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Andlisis fitoquimico y efecto antiproliferativo de genotipos de Sechium edule
(Jacqg.) Sw. sobre cancer de mama.
Maria Teresa Uriostegui Arias M.C
Colegio de Postgraduados, 2014
RESUMEN
Sechium edule, presenta en México una amplia diversidad biologica de la cual se
han creado hibridaciones de distintas variedades mismas que presentan frutos de
diferente forma, tamafo, color, sabor y textura, los cuales han sido utilizados como
fuente de alimento y medicinal. En esta investigacion se evalué la actividad
antiproliferativa de los genotipos Madre negra, amargo 290, H387-07 Y H369- 12
pertenecientes a Sechium edule sobre la linea celular de cancer de mama MCF7.
Ademas se identific6 los a principales compuestos responsables de dicha
actividad a través de un estudio biodirigido. Se observé que los extractos crudos
obtenidos en metanol tuvieron el mayor rendimiento donde se evidencid la
presencia de terpenos, flavonoides, saponinas y taninos. Al realizar los ensayos
biologicos iniciales con los extractos crudos, se observé que la variedad Madre
negra tuvo una ICso de 6.44 ug/mL, mientras que H387-07-GISeM fue de ICso 9
ug/mL. Por otra parte en los extractos preparados con hexano, diclorometano y
metanol, se observo presencia de terpenos en los dos primeros y flavonoides con
el ultimo solvente. En los ensayos farmacoldgicos el extracto en diclorometano de
la variante Madre Negra y el de hexano de H387-07-GISeM presentaron las
mejores concentraciones inhibitorias promedio. Se hizo fraccionamiento de los dos

extractos donde en el caso de H387-07-GlSeM se obtuvieron seis fracciones
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totales, ninguna presento una actividad antiproliferativa significativa con respecto
al extracto inicial lo cual indico que el conjunto de su composicion podria ser
causante de dicha actividad antiproliferativa, mientras en el caso de Madre negra
se obtuvo ocho fracciones totales de las cuales dos presentaron actividad
antiproliferativa significativa (p<0.05) comparativamente con lo registrado por
extracto completo en Diclorometano compuesto por una diversidad de

cucurbitacinas.
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Phytochemical analysis and antiproliferative effect of genotypes S. edule
(Jacqg.) Sw. On breast cancer.
Maria Teresa Arias Uriostegui M.C
Colegio de Postgraduados, 2014
ABSTRACT
Sechium edule, Mexico presents a wide biodiversity that have created hybrids of
different varieties that present themselves differently fruit shape, size, color, flavor
and texture, which have been used as a food source and medicinal. In this study
the antiproliferative activity was evaluated Black Mother genotypes, bitter 290,
H387-07 Y H369- Sechium edule 12 belonging to the cell line of MCF7 breast
cancer. Besides leading to compounds responsible for this activity through a
biodirigido study was identified. It was observed that the crude extracts obtained in
methanol had the highest performance in which the presence of terpenes,
flavonoids, tannins, saponins and evidenced. When performing the initial bioassay
of crude extracts, it was observed that black Mother Variety had an IC50 of 6.44
ug/mL, while H387-07-gisem IC50 was 9 ug/mL. Moreover in extracts prepared
with hexane, dichloromethane and methanol, the presence of terpenes was
observed in the first and the last two flavonoids solvent. In pharmacological tests
the dichloromethane extract of the Black Madonna and hexane variant of H387-07-
gisem inhibitory concentrations showed the best average. Fractionation of the two
extracts which total six fractions were obtained in the case of H387-07-gisem was
made, none present a significant antiproliferative activity relative to the initial

sample which indicated that its overall composition could be causing this
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antiproliferative activity while in the case of black mother total eight fractions of
which two had significant antiproliferative activity (p <0.05) in comparison with the
fully registered dichloromethane extract comprises a variety of cucurbitacins was

obtained.
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1. INTRODUCCION

1.1 Metabolismo secundario

En las plantas existe una enorme diversidad bioquimica de compuestos organicos
conocidos como productos naturales o metabolitos secundarios, producto del
metabolismo no esencial para el crecimiento normal, desarrollo o reproduccion de
un organismo (Harborne, 1993; Cheeke, 1995). Estos compuestos sirven para
cumplir los requisitos secundarios de los organismos productores que les permite
sobrevivir entre la competencia de especies, y proporcionar mecanismos
defensivos para facilitar los procesos reproductivos, ademas han demostrado ser
una fuente muy valiosa como antibacterianos, medicamentos contra el cancer,
agentes reductores del colesterol, inmunosupresores, agentes antiparasitarios y
herbicidas (Preeti et al., 2010).

En los afios 1950, los metabolitos secundarios eran considerados como desechos
metabdlicos o productos de la desintoxicaciéon (Peach, 1950; Reznik, 1960),
afortunadamente en la actualidad los metabolitos secundarios ya no son
considerados productos de desecho, sino componentes del metabolismo de la
planta (Barz y Koster, 1980), que pueden fabricar muchos tipos diferentes de
metabolitos secundarios, que han sido explotados por los seres humanos,
ocupando un papel importante en una amplia gama de aplicaciones ( Balandrin et

al., 1985).
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Los precursores de la biosintesis de metabolitos secundarios se derivan de rutas
del metabolismo primario, tales como la glucdlisis, el ciclo de Krebs o la via del
shikimato, donde una sintesis constitutiva y especifica de los metabolitos
secundarios puede existir para cada tipo de érgano, tejido o tipo celular pero
también existen metabolitos secundarios que se sintetizan en todos los 6rganos y
tejidos de la planta, pero que se almacenan en Organos o tejidos diferentes a los
de su sintesis, a través de su redistribucion por el xilema y/o el floema, o por el
espacio apoplastico (Edwards y Gatehouse, 1999), esta sintesis depende de la
etapa de desarrollo de la planta y sus niveles constitutivos sélo se incrementan
como parte de la respuesta al estrés abidtico o biotico, en general, la sintesis de
algunos alcaloides y terpenos se realiza en los plastidos; los esteroles y
sesquiterpenos se sintetizan en el reticulo endoplasmico; mientras que la
biosintesis de algunas aminas y alcaloides tiene lugar en la mitocondria (Wink,
1999).

Existen tres grandes categorias de los metabolitos secundarios de las plantas
como terpenoides, alcaloides, y compuestos fendélicos (Croteau et al., 2000). Un
ejemplo de ello son los compuestos de naturaleza triterpénica conocidos como
Cucurbitacinas donde las plantas que las contienen se usan en la medicina
tradicional por su actividad antipirética, analgésica, antiinflamatoria,

antimicrobiana, y antitumoral (Geissman, 1964; Chen, 2005).
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1.2 Familia Cucurbitacea

A nivel mundial, la familia Cucurbitaceae incluye 118 géneros y 825 especies. En
México, esta representada por 141 especies y varias subespecies y variedades
(incluyendo 13 que corresponden a plantas domesticadas), pertenecientes a 34
géneros de las dos subfamilias (Cucurbitoideae: calabazas, pepinos, sandias y
Zanonioideae: pepinos silvestres y sandias de ratén) y de las cuales, cinco
géneros y 70 especies son endémicos de México (s6lo se encuentran en el pais)
(Lira et al., 2002).Las Cucurbitaceas son plantas rastreras o trepadoras, anuales o
perennes, con flores de uno o ambos sexos. Sus tallos pueden ser muy delgados,
parecidos a hierbas o bejucos o hasta muy engrosados y de aspecto lefioso. Las
hojas tienen formas, posiciones y caracteristicas muy variables, normalmente son
pubescentes (que presentan tricomas, estructuras parecidas a vellosidades),
principalmente en el haz, parte superior de la hoja, y rara vez en ambas
superficies. Las flores normalmente son unisexuales, rara vez bisexuales y estan
dispuestas en posicién axilar (en las uniones del tallo y las ramas) y pueden ser
tanto solitarias como en racimos. La mayoria de las flores tienen cinco pétalos,
pero pueden tener cuatro, tres o incluso mas, la forma de las flores usualmente es
acampanada y de colores variables. Los frutos son carnosos (en algunos casos
secos y duros) y en forma de capsula, baya o pepo (como las calabacitas).Pueden
ser indehiscentes o dehiscentes (que se abran solos 0 no), lisos o cubiertos de
espinas. Las semillas pueden ser una o muchas y estar en distintas posiciones

dentro del fruto (Lira, 1996).
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1.3 El género Sechium P.Brown

México es un pais con gran riqueza biologica con cerca de 22 000 especies
endémicas (Rzedowski, 1993). Es centro de origen y de domesticacion de
diversas especies cultivadas (66 a 102 especies) (Ortega-Pacza et al., 1998),
algunas de ellas semi domesticadas y con una gran cantidad de parientes
silvestres (Hernandez, 1985; Rzedowski, 1995). Sechium edule, es una de estas
especies, siendo México el pais que cuenta con la mayor diversidad biolégica del
mundo (Ortega-Pacza et al.., 1998). Actualmente se consideran sinénimos de
Sechium a los siguientes taxones: Sicyos edulis Jacg., Chayota edulis Jacq.,
Sechium americanum Poir., Cucumis acutangulus Descourt y Sechium chayota
Hemsley (Flores, 1989; Lira y Chiang,1992; Becerra, 1996), y se acepta que en el
género Sechium se encuentran diez especies, de las cuales ocho son silvestres:
S. chinantlense, S compositum, S. hintonii, S. talamancense, S panamense, S.
pittieri, S. venosum, y S. vilosum, y dos cultivadas: S. tacaco y S. edule, con una

distribucién desde Mexico hasta Panama (Lira-Saade, 1996).
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1.3.1 Sechium edule (Jacq.) Sw.

Sechium edule pertenece a la familia de las Cucurbitaceas, uno de los grupos de
plantas con mayor nimero de especies con importancia econdémica y cultural.

Esta familia esta constituida por 118 géneros y poco mas de 825 especies,
distribuidas principalmente en los tropicos y subtrdpicos.

Las plantas de esta especie se caracterizan por ser rastreras o trepadoras,
anuales o perennes, monoicas o dioicas; tallos herbaceos y delgados a muy
engrosados y de aspecto lefioso, generalmente ramificados, angulosos, surcados,
ocasionalmente rollizos; hojas alternas, pecioladas, laminas ovado-cordadas a
suborbiculares, ocasionalmente reniformes, triangulares, sagitadas o astadas,
simples y enteras a diversamente divididas, algunas veces folioladas, glabras a
variadamente indumentadas, con frecuencia escabroso pubescentes,
principalmente en el haz (rara vez en ambas superficies), por la presencia de
abundantes tricomas conicos, rigidos y de base multicelular, zarcillos laterales con
respecto al peciolo, simples o con un variado nimero de ramas, algunas veces
rudimentarios; flores unisexuales o rara vez las pistiladas bisexuales, axilares,
solitarias o dispuestas en fasciculos, racimos, paniculas, glomérulos o
inflorescencias umbeloides, perianto 5-mero, algunas veces reducido a 4- mero o
3-mero u ocasionalmente con mayor numero de partes, receptaculo o hipantio
campanulado, urceolado, cupuliforme, cilindrico o infundibuliforme; Iébulos del
caliz o sépalos triangulares, denticulares, ovadoelipticos, lanceolados, subulados o

espatulados; corola inserta en el limbo del receptaculo, campanulada, gamopétala,
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dividida casi hasta la base o hasta mas o menos la mitad de su longitud total,
normalmente actinomorfa, rara vez ligeramente zigomorfa, de color blanco,
amarillo, verdoso, Dblanco-verdoso, amarillo-verdoso u  ocre-verdoso,
ocasionalmente anaranjado brillante, rosa o rojo; flores estaminadas con 5
estambres bésicos, por lo general reducidos por la fusién parcial o total de los
filamentos y/o las anteras, para aparecer como 4, 3, 2 o incluso 1, insertos en las
paredes o en la base del receptaculo, filamentos libres o parcial a totalmente
fusionados, anteras libres o fusionadas, nectarios y/o pistilodios a menudo
presentes en la base del receptaculo; flores pistiladas coaxilares con las
estaminadas o en axilas diferentes, perianto usualmente como el de las
estaminadas, pero por lo general de diferentes dimensiones y con el receptaculo
muy reducido y algunas veces con distinto numero de partes, ovario infero,
usualmente 3-carpelar, placentacién parietal, évulos anatropos, uno o muchos,
estilos 1 a 3, generalmente unidos, rara vez libres, estigmas comunmente tantos
como carpelos en el ovario, algunas veces fusionados e indiferenciados, nectarios,
estaminodios o estambres rudimentarios con frecuencia presentes; frutos de tipo
baya, pepo, anfisarca, rara vez capsulares o samaroides, indehiscentes o
dehiscentes, glabros e inermes a diversamente indumentados y/o armados,
mesocarpo carnoso, jugoso, fibroso-reticulado a seco y muy reducido o algunas
veces cartilaginoso a lefioso y formando camaras o celdas que contienen las
semillas; éstas una o muchas, en posicion horizontal, ascendente o péndula,
usualmente inmersas en el mesocarpo, algunas veces envueltas por una

estructura de tipo de arilo, comprimidas a tumescentes, con o sin bordes
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diferenciados en color y textura del centro de la semilla, algunas veces
angostamente aladas, testa generalmente rigida, lisa o diversamente ornamentada

(Lira-Saade, 2001).

1.3.2 Diversidad genética de Sechium edule

La diversidad genética esta directamente relacionada con la biodiversidad y tiene
importantes efectos ecoldgicos, especialmente importantes para la sobrevivencia y
adaptacién de una especie; ya que permite responder a los cambios del ambiente
que la rodean (Huges et al., 2008). Pocas especies cultivadas despliegan la gran
diversidad de formas, tamafios, ornamentacion, armadura, indumento y colores
como la que se encuentra en los frutos del chayote, ademéas de la forma y
venacion de las hojas, color de ramas y sarcillos y tamafio de la flor. Esto se debe,
a que S. edule es una planta de polinizacion cruzada; por lo que son comunes las
cruzas entre diferentes tipos, ya que no hay sincronizacion entre la antesis de las
flores pistiladas y estaminadas (Cadena et al., 2007; Avendafio et al., 2010).
Debido a esto, en los complejos infraespecificos frecuentemente se observan altos
niveles de variacion, especialmente en especies que han sido altamente
manipuladas por el hombre, como en el chayote, en el que la domesticacion
enfocada a mejorar el sabor, tamafio y forma de los frutos, ha contribuido a la
conservacion de una alta diversidad genética, dentro y entre los tipos cultivados

(Bisognin, 2002). En Centroamérica se conocen mas de 25 cultivares o tipos de
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chayote que se diferencian por el tamafio, forma, color, espinas y cantidad de fibra
en el endocarpo del fruto. La coloracién del fruto varia desde crema hasta verde
oscuro y su forma aperada, redonda, ovoide, alargada, puede presentar espinas o
ser completamente liso (Cadena et al., 2007).En este contexto, Cadena et al.
(2008) estudiaron la variacion morfolégica y anatomica de frutos y hojas de
chayote en el Estado de Veracruz y encontraron que las clasificaciones
fenotipicas, de acuerdo con las caracteristicas tipicas del chayote estan
relacionadas con cambios anatomicos y morfolégicos dirigidos a mejorar la
especializacién adaptativa de los diferentes tipos de chayote y en coevolucién con
el hombre se han desarrollado los chayotes verdes y amarillos. Con base en estos

trabajos, GISeM reconoce 12 variedades que se muestran en la Figura 1.

Figura 1. Grupos varietales de Sechium edule (Jacg.) Sw. (al): nigrum levis (a2),
albus levis (a3), albus dulcis (a4), nigrum conus (a5), albus minor (a6), nigrum
minor (a7), Sechium edule silvestre (a8), nigrum maxima (a9), nigrum xalapensis
(al0), virens levis (all), nigrum spinosum, (al2), albus spinosum (Cadena-
IAiguez, 2008) Ademas de hibridaciones recientes, el grupo Interdisciplinario de
investigacién de Sechium edule en México (GISeM), detecto el linaje genético del
hibrido H387-07- GISeM producto de los cruzamientosentre las variedades
Sechium edule var. virens levis por Sechium edule var. Amarus silvestrys y su
resultante por Sechium edule var. nigrum spinosum (GISeM, 2008).
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1.3.3 Importancia alimenticia de Sechium edule.

El género Sechium (P. Br.) ha basado su importancia alimentaria en las especies
de Sechium edule y Sechium tacaco (Pitt.) C Jeffrey, los frutos de ambas especies
y la raiz de la primera formaron parte de la dieta de las culturas precolombinas
(Hernandez, 1985; Lira-Saade, 1996). De hecho el término “chayote” deriva de
una modificacion de dos vocablos nahuatl, “huitz” y “ayotl”, que significa “calabaza
con espinas”, y que al castellanizarnos derivo en “Chayotl’, hasta el actual
chayote.

A partir de la gran diversidad de tipos, formas, colores y sabores, esta especie es
ampliamente reconocida y aceptada para la comida regional de pueblos originarios
de México y Centroamérica. El naturalista europeo Francisco Hernandez, quien
vivié en México entre los siglos XV y XVI (Cook, 1901), fue uno de los primeros en
escribir sobre la existencia del chayote.

Los frutos, raices y tallos del chayote han formado parte importante de la
alimentacion de los habitantes de América y otras partes del mundo, pues se
considera que el 80 por ciento de esta cucurbitacea es comestible. Es un
ingrediente comun en la gastronomia mexicana, actualmente su consumo tiene
gran demanda debido a sus amplias propiedades nutricionales, que lo hacen ser
una de las hortalizas que se incluyen en la mayor parte de dietas, por su bajo
contenido de almidon, alto contenido de agua, bajo contenido caldrico y presencia
de potasio. Es un alimento alto en fibra, bajo en calorias y no tiene colesterol., el

fruto y la semilla contienen aminoacidos, entre los cuales se encuentran: lisina,
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histidinana, arginina, cido aspartico, &cido glutamico, cisteina, valina, isoleucina,
serina, alanina y tirosina, por lo que son recomendados en dietas en hospitales

(Gamboa, 2005).

1.3.4 Importancia farmacolégica

En la dltima década la preocupacion relacionada con la salud y los alimentos ha
hecho que el consumidor incluya en su dieta aquellos alimentos que le otorguen
beneficio fisiolégico y/o que tengan funciones nutrimentales que reduzcan el riesgo
de alguna enfermedad. Estudios realizados con frutos y hojas de chayote han
revelado actividad diurética (Jensen y Lai, 1986), antiinflamatoria e hipotensora,
incluso como coadyuvante en la eliminacion de célculos renales. El chayote se
utiliza como complemento en el tratamiento de arteriosclerosis e hipertension,
alivia la inflamacion intestinal y cutanea, ademas de favorecer la cauterizacion de
Ulceras (Diré et al., 2003). Contiene peroxidasas, esteroles, alcaloides, saponinas,
fenoles, polifenoles, flavonoides y cucurbitacinas atribuyéndoles actividad
antialergénica, antiinflamatoria, antiviral y efectos antitumorales (Jayaprokasam et
al., 2003; Setzer y Setzer, 2003; Siciliano et al., 2004; Cadena- Iiiguez at al.,
2005, 2007).En las variedades de S. edule se han identificado diversos
metabolitos principalmente cucurbitacinas, con propiedades antineoplasicas en
fribrosarcoma de pulmén de ratén, leucemia y cancer cérvico-uterino

especificamente en las lineas celulares HeLa (humana), L-929 y P-388, por lo que
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con estas caracteristicas es de suma importancia promover la conservacion de

estas variedades (Cadena et al. 2006), Asi como Monroy-Vazquez et al. (2009),

reportaron que un extracto alcohdlico de frutos de S. edule var. nigrum spinosum

presenta la posibilidad de detener la proliferacion de células cancerigenas. Asi

como otras propiedades se indican en el Tabla 1.

Tabla 1. Efectos farmacolégicos de Sechium edule.

Tipo de extracto efecto

Fuente

Extracto en metanol Antiinflamatorio
cardiotonico
B-sitoesterol-B-D-glucopirandsido

estigmasterol-B-D- glucopiranésido  Antiinflamatorio

Proteina “sechiumina” de Inactivacion ribosomal
extracto acuoso de semilla Agente guimioterapéutico
Extracto en metanol Antioxidante

y acuoso

Extractos crudos de ocho tipos Antiproliferativo sobre

biolégicos L929 , P-388 y HelLa

Salama et. al.,

1986

Salama et. al.,

1987

Wu et. al., 1998

Ordofez et. al.,

2006

Cadena-lfiiguez

et. al.,, 2013

Pagina 11



Sin embargo, se han encontrado diferencias en actividad antiproliferativa entre los
grupos varietales S. edule, reportados por Cadena-lfiiguez et. al., 2005, 2007,
2013 esto como posible consecuencia de las diferencias en los fenotipos vy
genotipos de las tres lineas celulares o de las diferencias en cuanto a los
compuestos presentes en cada fruto. Ademas, las concentraciones de metabolitos
son fuertemente influenciados por las condiciones ambientales (Jennings y
Trewavas, 1986) afectando a la biogénesis de metabdlitos relacionados a la

eficiencia fisiol6gica (Spalding, 2003).

1.4 Cancer

El cancer no es una sola enfermedad, sino el nombre aplicado a una gran
variedad de tumores malignos que se forman por crecimiento descontrolado de las
células. Todos los 6rganos del cuerpo estdn formados por células. Normalmente
las células se dividen para formar nuevas células solo cuando el cuerpo lo
necesita. Si las células se dividen cuando no se necesita su proliferacion, se
genera una masa denominada neoplasia o tumor. Los tumores pueden ser
benignos (no cancerigenos) o malignos (cancerigenos). Las células de los
tumores malignos pueden invadir y dafar érganos y tejidos vecinos. Algunas
células cancerigenas pueden salir del tumor maligno y viajar por el torrente

sanguineo formando nuevos tumores en otras partes del cuerpo, a esto se le
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conoce como metastasis (American Cancer Society, 2013), asi mismo esta
enfermedad es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial,
resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y
biolégicos), que producen la degeneracion de las células con lo que se originan
lesiones precancerosas y finalmente tumores malignos. Dichos tumores suelen
estar localizados, pero eventualmente pueden diseminarse a otros érganos
(metastasis) (OMS, 2011).

En México, segun la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC), el cancer es la
tercera causa de muerte y estima que cada afio se detectan 128 mil casos nuevos
(Secretaria de Salud [SSA], Subsecretaria de Prevencion y Promocion de la Salud
[SPPS], 2013).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que en 2008, fallecieron 7.6
millones de personas, aproximadamente 13% del total de fallecimientos, y estima

que para 2030, aumentara a 13.1 millones (OMS, 2013).
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1.5 Cancer de mama

El cancer de seno (mama) es un tumor maligno que se origina en las células del
seno.

Esta enfermedad ocurre casi por completo en las mujeres, pero los hombres
también la pueden padecer (American Cancer Society, 2013). Existen muchos
tipos de cancer de seno, pero algunos de ellos ocurren muy pocas veces. Algunas
veces un tumor del seno puede ser una mezcla de estos tipos 0 ser una

combinacion de los tipos in situ e invasivo.

1.6 Carcinoma ductal in situ (DCIS)

DCIS significa que las células anormales se originan en las células que revisten
los conductos sin crecer (invadir) a través de las paredes de los conductos hacia el
tejido del seno. Debido a que no han crecido a través de la pared de los
conductos, estas células no se pueden propagar a los ganglios linfaticos ni a otros
organos. No obstante, a veces el DCIS puede progresar hasta convertirse en un
cancer invasivo. Por esta razon, a veces se le identifica como un pre cancer.
Algunas veces también se le llama cancer de seno no invasivo. Casi todas las
mujeres que tienen cancer en esta etapa logran una cura completa. Los

mamogramas encuentran muchos casos de DCIS.
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1.7 Carcinoma ductal invasivo (o infiltrante) (IDC)

Es el cancer de seno mas comun. Comienza en las células que revisten un
conducto, penetra a través de la pared del conducto e invade el tejido del seno.
Desde ese lugar pueda propagarse (hacer metastasis) a los ganglios linfaticos
cercanos o a otras partes del cuerpo. El IDC es responsable de aproximadamente

ocho de cada 10 casos de cancer invasivo del seno.

1.8 Carcinoma lobulillar invasivo (infiltrante) (ILC)

Este cancer comienza en las células que revisten a las glandulas mamarias
(lobulillos). Las células crecen a través de la pared de los lobulillos. Desde alli, las
células cancerosas se pueden propagar (hacen metéstasis) a los ganglios
linfaticos cercanos o a otras partes del cuerpo. Aproximadamente 1 de 10 casos

de cancer invasivo del seno son de este tipo.
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1.9 Cancer inflamatorio del seno (IBC)

Este tipo de cancer invasivo del seno no es comun. A menudo, no se presenta una
sola protuberancia o tumor, sino que este cancer hace que la piel del seno luzca
rojiza y se sienta acalorada. El cancer inflamatorio de seno también puede hacer
que la piel se haga méas gruesa y presente hoyuelos. Puede que el seno se vuelva
mas grande, duro, sensible o que sienta picazén. En sus etapas iniciales, este tipo
de cancer de seno a menudo se confunde con una infeccién. Debido a que no hay
una masa definida, es posible que no aparezca en un mamograma, lo que hace
que sea aun mas dificil detectarlo temprano. Este cancer tiene una mayor
probabilidad de propagacién y un peor prondstico que el cancer ductal invasivo o

lobulillar invasivo (American Cancer Society, 2013).

1.10 Estadisticas del cAncer de mama a nivel mundial.

El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres a nivel mundial, pues
representa 16% de todos los canceres femeninos y, aunque este padecimiento
esta considerado como una enfermedad del mundo desarrollado, la mayoria de las
defunciones por esta causa se registran en los paises en desarrollo, (OMS, Carga
Mundial de Morbilidad, 2004).

Las tasas de supervivencia del cancer mamario varian mucho en todo el mundo,

desde el 80% o mas en América del Norte, Suecia y Japon, pasando por un 60%
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aproximadamente en los paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40%

en los paises de ingresos bajos (Coleman et al., 2008).

1.11 Cancer de mama en México

En México durante 2010, se observé que los principales tumores malignos que
afectan a la poblacion femenina adulta (de 20 afios y mas) que fue hospitalizada
por este diagndstico son el cancer de mama (24.3%), el cervicouterino (9.7%) vy el
de colon (3.2 %), en lo cual, la tasa de morbilidad hospitalaria mas alta es debida a
cancer de mama, afecta principalmente a las mujeres de 60 a 64 afios y a las de
50 a 59 afios (158 y 156 de cada 100 mil mujeres de cada grupo de edad,
respectivamente), este representa las principales causas de morbilidad
hospitalaria; para el caso del de mama, el grupo de edad que concentra el mayor
namero de casos es el de 50 a 59 afios (29.8%), le sigue el de 40 a 49 afios
(27.8%)(INEGI, 2010).

En cuanto al porcentaje de defunciones en la poblacién femenina de 20 afios o
mas, las principales causas son: el cancer de mama (13.8%), por cervicouterino

(10.4%) y de estdmago (7 %) (INEGI, 2010).
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1.12 Tratamientos para el cancer y efectos secundarios

Los tipos principales de tratamiento para el cancer de mama se clasifican en
cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, terapia dirigida, terapia
dirigida a los huesos, estos pueden ser clasificados en grupos amplios, basandose
en como funcionan y cuando son usados (American Cancer Society, 2013).

Desafortunadamente estos tratamientos dan como consecuencia diversos efectos
secundarios como son cansancio, nauseas, vomito, dolor, linfedema (inflamacion
del brazo, seno y pecho), sensibilidad e infecciones en heridas, pérdida de cabello,
ulceracién en la boca, perdida o aumento de apetito, baja en glébulos rojos y
blancos, afectacién a células productoras de sangre de medula ésea, entre otros

(American Cancer Society, 2013).

1.13 Plantas medicinales: alternativa viable para el tratamiento contra el

cancer.

México es un pais de una gran rigueza biolégica, diversidad de ecosistemas y
variabilidad genética debido a su topografia y variaciones climaticas, posee una
gran variedad de plantas (tiles para el hombre: plantas que producen medicinas,
combustibles, vestimenta, refugio, o satisfacen necesidades culturales (CONABIO,

1998).
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Las plantas medicinales han demostrado tener importantes aplicaciones en la
medicina moderna consideradas fuente directa de agentes terapéuticos o materia
prima para la obtencion de medicamentos sintéticos mas complejos (Oliveira et al.,
2005),la OMS las ha definido como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos 0 cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos
farmacos, de las cuales se ha estimado que el 80% de las personas en regiones
menos desarrolladas emplean la medicina tradicional con plantas para el cuidado
de la salud (Farnsworth et al., 1985).En la actualidad el desarrollo de tratamientos
e investigacion para el cancer ha sido espectacular. Se han desarrollado muchos
farmacos con potencial para combatir la proliferacibn de células cancerosas
(Couffignal et al.,2000); compuestos promisorios, como vincristina, paclitaxel y
etopdsidos, de los cuales algunos fueron obtenidos de plantas como son:
Vincapervinca de Madagascar, Catharanthus roseus, de la cual se descubrié que
los alcaloides de la vinca, vincristina, vinblastina y sus derivados semisintéticos
tenian efectos anticancerigenos (Malikov et al., 1977; Johnson., 1968),
Camptotheca acuminata Decne, conocida como el “arbol de la felicidad” en China
de la que se aisld6 camptotecina, (Haaz et al.,1998; Rosing et al., 1998) y el

paclitaxel aislado de la corteza del tejo (Taxus brevifolia) en 1969 (Wani,1971).
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2. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

2.1 Enfoque cientifico

Se ha observado que los extractos de algunos genotipos de Sechium edule tienen
actividad antiproliferativa, dentro de estos genotipos se registra al hibrido H387-07
que presenta un efecto en antiproliferativo sobre las lineas celulares WEHI-3,
Hela, L929, P388 y J774; pero se desconoce si este hibrido tiene efecto inhibitorio
sobre la linea celular MCF7 (cancer de mama), y si los genotipos emparentados al

hibrido H387-07, poseen el mismo potencial inhibitorio.

2.2 Enfoque social

De acuerdo con cifras de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de
medio millon de mujeres murieron en 2011 a causa del cancer de mama, siendo
una enfermedad que va en aumento en México, y que tan solo en la Ultima década
incremento 14% su mortalidad, afortunadamente en la actualidad las plantas son

una alternativa viable para el tratamiento de esta enfermedad.
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2.3 Enfoque econdmico

Su costo es un duro impacto para las finanzas personales de la mujer que lo
padece, por ejemplo las radioterapias, que es el segundo paso, donde la paciente
recibira radiaciones para detener el crecimiento de las células cancerigenas, el
costo oscila entre 30,000 y 35,000 pesos por un ciclo de 20 sesiones. Ademas
sera necesario que la paciente tome medicamentos para calmar el dolor, las
nauseas y el vomito a consecuencia del tratamiento, con un costo desde 150
hasta 5,000 pesos mensuales, siendo una enfermedad que puede combatirse de
uno a tres afos, pero las pacientes deben llevar un tratamiento que incluya
medicamentos y analisis durante los cinco afios posteriores para monitorear que la

enfermedad no vuelva a aparecer.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiproliferativa de cuatro genotipos de Sechium edule sobre

células de cancer de mama (linea MCF7), e identificar los principales compuestos

responsables de dicha actividad a través de un estudio biodirigido.

3.2 Objetivos especificos

Obtencion de extractos crudos en metanol de los genotipos de Sechium

edule amargo 290, madre negra, H387-07 y HD 369-12.

Obtenciéon de rendimientos de extractos crudos en metanol

Identificacion de metabolitos secundarios de los cuatro genotipos de

Sechium edule

Evaluacion la actividad antiproliferativa de los extractos crudos sobre las

lineas tumorales.

Obtencién de ICso de extractos crudos en metanol.
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Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Xiii.

Obtencion de extractos en hexano, diclorometano y metanol de los
genotipos de Sechium edule amargo 290, madre negra, H387-07 y HD 369-

12.

Obtencién rendimiento de extractos en Hexano- Diclorometano y Metanol

Identificacion de terpenos y flavonoides por cromatografia en capa fina de
cada extracto proveniente de cada extraccion selectiva en hexano,

diclorometano y metanol.

Evaluacion de la actividad antiproliferativa de los extractos en hexano,

diclorometano y metanol.

Obtencion de ICso de los extractos en hexano, diclorometano y metanol.

Fraccionamiento de los extractos obtenidos con mayor actividad

antiproliferativa.

Evaluacion de la actividad inhibitoria de las diferentes fracciones obtenidas.

Identificacion de la composicién quimica de la fraccién activa por medio de
un analisis de cromatografia en capa fina (CCF) y cromatografia de liquidos

de alta resolucion (HPLC).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal
Se utilizaron cuatro tipos de frutos en madurez horticola cortados a los 18 + 2 dias
después de antesis (Cadena- Ifiguez et al., 2007), proporcionados por el Grupo

Interdisciplinario de Investigacion en Sechium edule en México (GISeM).

4.2 Variables

Las variables a avaluar fueron cuatro genotipos pertenecientes a Sechium edule:
Madre negra-GlSeM, Amargo 290-GISeM, H-387-07-GISeM y HD-369-12-GISeM

Tabla 2.

Tabla 2. Genotipos de frutos de Sechium edule.

PADRES HIBRIDOS

Madre negra-GISeM H-387-07-G1SeM

Amargo 290-GI1SeM HD-369-12-GISeM
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4.3 Extraccidn de metabolitos secundarios

4.3.1 Preparacion de material

Los frutos fueron cosechados en madurez, se cortaron en pequefios trozos,
secados a 40°C con circulacion de aire hasta su deshidratacion. Finalmente fueron

molidos para estandarizar tamafio de particula.

4.3.2 Analisis preliminar de compuestos principales.

Se evalud el contenido de los principales grupos de metabolitos secundarios en
los genotipos Madre negra, Amargo 290, H387-07 y HD369-12.

Para preparar los extractos, se colocé en un equipo de refraccién los cartuchos
con 10 gramos de la muestra seca- molida adicionando el disolvente metanol para
la obtencion del extracto crudo y agua en el caso del extracto acuoso, se dejoé en
un tiempo de extraccion aproximado de 72 horas.

Una vez obtenido el extracto, se filtr6 y fracciono 1 mL de cada extracto en tubos

del No. 1 por prueba.

Tubo 1: alcaloides
Se adiciono cinco gotas del reactivo Dragendorf a 1mL de cada extracto.

Tomando como positivo al observar una presencia de precipitado marrén.
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Tubo 2: saponinas
Esta prueba se realiz6 Unicamente a los extractos acuosos, se agito por dos
minutos en el vortex el tubo con el contenido del extracto acuoso, la formacion de

abundante espuma durante 5 minutos se considera como prueba positiva.

Tubo 3: flavonoides
Se adiciona a 1mL del extracto un trocito de cinta de magnesio y 1mL de &cido
clorhidrico (HCL) concentrado, la formacion de espuma rojiza es indicativo de la

presencia de flavonoides.

Tubo 4: aceites esenciales
Se observé directamente en los tubos con extracto si existia la presencia de

pequefias gotas de aceite flotando y olor agradable.

Tubo 5: taninos
Se adiciono a 1mL del extracto dos gotas de cloruro férrico (FeCls); agitando para
observar si ocurre la formacion de un color violeta indicativo de la presencia de

estos compuestos.
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Tubo 6: terpenos

Se evaporo el metanol y agua de los extractos, se agrego diez gotas de CHCIs
(Cloroformo) + cuatro gotas de CsHsO3 (anhidrido acético) y dos gotas de H2SOa4
(acido sulfarico concentrado), la presencia de coloracidn rosa-violeta en indicativo

de presencia.

Los resultados positivos se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF) de la

siguiente manera:

Saponinas: Se utiliz6 una fase movil: cloroformo-acetato de etilo- H20

(0.6:0.3:0.1:0.6), revelando con el agente cromogénico vainillina + H2SOa.

Taninos: Fase movil: acetato de etilo- acido férmico- acido acético- H20

(1:0.1:0.1:0.2), revelador cromogénico FeCls.

Terpenos: Fase movil: acetato de etilo- metanol (0.7:0.3), revelado con vainiliina-

H2S0a.

Flavonoides: Fase movil: acetato de etilo/acido formico/acido acético- H20

(2:0.1:0.1:0.2), revelado con Natural Product /Polietilenglicol (NP/PEG).
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4.3.3 Preparacion de extractos crudos en metanol y por extraccion selectiva

en hexano- diclorometano y metanol)

Se pesoO 100 gramos de cada una de las 4 muestras de los genotipos, se llevo a
cabo una extraccion discontinua, que consistié en reposar el macerado en metanol
por 48 horas a temperatura ambiente (25°C +2.2), para después decantar vy filtrar,
renovando el disolvente, hasta agotar los componentes solubles, después de la
decantacion vy filtracion se evaporo el disolvente a presidén reducida (Rotavapor
Bichi, R, 114, Suiza) a 45 °C, hasta obtener un extracto crudo. Los extractos se
mantuvieron en la campana de flujo laminar hasta evaporar algun residuo de

solvente y finalmente calcular su porcentaje de rendimiento.

Los extractos por extraccion selectiva se obtuvieron al pesar 500 gramos de cada
una de las 4 muestras de los genotipos para posteriormente realizar el mismo
proceso indicado anteriormente sustituyendo los disolventes a hexano,

diclorometano y metanol, el cambio de solvente se realiz6 hasta agotar color.
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4.4 ldentificacion de terpenos y Flavonoides

Se utilizé6 a los extractos provenientes de la extraccion selectiva con hexano,
diclorometano y metanol para ser analizados por cromatografia en capa fina y
confirmar la presencia de terpenos y flavonoides.

Para la identificacion de terpenos se utilizdé a los extractos en hexano y
diclorometano, donde se adiciono a estdndares como  cucurbitacina B,
cucurbitacina D, cucurbitacina | y cucurbitacina E, se usé como fase movil
diclorometano-metanol (19:2) y el revelado primero con luz-UV a 254 y 365 nm y
después con el agente cromogénico vainillina-acido sulftrico al 50% vy se llevo a
110°C por 5 minutos.

En el caso de la identificacion de flavonoides solo se utilizé el extracto en metanol
usando como eluyente acetato de etilo-acido férmico- &cido acético- H20

(12.5:1.3:1.3:3.2) y Natural Product /Polietilenglicol (NP/PEG) como revelador.
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4.5 Fraccionamiento de extractos e identificacion de fracciones activas

4.5.1 Fraccionamiento por CCF del extracto H387-07 en hexano

Para el fraccionamiento del extracto activo H387-07 se realizO una técnica de
cromatografia la cual consistio en preparar doce placas preparativas de silica gel
(Silica gel Kiesel 60 GF) de 20 x 20 cm, se aplicé en banda 20 mg del extracto,
utilizando como fase mévil Hexano- acetato de etilo (60:40), se observé en luz-UV
a 254/360 nm y se detect6 a las bandas de interés.

El raspado de bandas de interés fue de acuerdo con su factor de retencion (Rf), al
total de cada una de estas se les adiciono hexano-acetato de etilo (12.5:12.5) en
un total de 25 mL, poniendo en agitacion durante una hora, después se centrifugo
a 4000 rpm por 5 minutos, el residuo de silica se elimind, se evaporo solvente del
sobrenadante, para pesar y obtener el rendimiento de fracciones.

Se obtuvo seis fracciones totales, adicionando la fraccion del punto de aplicacion
llamada fraccion cero, se monitoreo por CCF utilizando una fase movil de Hexano-
acetato de etilo (16:4) y estandares de cucurbitacinas, el revelado se hizo con

vainillina + H2SO4 a 110 °C por 5 minutos.
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4.5.2 Fraccionamiento por columna (CC) de extracto Madre Negra en

diclorometano

Se fracciono 12.7 g del extracto en diclorometano del genotipo Madre negra, por
cromatografia en columna (CC) a baja presion. El extracto se diluyo con un poco
de disolvente y gel de silice Kiesegel 60 (0.063-0.200nm) Merck. La columna se
empaco con gel de silice 60GF254 Merck, y se eluy6 con diferentes proporciones
de hexano-acetato de etilo (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3.7, 2:8, 1.9, 0:10), y
finalmente con metanol para agotar por completo la columna.

Se obtuvieron 92 fracciones las cuales fueron monitoreadas por cromatografia en

capa fina (CCF), reducidas a 8 fracciones totales por identidad cromogénica.

4.5.3 Identificacion de compuestos activos del extracto en diclorometano por

CCF de la variedad Madre Negra

La identificacibn por CCF consistio en fraccionar nuevamente las fracciones
activas tres y cinco, debido a la riqueza en su composicion, se utilizaron placas
preparativas de silica gel (Silica gel Kiesel 60 GF) de 20 x 20 cm, se aplicaron en
banda con 20 mg cada una; se usd hexano-acetato de etilo (10:90) como sistema
de separacién, se detecté la composicion con luz-UV a 300 nm, se rasparon las
bandas de interés de acuerdo con su factor de retencién (Rf), y finalmente a cada

una de éstas se les adicion6é hexano-acetato de etilo (1:1), y se dejaron en
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agitacion durante una hora; posteriormente se centrifugaron a 4000 rpm por cinco
minutos, se desecho el residuo de silica de las muestras, se filtré el sobrenadante
y evaporé el disolvente. Una vez evaporado el disolvente y obtenido su
rendimiento se realiz6 otro analisis de CCF de las fracciones resultantes, en la
placa se colocaron estandares de cucurbitacina |, E, By D, la fase movil consistio
en hexano-acetato de etilo (10:90), y el revelado se hizo con vainillina + H2SO4 a

110 °C por 5 min.

4.5.4 ldentificacion de compuestos activos de Madre negra en diclorometano

por cromatografia de liqguidos de alta resolucion (HPLC)

Se pesaron 2 mg de las fracciones tres y cinco del genotipo de Madre negra-
GISeM polaridad diclorometano y de estdndares de cucurbitacinas |, B, Ey D en
tubos Eppendorf de 2mL, se adiciono acetato de etilo- hexano en proporcion (9:1)
con un total de 1mL, se agito vigorosamente en el vortex, tomando con una jeringa
cada una de las fracciones y estandares diluidos para inyectarlas en los viales
filtrando con acrodiscos de Nylon membrane, de tamafio 25 mm, con un poro de
0.45 um. Finalmente se realiz6 el analisis por HPLC.

La columna utilizada para este andlisis fue Symemetry Shield RP18 (4.4 X 250
mm), 5 um, la fase movil fue de H20, Metanol y acetonitrilo en proporciones
(50:30:20), a una velocidad de flujo de 1 mL mint, y una presion de 179 bares a
25 °C de temperatura, se inyecté 20 uL de cada muestra.

Se determind la absorbencia de las distintas muestras a 235 nm.
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4.4 Material celular

La primera linea celular humana de cancer de mama en 1958 (Lasfargues et al.,
1958), desde ese entonces se han establecido muchas lineas celulares. La linea
celular de cancer de mama por antonomasia es la MCF7, desarrollada en 1973 a
partir de un derrame pleural de un carcinoma de mama humano (Soule et al.,

1973).

4.4.1 Cultivo de linea celular

La linea celular se obtuvo del ATCC (American Type Culture Collection), se cultivd
con IMDM (Iscove’s Modificed Dulbeco’s Médium) (Gibco BRL NY, USA)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) desactivado (Gibco BRL NY, USA) al
10%, manteniéndose a 37°C, al 5% de CO2 y humedad saturante, con resiembra
cada 48 h.

Para determinar el efecto de los extractos sobre la proliferacion celular se usé una
densidad celular de 570 000 cel/mL para el caso de los ensayos con extractos
crudos en metanol, en el caso de los extractos por polaridad y fracciones se utilizé
una densidad de 30,000 cel/mL de MCF7. Las células se mantuvieron en cultivo
durante 72 h en placas de 96 pozos fondo plano (Corning NY, USA) en las
condiciones ya mencionadas. Se estimularon con extractos crudos, por polaridad y
fracciones a diferentes concentraciones en ug/mL, empleando como controles la
adicion de un vehiculo y ademas 5 uL de Doxorrobicina como control positivo de

inhibicion de proliferacién.
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4.4.2 Dilucion de extractos

Se pesé 0.0712 gramos de los cuatro extractos en metanol y los extractos en
polaridad (hexano y diclorometano) Madre negra y H387-07 un tubo Eppendorf, se
adiciono 40 pL de etanol al 96% agitando en vortex a 5" a 200 rpm., 200 pL de
PBS (Suero Fetal Bovino), se volvid a agitar en vortex para posterior agregar otros
750 pL de PBS para agitar por ultima vez y centrifugar, el sobrenadante se pasé a
otro Eppendorf mismo que se nombré stock 1. Los stocks 2, 3, y 4 fueron
obtenidos de la siguiente manera:

Stock 2: 200 pL del stock 1 + 400 pL de PBS.

Stock 3: 12.5 pL del stock 2 + pL de PBS.

Stock 4: 50 pL del stock 3 + 750 de PBS.

4.4.3 Evaluacién de la proliferacién celular

Las células se mantuvieron en cultivo por 72 horas en las condiciones ya
mencionadas, se evalud la proliferacion con la técnica de Cristal Violeta (Gillies et
al., 1986). Esta técnica se utilizo dado que dicho colorante se adhiere a las bases
nitrogenadas del DNA nuclear. Primero se fij6 a las células con 50 uL pozo™ de
glutaraldehido 1%, se dej6é en reposo por una o dos horas, posteriormente se
decantd y adiciono 50 pL pozo de Cristal violeta, se retir6 el exceso de colorante

con enjuagues de agua destilada, después se agrego acido acético al 10% y se
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mantuvo en agitaciéon durante 20 minutos para solubilizar el colorante incorporado
a las células; por ultimo se ley6 la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro

de placas (Tecan Spectra, Austria).

4.4.4 Obtencién de ICso de extractos

Con ayuda de la ecuacién de regresion lineal se determind la concentracion
inhibitoria media de la proliferacion (ICso) de cada uno de los extractos para
disminuir aproximadamente el 50% de la densidad celular de la linea de cancer de

mama MCF7 con respecto al vehiculo.

4.4.5 Andlisis estadistico

Los experimentos fueron realizados al menos tres veces de manera independiente
por cuadriplicado. Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA),
con la prueba de Tukey y Dunnett (P<0.05) para obtener el nivel de significancia

empleando el programa SPSS version 11.0
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencion de extractos crudos e identificacion de principales

compuestos secundarios

Del material seco y molido de los cuatro genotipos se realizaron extracciones
discontinuas con metanol hasta agotar color, lo cual dio por resultado un extracto

al cual se le nombro extracto crudo.

El rendimiento de los extractos crudos fue mayoritario en los progenitores Madre
negra con un porcentaje del 17.07 %, después Amargo 290 con 13.68%, seguido
de los hibridos HD369-12 con 7.55% y finalmente el H387-07. Lo anterior muestra
gue de los extractos obtenidos de los progenitores, se obtiene una mayor cantidad

de extracto en comparacién con los hibridos (Tabla 3).
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Tabla 3.Rendimiento de extractos crudos de frutos de los cuatro genotipos de

Sechium edule: Madre negra, Amargo 290, HD369-12 y H387-07

Rendimientos del extracto crudo en metanol de cuatro genotipos de

Sechium edule

Genotipos Peso de material seco (gramos) Extracto crudo %
Madre negra- GISeM 100 17.07
Amargo 290-G1SeM 100 13.68
HD 369-12-GISeM 100 7.55
H 387-GlISeM 100 6.66

En la identificacibn de metabolitos secundarios, se observo la presencia de
terpenos, flavonoides, saponinas y taninos, no se detectd presencia de alcaloides
y aceites esenciales (Tabla 4) tomando en cuenta sus caracteristicas cualitativas,
confirmando el contenido de saponinas, triterpenos reportados por Salama et al.,
1986 y flavonoides (Siciliano et al.,, 2004),asi como la presencia de taninos,
reportada en el genotipo H387-07 por Aguifiiga, 2013, con la confirmacion de
presencia de este tipo de compuesto en los genotipos emparentados con el hibrido
pertenecientes al grupo varietal de Sechium edule indicado por Cadena- Ifiguez,

2005.
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Tabla 4. Metabolitos secundarios presentes en extractos crudos de frutos de

cuatro genotipos de Sechium edule.

Compuesto M. negra- Amargo 290- H-387-07- HD 369-12-
secundario. GlSeM GlSeM GlSeM GlSeM
Terpenos +++ +++ +++ +++
Flavonoides +++ +++ +++ -+
Saponinas +++ +++ +4+ 4+
Taninos +++ +++ +++ o+
Alcaloides -

Aceites esenciales

(---) No presencia; (++) Presencia

5.2 Evaluacion de la actividad antiproliferativa e ICso de extractos crudos

Los genotipos en extracto crudo de Sechium edule, presentaron actividad
antiproliferativa con un efecto significativo sobre la linea celular de cancer de
mama (MCF7) a partir de 0.6 ug/mL para el caso de los genotipos de Amargo 290,
HD369-12 y H387-07, en el caso de Madre negra 0.3 ug/mL (Figura 2) se observo
una actividad similar a la del antineoplasico Doxorrubicina en las dosis 40 ug/mL

en el caso de Amargo 290, 5 ug/mL en Madre negra, HD369-12 y H387-07.
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Figura 2. Efecto antiproliferativo de extractos crudos A) Amargo 290, B) Madre
negra, C)HD369-12 y D) H387-0,sobre cancer de mama MCF7.Evaluacién
mediante la técnica de cristal violeta, después de 72 horas de cultivo. Los valores
son el resultado de ensayos biolégicos con sus respectivas repeticiones a los

cuales se les adiciono un control con vehiculo. Diferencia significativa * (Tukey
p<0.05).

A) Amargo 290 B) Madre Negra

Proliferacion (%)
Proliferacion (%)

0 03 06 12 25 5 10 20 40 Doxo 0 0.3 0.6 12 25 375 L 10  Doxe

Dosis ug/mL Dosis ug/mL

C) HD 369-12 D) H387-07
120 4 120 -
100 A * 100 -
G * X e
® * * =
£ g0 . i 80 =5 =
8 . S =
%60 = & 60 - * =
£ £ £
£ 404 :E 40 -
20 4 20
(e 0
0 007 03 06 12 25 5. 10 20 40 Doxo Q' 007 03 06 12 25 5 10 20 30 40 Doxo
Dosis ug/mL Dosis ug/mL

La determinacion de la ICso fue un punto clave para el estudio biodirigido de los
cuatro genotipos de Sechium edule, ya que permitié identificar a los genotipos que

presentan una mejor actividad antiproliferativa.

Pagina 39



En el caso de los extractos crudos la menor concentracion inhibitoria media dentro
de los padres fue el de Madre negra con 6.44 ug/mL, mientras que H387-07 con
9 ug/mL fue el mejor de los hibridos (Tabla 5).

Los resultados obtenidos por los extractos crudos fueron la base para llevar a
cabo una extraccién selectiva con solventes como hexano, diclorometano y
metanol para ser probados sobre la linea celular de cancer de mama y observar

su actividad antiproliferativa.

Tabla 5. Concentracion inhibitoria media (ICso) de extractos crudos de los cuatro

genotipos de Sechium edule, sobre la linea celular de cancer de mama MCF7.

Genotipo
_ ICso ug/mL-*t
(Tratamiento)
Madre negra 6.44
Amargo 290 8.4
HD369-12 10.49
H387-07 9
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5.3 Identificacion de terpenos y flavonoides por cromatografia en capa fina

(CCF)

Debido a los resultados obtenidos en el andlisis preliminar, en los cuales se
observo la presencia de terpenos y flavonoides, se decidié hacer una busqueda
de estos en los extractos provenientes de la extraccion selectiva (Hexano,
diclorometano y metanol).En el extracto en hexano, los genotipos presentaron
diversas bandas de terpenos identificados por la coloracién caracteristica que va
desde el color morado, violeta a marrén al ser revelados con Vvainillina/acido
sulfarico al 50%, siendo notoria la relacion con el estandar de cucurbitacina B

(Figura 3) identificada en los cuatro genotipos (Tabla 6)

Figura 3. Identificacion de terpenos de extractos en hexano, fase movil
Diclorometano-Metanol (19:2), Revelador vainillina/acido sulfarico al 50%,
revelado a 110 °C.1: Cucurbitacina B, 2: Cucurbitacina B y D, 3: Amargo 290-
GlISeM, 4: Madre negra-GlSeM, 5:HD369-12-GISeM, 6: H387-07-GlSeM, 7:
Cucurbitacina | y 8: Cucurbitacina E.
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Tabla 6. indice de retencion (rf) de extractos en hexano de cuatro genotipos de

Sechium edule

MUESTRA RFS COLOR
Cucurbitacina B 0.76 Marrén
CucurbitacinaB yD 0.74/0.48 Marron

Amargo 290 0.37 Lila
0.74 Morado

0.92 Gris

Madre negra 0.37 Lila
0.72 Morado

0.93 Gris

HD369-12 0.37 Lila
0.72 Morado

0.91 Gris

H387-07 0.38 Lila
0.74 Morado

0.90 Gris
Cucurbitacina | 0.51 Marrén
Cucurbitacina E 0.80 Marron

Para el extracto en diclorometano se utilizé una fase movil diclorometano-metanol
(19:2), en el analisis se incluy6 a los estandares de cucurbitacinaB, |, Dy E, y el
revelado  con vainillina-acido sulfurico al 50%, esta técnica permiti6 la

identificacion de terpenos como las cucurbitacinas (Figura 4).
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La placa presento diversas bandas marron, moradas y violetas, en las cuales se

observé similitud entre los cuatro genotipos con los estdndares de cucurbitacina

B, Dy E identificados por su valor de retencion (rf) (Tabla 7).

Figura 4. Identificacion de terpenos en extractos de diclorometano, fase movil
Diclorometano-Metanol (19:2), Revelador vainillina-acido sulfarico al 50% 110 °C.
1: Cucurbitacina B, 2: Cucurbitacina B y D, 3: Amargo 290-GISeM, 4: Madre
negra-GlSeM, 5:HD369-12-GISeM, 6: H387-07-GISeM, 7: Cucurbitacina | y 8:
Cucurbitacina E.
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Tabla 7. indice de retencién de extractos en diclorometano de genotipos de

Sechium edule.

MUESTRA RFS COLOR

Cucurbitacina B 0.76 Marron

CucurbitacinaB y D 0.74/0.55 Marron

Amargo 290 0.20 Morado
0.42 morado tenue

0.64 Violeta

0.35 Marron

Madre negra 0.64 Violeta

0.43 Morado

0.15 Violeta

HD369-12 0.62 Morado

0.42 Morado

H387-07 0.64 Violeta

0.42 Violeta

0.21 Violeta

Cucurbitacina | 0.80 Marron

Cucurbitacina E 0.73 Marron
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En el extracto en metanol se usé6 como fase movil acetato de etilo-acido formico-
acido acético-H20 (12.5:1.3:1.3:3.2 y revelado con Natural Product /Polietilenglicol

(NP/PEG) con el cual se identifico la presencia de flavonoides (Figura 5).

Figura 5. Identificacién de Flavonoides de extractos en metanol, fase movil acetato
de etilo-4cido formico-acido acético-H20 (12.5:1.3:1.3:3.2), Revelador NP/PEG 1:
Amaro 290-GlSeM 2: Madre negra-GlISeM 3: HD369-12-GISeM 4: H387-07-

GISeM.
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5.4 Comparacioén de la actividad antiproliferativa y obtencion de ICso:

extractos-genotipos

Debido a los resultados obtenidos en los ensayos con extractos crudos, se realizé
la evaluacion de actividad antiproliferativa en los extractos selectivos por
polaridad (hexano, diclorometano y metanol) de los genotipos Madre negra y el
Hibrido H387-07 los cuales presentaron una mejor actividad, determinada por su
concentracion inhibitoria media (ICso).En los ensayos con extractos en hexano el
genotipo H387-07 presento efecto significativo desde la dosis mas bajas de 0.07
ug/mL en comparacién con Madre negra que fue de 0.6 ug/mL, H387-07 presento
un efecto mayor desde concentraciones medias comparadas con el antineoplasico

usado (Figura 6).

Figura 6. Efecto antiproliferativo de extractos en hexano de Madre negra y H387-
07, sobre cancer de mama MCF7.Evaluacion mediante la técnica de cristal
violeta, después de 72 horas de cultivo. Los valores son el resultado de ensayos
biolégicos con sus respectivas repeticiones a los cuales se les adiciono un control
con vehiculo. Diferencia significativa * (Tukey p<0.05).
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La actividad antiproliferativa de MCF7 con los extractos en diclorometano fue todo
lo contrario que los extractos en hexano, ya que en este caso Madre negra
presento un efecto significativo desde la concentracion 0.07 ug/mL, la cual es una
dosis baja, mientras que H387-07 presencio efecto significativo en la dosis 0.15
ug/mL, resaltando la similitud de actividad entre Madre negra y el antineoplasico

Doxorrobicina, desde la concentracion antes mencionada (Figura 7).

Figura 7. Efecto antiproliferativo de extractos en diclorometano de Madre negra y
H387-07, sobre, cancer de mama MCF7.Evaluacion mediante la técnica de cristal
violeta, después de 72 horas de cultivo. Los valores son el resultado de ensayos
bioldgicos con sus respectivas repeticiones a los cuales se les adiciono un control
con vehiculo. Diferencia significativa * (Tukey p<0.05).
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H387-07 en metanol presento significancia en la dosis 2.5 ug/mL, mientras que
Madre negra en 5 ug/mL, en donde H387-07 presento actividad similar con
Doxorrobicina en algunas dosis medias por el contrario en Madre negra esta

similitud se mostré en dosis altas (Figura 8).

Figura 8.Efecto antiproliferativo de extractos en metanol de Madre negra y H387-
07, sobre, cancer de mama MCF7.Evaluados con la técnica de cristal violeta,
después de 72 horas de cultivo. Los valores son el resultado de ensayos
bioldgicos con sus respectivas repeticiones a los cuales se les adiciono un control

con vehiculo. Diferencia significativa * (Tukey p<0.05)
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Dentro de los resultados obtenidos con los extractos por polaridad, se observé que
el genotipo de H387-07 en extracto en hexano obtuvo una menor ICso en

comparacion con el genotipo de madre negra.
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El extracto en diclorometano madre negra fue el que presento una menor ICso 7.38
ug/mL, por debajo del hibrido H387-07 con 9.1 ug/mL.

La concentracion inhibitoria media (ICso) de los extractos en metanol respalda los
resultados obtenidos que indican que el extracto en metanol de H387-07 reduce
la viabilidad de las células con una ICso de 8.5 ug/mL menor que la de madre

negra de 14.6 ug/mL (Tabla 8).

Tabla 8. Concentracién inhibitoria media (ICso) de extractos en hexano,
diclorometano y metanol de los genotipos madre negra y H387-07, sobre la linea

celular de cancer de mama MCF7.

Genotipo Hexano Diclorometano  Metanol

(Tratamiento) 1Cso ug/mL ICs0 ug/mL ICs0 ug/mL

H387-07 6.09 9.1 8.5

Madre negra 8.7 7.38 14.6
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5.5 Fraccionamiento de extractos de genotipos sobresalientes por actividad

antiproliferativa- polaridad-solvente

5.5.1 Identificacion de compuestos de las fracciones de H387-07

En el caso del hibrido H387-07 se determind realizar un fraccionamiento por
cromatografia en capa fina (CCF), debido a que el rendimiento del extracto fue de
0.55 %, para esto se realiz6 un analisis preliminar del extracto mismo que fue el
indicativo de la seleccién de posibles bandas de interés determinadas por su
coloracion al ser reveladas con el agente cromogénico, tomando como referencia
su indice de retencion (rf) para su aislamiento.

Una vez finalizado el fraccionamiento por CCF, el resultado fue de seis fracciones
totales, adicionando la fraccion cero para descartar la posibilidad de que algun
compuestos activo quedara en el punto de aplicacion, de las cuales la fraccion dos
(rf 0.93) obtuvo el mayor rendimiento (0.14 %), se monitorearon por CCF
utilizando la fase movil de hexano-acetato de etilo (16:4) revelado con vainillina +
H2SO4, observando la presencia de mas bandas con las coloraciones entre azul a
morado (Figura 9).

Al comparar cualitativamente con los estandares de cucurbitacinas se observé que
la fracciones 0.93 y 0.87 presentaron similitud cromogénica con la cucurbitacina

B, por lo cual se espera que al evaluar su actividad antiproliferativa presenten un
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efecto significativo ya que se ha visto que este tipo de cucurbitacina presenta una

actividad inhibitoria (Jayaprakasam et al.,

Thoennissen et al., 2009; Chen et al., 2010;).

2003; Wakimoto et al., 2008;

Tabla 9. Fracciones y rendimientos obtenidos del fraccionamiento en

cromatografia en capa fina CC del extracto en hexano H387-07.

N. de Fraccién/ rf inicial Rendimiento (%) Rfs Color
F1=0.44 0.09 0.16 morado
0.75 morado
F2=0.93 0.14 4 azul
4.8 morado
5.6 morado intenso
F3=0.04 0.06 0.75 morado
0.8 azul
F4=0.65 0.03 0.16 morado intenso
0.25 morado
0.3125 morado
0.75 morado
0.8 azul
F5=0.77 0.09 0.75 morado
0.8 azul
F6=0.87 0.1 0.36 violeta
0.525 violeta tenue
5.1 violeta
0.75 morado
0.81 azul
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Figura 9. Cromatoplaca de las fracciones obtenidas en cromatografia en capa fina del extracto en hexano de H387-07.

Fase mavil de Hexano/Acetato de etilo (16:4) revelandose con vainillina + H2SO4 calentandola a 110 °C.

1: cucurbitacina E, 2: cucurbitacina |, 3: Rf. 0.04, 4: Rf. 0.87, 5: Rf. 0.65, 6: 0.44, 7: Rf.0.77, 8: Rf 0.93, 9: cucurbitacina D

y B, 10: cucurbitacina B.
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Una vez que se determind que el extracto en hexano de H387-07 presenta una
actividad antiproliferativa se evalu6 dicho efecto con las seis fracciones totales
obtenidas del mismo adicionando la fraccion cero, junto con un control, un pool de
las fracciones, el extracto inicial en hexano y Doxorrobicina.

Los resultados obtenidos indicaron que las fracciones cuatro, seis y el pool de
fracciones presentaron una significancia (p<0.05) comparado con el control, sin
embargo comparado con el extracto en hexano no presenta significancia, lo cual
confirmo que en este caso las fracciones pierden su actividad antiproliferativa al

ser purificadas (Aguifiga., 2013) (Figura 10).

Figura 10. Efecto antiproliferativo de fracciones de H387-07, sobre, cancer de
mama MCF7.Evaluacion mediante la técnica de cristal violeta, después de 72
horas de cultivo. Los valores son el resultado de ensayos biolégicos con sus
respectivas repeticiones a los cuales se les adiciono un control con vehiculo,
extracto inicial en hexano de H387-07 y un pool de fracciones. Diferencia

significativa respecto al control*, respecto al extracto inicial T (Tukey p<0.05)
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5.5.2 Identificacion de compuestos de las fracciones de Madre Negra

Una vez obtenidos los resultados de los ensayos farmacoldgicos sobre la linea
celular MCF7, se observo que el extracto en diclorometano de madre negra
presenta un efecto significativo, lo cual indico realizar el fraccionamiento, que al
contrario con el genotipo de H387-07 el extracto en diclorometano de Madre negra
fue fraccionado por cromatografia en columna (CC).

Se obtuvo noventa y dos fracciones totales mismas que al ser monitoreadas por
cromatografia en capa fina (CCF), se redujeron por identidad cromogénica a ocho
fracciones totales, finalmente fueron monitorearon por CCF utilizando la fase movil
hexano-acetato de etilo (50:50), la deteccion con vainillina + H2SO4 a 110.

1: Cucurbitacina E, 2: Cucurbitacina |, 3: F1, 4: F2, 5:F3, 6: F4, 7: F5, 8: F6, 9: F7,

10: F8, 11: cucurbitacina B, 12: cucurbitacina B y D (Figura 11).
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Figura 11. Fracciones finales de Madre negra. Fase movil hexano/acetato de etilo

(50:50), revelado con vainillina + H2SO4 a 110 °C. 1. Cucurbitacina E, 2:
Cucurbitacina I, 3: f1, 4: 2, 5: 13, 6: f4, 7: 5, 8: 16, 9: f7, 10: f8, 11: cucurbitacina

B, 12: cucurbitacina B y D.

En cuanto a los resultados de rendimiento, se parti6 de 12.7675 gramos de
extracto y se recuperaron 10.7985 gramos purificados en las fracciones, los
rendimientos mayoritarios obtenidos de las ocho fracciones se encuentra la
fraccion uno 36.9914%, tres 37.9283% y ocho 37.035% (Tabla 10).

El efecto antiproliferativo de las fracciones de Madre negra presento una actividad
diferente a las del hibrido H387-07 debido a que de las ocho fracciones obtenidas
de Madre negra comparadas con el control las fracciones dos, tres, cuatro, cinco,

seis y siete presentan una significancia de p<0.05, junto con el pool de fracciones
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y el extracto en diclorometano, registrdndose que las fracciones tres y cinco
presentan una significancia comparada con el extracto inicial, lo cual nos indica
gue en este caso dos de las fracciones presentan una actividad antiproliferativa

significativa en comparacion con el extracto inicial en diclorometano (Figura 12).

Figura 12. Efecto antiproliferativo de las fracciones de Madre negra, sobre, cancer
de mama MCF7.Evaluacion mediante la técnica de cristal violeta, después de 72
horas de cultivo. Los valores son el resultado de ensayos biolégicos con sus
respectivas repeticiones a los cuales se les adiciono un control con vehiculo,
extracto inicial en diclorometano de madre negra y un pool de fracciones.
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5.3 Identificacion de principales compuestos activos: fraccion-genotipo

sobresaliente-actividad biologica

Los resultados farmacolégicos de las ocho fracciones presentaron una
significancia notoria con respecto al extracto inicial estas fueron las fracciones tres
y cinco las cuales se volvieron a fraccionar con la técnica por CCF obteniendo
siete fracciones finales donde a la fraccidn tres le corresponden tres mas y de la
cinco cuatro, fueron monitoreadas por CCF utilizando la fase movil hexano-acetato
de etilo (90:10), revelando con el agente cromogénico: vainillina- &cido sulfurico al
50%, y estandares de cucurbitacinas B, I, D y E, donde se presentd similitud
cromogeénica entre las fracciones F3 (1),(2) y (3) con la cucurbitacina E y B,
mientras que la fraccion 5 (2), (3), y (4) presentan similitud con la cucurbitacina D

el (Figural3)(Tabla 10).
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Figura 13. Identificacion de fracciones de Madre negra-GISeM, fase movil hexano-
acetato de etilo (90:10), revelado con vainillina/ acido sulfdrico al 50% 110 °C.1:
Cucurbitacinas E, 2: Cucurbitacina I, 3: F3 (1) ,4: F3 (2), 5: F3 (3), 6: F5 (1), 7: F5

(2), 8:F5 (3), 9:F5 (4), 10: Cucurbitacina B, 11: Cucurbitacina D.
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Tabla 10. Fracciones y rendimientos obtenidos del

fraccionamiento en

cromatografia en capa fina CCF del extracto en diclorometano de Madre negra.

MUESTRA N. de fraccion Rendimiento (%) RFS COLOR
Cucurbitacina E 0.65 Lila
Cucurbitacina D 0.37 lila
F3 (A) 46-50 1.12 0.73 Morado tenue
F3 (B) 0.63 Marron tenue
F3 (C) 0.56 lila
F5 (A) 58-79 1.0561 0.7 morado tenue
F5 (B) 0.45 Morado tenue
F5 (C) 0.39 morado
F5 (D) 0.33 marron
Cucurbitacina B 0.75 morado
0.6 marron
0.56 lila
Cucurbitacina | 0.5 lila
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El resultado de la cromatoplaca anterior mostro los compuestos presentes
deacuerdo a su identificacion cualitativa al revelarse con el agente cromogeénico, lo
cual llevo a reafirmar la presencia de estos por medio de la técnica de HPLC
misma que permitio la identificacion de las fracciones activas.

En la fraccion tres se identifico a las cucurbitacinas D, |, B y E (Figura 14),
mientras que en la fraccién cinco se identificé a las cucurbitacinas I, D y B sin
presentarse la cucurbitacina E, ademas de la presencia un compuesto mayoritario
no identificado, que posiblemente se deba a una cucurbitacina, debido a que la
metodologia realizada es una técnica sensible para la identificacion de

compuestos como cucurbitacinas (Figura 15).
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Figura 14. Andlisis por HPLC de la fraccion tres Madre negra polaridad diclorometano.
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Figura 15. Analisis por HPLC de fraccion cinco Madre negra polaridad diclorometano.
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La actividad antiproliferativa de la variedad Madre negra se podria sumar al grupo
de genotipos de la especie S. edule que presentan actividad antiproliferativa en
lineas celulares tumorales, y en especial con la linea de cancer de mama MCF7.
Con base en estudios realizados por (Cadena-lfiguez et. al., 2013), se destaca
que los genotipos de S. edule, presentan diferencias tanto en su actividad
inhibitoria de la proliferacion celular, como de la dosis y linea celular evaluada, ya
gue por ejemplo, de ocho grupos varietales de S. edule evaluados, se demostré un
efecto en las lineas L929, P388 y Hela, actuando como extractos totales, sin
embargo, cuando se fraccionaron el efecto no fue relevante. De igual forma, el
extracto crudo del hibrido H387-07-GISeM fue evaluado, sin embargo, al ser
fraccionado no mostré algun compuesto activo especifico responsable de la
actividad bioldgica, lo cual sugiere que los genotipos, aun cuando tengan un linaje
genético cercano, no actlan igual (Aguifiiga, 2013). Resulta relevante anotar la
actividad antiproliferativa de las fracciones tres y cinco del extracto-diclorometano
con la presencia de cucurbitacinas; ya que se ha observado que estos metabolitos
presentan citotoxicidad contra una gran variedad de tumores malignos de diversas
lineas celuares (Wu et al., 2004; Attard et al., 2005; Bartalis y Haalaweish, 2005).
Las cucurbitacinas B, D y E presentes en Cucurbita andreana inhibieron la
proliferacion celular de un carcionoma colorrectal humano (HCT-116), cancer de
mama (MCF7), efecto antiproliferativo en cancer de pulmon de células humanas
(NCL-H460) ademas de reduccion del numero de glioblastoma humano (SF268)
(Jayaprakasam et al., 2003), o el caso de la cucurbitacina F de Elaeocarpus
dolichostylus y cucurbitacina Q de Bradegea bigelovii que registraron inhibicion en

la proliferacion celular (Fang et al.,1984; Sun et al.,2005). Los datos obtenidos en
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este trabajo en cuanto a la presencia de cuatro cucurbitacinas y su toxicidad
responden a la pregunta que se planteé originalmente en el sentido de que no
habia informacién sobre el efecto inhibitorio de la variedad Madre negra sobre la
linea celular MCF7 ni de los compuestos responsables de dicha actividad.

Este estudio lleva a plantear que en Sechium edule existe una alternativa de
principios activos de origen natural que amplien las opciones farmacolégicas y que
puedan formar parte de medicamentos alternativos, a partir de la diversidad local
(Cadena-lfiiguez et al., 2005), ademas que den opciones a las serias limitantes
registradas en los agentes quimioterapéuticos y que no desarrollen resistencia por

algunas células cancerosas (Setzer y Setzer, 2003).
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6. CONCLUSIONES

El mayor rendimiento de extractos crudos en metanol fue obtenido por
el extracto de Madre negra; y el de menor rendimiento fue el hibrido H-

387-07

En el analisis de los extractos crudos se observo presencia de terpenos,
flavonoides, saponinas y taninos, mismos compuestos ya antes

reportados en el hibrido H387-07

La evaluacion de los extractos crudos, fue la pauta de seguimiento en la
investigacién para seleccionar las mejores ICso y genotipos con una

actividad antiproliferativa significativa

El indice inhibitorio de proliferacion media de 6.44 ug/mL del genotipo
Madre negra y 9 ug/mL de H387-07 fueron sobresalientes en las

evaluaciones de actividad antiproliferativa de extractos crudos

Con respecto a los rendimientos de extractos por polaridad (hexano,
diclorometano y metanol), Madre negra y H387-07, presentan mayor
rendimiento de extracto en metanol ,los extractos de menor rendimiento

son en hexano
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Vi.

Vii.

viii.

H387-07 extracto en hexano obtuvo una ICsp de 6.09ug/mL, Madre

Negra extracto en diclorometano presento una ICso de 7.38 ug/mL

Los extractos crudos y por polaridad presentan actividad antiproliferativa
de manera muy diferencial, debido a que en algunos casos se tuvieron
que ampliar las curvas de concentraciones para encontrar una ICso 0

actividad inhibitoria menor al 50 %

Las actividad antiproliferativa de las fracciones de los diferentes
genotipos fue diferencial ya que en el caso del hibrido H387-07 al
fraccionarse el extracto en diclorometano y probar sus fracciones puras
estas pierden efecto, mientras que el genotipo de madre negra al ser
fraccionado, presento actividad significativa en dos de las fracciones

totales comparado con el extracto inicial en diclorometano

Se identificaron en el extracto en diclorometano cucurbitacinas E, |, By

D en las fracciones que presentaron actividad antiproliferativa.
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