,00|0,17 |0,00 |0,00 |0,00 |3,83

ACG 0.07 | 12,00 | 12,17 | 10,83 | 5,67 | 5,67 | 2,50 | 0,33 | 2,00 | 73,50

mg/Kg

ACG 0.17 | 6,83 |4,33 |217 |0,00|0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |22,00

mg/Kg

ACG 0.76 | 13,86 | 557 | 3,57 |3,00|2,71 |1,57 |1,00 |0,00 |69,67

mg/Kg

AOM 15 mg/Kg |12,50 11,33 |9,17 |4,67 250 [0,83 |0,33 | 0,00 |100,50

Semana 6

EtOH 0.5 % 250 [050 |0,00 |0,00|0O,00 |O,00 |0O00 |0,00 |3,50

ACG 0.07 | 15,00 | 5,57 | 4,14 |1,86|1,14 | 0,43 | 0,29 | 0,00 | 58,29

mg/Kg

ACG 0.17 {950 |5,00 |138 |1,38|0,25 |0,23 |0,00 |0,00 |31,13

mg/Kg

ACG 0.76 {900 |7,17 |350 |283|0,83 |0,00 |0,00 |8,00 |50,67

mg/Kg

AOM 15 mg/Kg |17,67 | 10,33 7,50 |4,50 283 |0,50 |0,27 | 0,00 | 99,00
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Namero de FCA

o | muem -

E10H 0.5% 007  AOM+ACGD17  AOMHACG 0.76 AOM 15 mg/kg
'-9&!1 mg/kg mg/kg
" Semanal Semana 6 Tratamiento

Figura 24. Numero de focos de criptas aberrantes (FCA ) presentes en el colon.
Se presenta el promedio para cada grupo £ ee.

*Diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo administrado con AOM .
FPruebas de ANOVA y Tukey-Kramer. P<0.05

78



6.4.4 Citotoxicidad y apoptosis

Como parte del estudio toxicolégico se evalué el efecto que tiene la administracion
continua de la ACG tras la administracion del AOM en la eritropoyesis. El empleo de la
técnica de MN permite evaluar el efecto citotétoxico de un xenobidtico mediante la

relacién de EPC/ENC presentes en la sangre periférica®.

La Figura 25 muestra el promedio por grupo de trabajo y horarios evaluados para la
determinacion del nimero de EPC presentes en 2000 eritrocitos totales (EPC/ENC),
relacion que como se menciono es un indicador del efecto citotoxico. Las muestras fueron

tratadas estadisticamente del mismo modo que para el caso de genotoxicidad.

Se observo que tanto el grupo administrado con AOM como los grupos administrados con
la ACG de Annona muricata indujeron un efecto citotoxico al disminuir el nimero de EPC

presentes en sangre periférica.

En el caso del grupo administrado con el AOM disminuyd hasta un 60 % en el nUmero de
EPC manteniéndose en un intervalo entre 27-34, esta diferencia fue estadisticamente
significativa en relacién al grupo administrado con el vehiculo. Efecto que se aprecia

desde la primera semana de administracion.
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El AOM es un carcindégeno quimico que actla generando especies altamente reactivas
como se ha mencionado anteriormente, estas especies pueden interaccionar de diversos
modos con el ADN como en la alquilacién de las bases guanidina y timina, que de no ser
reparadas mediante los mecanismos correspondientes pueden ocasionar la iniciacion de
la tumorogenesis, ademas de que la inestabilidad del material genético promueve la
muerte celular®. Efecto que se observé tras la administracion del AOM, ya que el nimero
de EPC disminuy6 hasta un 60% en relacion al numero de células presente en el estado

basal, efecto que se mantiene a lo largo del periodo evaluado.

La administracion de la ACG se realizé una vez inducidas las lesiones preneoplasicas en
colon. La administracién de la dosis mas baja (0.07 mg/kg) disminuy6 la produccion de
EPC un 30% manteniendo un valor promedio de 53 EPC, no observando diferencias
estadisticamente significativas en relacién con el grupo administrado con el vehiculo en

las Ultimas 5 semanas del estudio.

Con la segunda dosis evaluada (0.17 mg/Kg), se observé un efecto citotoxico al
presentarse una disminucién del 52% estadisticamente significativa en relacion al grupo
administrado con el vehiculo, con 25-32 EPC en promedio, valor que se mantiene a lo

largo del tratamiento.

Respecto a la ultima dosis evaluada (0.76 mg/Kg), también presentd un efecto citotoxico

variable generando una disminucion en la relacion EPC/ENC. La diferencia solo resulta
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estadisticamente significativa respecto al grupo administrado con el vehiculo en las

tltimas semanas del tratamiento con un valor promedio de EPC de 35.

Respecto a la actividad citotoxica de la ACG evaluada, diversos autores sugieren que
dicha actividad se atribuye a los mecanismos de accion de las ACG, ya que bloguean la
respiracion mitocondrial al inhibir el transporte de electrones a nivel del Complejo 1%, asi
como la formacién de complejos con el i6n Ca?*,* lo que estarfa indirectamente

relacionado con la inhibicién de la ubiquinona reductasa. Ambos mecanismos generan un

estado de estrés oxidativo con efecto citotoxico.

Los estudios de citotoxicidad in vitro realizados para este tipo de compuestos muestran
que la actividad depende de la estructura quimica de la ACG y de la concentracion. En
relacién a los reportes in vivo en estudios tipo agudo los resultados muestran que estos
compuestos son altamente citotoxicos, ocasionando una deplecién en la relacion de
EPC/ENC del 50% 48 h después de la administracion para el caso de ACG de Annona

cherimolia’.

No hay un estudio in vivo a largo plazo que pueda emplearse como referencia, sin
embargo, el comportamiento citotéxico marcado concuerda con lo indicado en estudios in
vitro asi como en estudios in vivo tipo agudo. La actividad reportada es lo esperado
considerando que es un compuesto altamente toxico, sin embargo, el comportamiento no
es dosis dependiente, ya que el maximo efecto se presenta con la dosis intermedia donde

se presentd una deplecion del 50% en la relacion de EPC/ENC respecto al grupo
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administrado con el vehiculo empleando la dosis de 0.17 mg/Kg. El efecto observado
quizas esté relacionado con el tiempo de exposicién y los mecanismos de accion de las

ACG.

Otro de los parametros monitoreados en el transcurso de este trabajo fue la respuesta de
muerte celular debida a la apoptosis. La apoptosis es un mecanismo de defensa celular
innata contra la generacion de tumores al menos por dos vias: la remocion de células con
inestabilidad genémica producida por un agente epigénico y por la eliminacién de células

que sufrieron dafio sobre el ADN debido a un carcinégeno genotéxico®.

En este caso se monitoreo la presencia de nucleosomas presentes en la circulacibn como
un indicador de muerte celular por apoptosis, ya que durante la apoptosis varias

endonucleasas actuan liberando nucleosomas.

En condiciones normales los nucleosomas se presentan dentro de los cuerpos
apoptoticos y son posteriormente fagocitados por los macréfagos o las células vecinas, en
situaciones de muerte celular esos mecanismos estdn sobre expresados y los

nucleosomas son liberados a la circulacion.

En relacion a la determinacion de la apoptosis, la Figura 25 muestra el promedio de la
absorbancia registrada en los grupos de trabajo presentando un comportamiento

semejante al observado en la prueba anterior.

82



Tanto el AOM como la administracion de la ACG de Annona muricata indujeron una
respuesta positiva al incrementar la absorbancia en las muestras evaluadas siendo este
incremento estadisticamente significativo respecto al grupo administrado con el vehiculo
(EtOH), ademas la respuesta estuvo en funcion del tiempo, ya que en la ultima muestra

los datos registrados son mayores.

Como se observa en la Figura 26, el grupo tratado con el AOM generoé la respuesta mas

alta al registrar lecturas de de absorbancia de 0.4 y 0.57 en las muestras evaluadas.

El grupo administrado con la menor dosis de AOM+ACG (0.07 mg/kg) presenta
absorbancias de 0.13 y 0.08 en los dos periodos evaluados y el grupo administrado con
AOM+ACG (0.17 mg/kg) fue el que presentd la respuesta méas alta de los grupos
administrados con la ACG con valores de 0.184 y 0.152 en las muestras evaluadas,
relacién que concuerda con lo observado en la determinacion de la relacién de EPC/ENC

donde este grupo fue el de mayor actividad citotdxica.

Finalmente, el grupo administrado con AOM+ACG (0.76 mg/kg) registré incrementos en la

absorbancia con valores de 0.12 y 0.08 para los dos monitoreos registrados.

Debido a los mecanismos de accion reportados para las ACG donde se propone el
bloqueo de la cadena respiratoria inhibiendo la generacién de ATP y promoviendo por tal
motivo la muerte celular por apoptosis*® se esperaba un resultado positivo. Los datos

confirmaron que la citotoxicidad generada por la ACG evaluada es por apoptosis, ya que
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se presentd un incremento en la formacién del complejo nucleosoma-anti-histona al
administrar la ACG respecto a los valores presentados en el grupo administrado con el

vehiculo.

La respuesta observada en esta prueba concuerda con lo reportado en sangre periférica
mediante la determinacion de la relacion EPC/ENC y con lo sefalado por diversos autores
que mediante estudios in vitro han descrito que las ACG en general promueven la muerte
celular mediante la activacién de rutas apoptéticas involucradas con el control del ciclo

celular o con otras rutas bioquimicas como la cadena respiratoria.

El hecho de que esta familia de compuestos promueva la muerte celular por apoptosis es
una ventaja considerando que esta es una via de muerte celular innata que se genera
como respuesta contra la generaciéon de tumores, de tal modo que favorece el empleo de

las ACG con fines quimioterapéuticos.

En relacion al AOM, considerando el mecanismo de accién propuesto por diversos
autores donde se indica su accién como carcindbgeno no genotéxico y el hecho de que
interacciona con las macromoléculas mediante las especies quimicas derivadas de su
biotransformacion®', se esperaba una respuesta positiva lo cual concuerda con lo
establecido en el resultado de la prueba de ELISA empleada, donde se presento un
incremento significativo en la absorbancia respecto al grupo administrado con el vehiculo

lo cual indica que parte de la citotoxicidad observada se debe a la apoptosis. Los
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resultados concuerdan con otros estudios donde mediante evaluacién histologica del

colon se ha observado la presencia de células apoptéticas.
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7. Conclusiones

e Se desarrolld y validé un método para la purificacion de ACG mediante HPLC.

e Se aislaron tres ACG tetrahidroxilada presentes en la semilla de Annona
cherimolia Mill. Mediante sus datos espectroscépicos de RMN y de EM se
propuso que la acetogenina 2F2 presenta un oxhidrilo en C-9 mientras que 2F3 lo
presenta en C-11. Ambas poseen el anillo de furano en C-18/C-21, cuya relacién
estructural con los grupos OH adyacentes es t-t-t.

e Se aislé una ACG tetrahidroxilada presente en las semillas de Annona muricata.
De acuerdo a sus datos de RMN y EM, esta acetogenina podria se epimérica con
2F3, probablemente en C-11.

e Se evalud la DLsy para la ACG tetrahidroxilada de semilla de Annona muricata
siendo de 1.6 mg/kg.

e La ACG evaluada en un estudio subcrénico in vivo en raton no indujo dafio
genotbxico empleando la prueba de MN.

e La ACG evaluada result6 citotéxica produciendo una deplecion del 50% en la
produccion de EPC presentes en sangre periférica en el estudio subcronico
realizado.

e La ACG evaluada present6 un efecto quimioterapéutico inhibiendo hasta un 50%
el desarrollo de las lesiones preneoplasicas inducidas en un modelo murino de
cancer de colon.

e Se observO respuesta positiva en la prueba de apoptosis realizada para

citotoxicidad.
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ANEXO

Espectros de RMN bidimensionales de las acetogeninas aisladas de A. muricatay
de A. cherimolia Mill (2F2 y 2F3)
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Figura 27. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) de la acetogenina 2F2 aislada de A. cherimolia Mill
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Figura 28. Espectro de correlacion homonuclear (COSY) de la acetogenina 2F3 aislada de A. cherimolia Mill
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Figura 29. Espectro de correlacion heteronuclear (QHSQC) de la acetogenina 2F3 aislada de A. cherimolia Mill
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Figura 30. Espectro de correlacion heteronuclear a larga distancia (QHMBC) de la acetogenina 2F3
aislada de A. cherimolia Mill
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Figura 31. Espectro de correlacion heteronuclear (gHSQC) de la acetogenina aislada de A. muricata
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Figura 32. Espectro de correlacion heteronuclear (gHSQC) de la acetogenina aislada de A. muricata
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