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1. ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico
ANDEVA Andlisis de varianza

CFSE Carboxifluoresceina

GAE Equivalentes de acido galico
IP loduro de propidio

LDH Lactato deshidrogenasa
m.s.n.m. Metros sobre el nivel del mar
NIC Neoplasias intracervicales
PA Principio activo

PBS Buffer de fosfatos salinos
PHA Fitohemaglutinina

SFB Suero fetal bovino

SNT Suero neonatal de ternera

VPH Virus del papiloma humano
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2. RESUMEN

Con el propésito de evaluar la actividad antiproliferativa y citotoxica de la corteza de
Mangifera indica L., se elaboré un extracto acuoso-etandlico por destilacion hasta
lograr un sélido, partiendo de 25 g de corteza y su actividad antiproliferativa y
citotoxica fue evaluada en cultivos de la linea de cancer cervicouterino HelLa. Los
resultados obtenidos indican que el extracto afecta el potencial proliferativo de las
células HeLa en un 50 % a una concentracion de 95 pg/mL, induciendo cambios
morfologicos en las células tumorales tales como contraccion celular, pérdida de
las proyecciones citoplasmaticas, forma esférica, que en conjunto son
caracteristicas clasicas de células apoptoticas. Las pruebas de incorporacion de
loduro de propidio (IP) asi como la determinacién de la actividad de la enzima
Lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos tratados con el
extracto, indican que éste presenta una baja induccién de muerte por necrosis (2.6
a 7.4%). La observacion de una fuerte condensaciéon y/o fragmentacion de la
cromatina nuclear determinada por tincion nuclear con el fluorocromo DAPI junto
con los cambios morfolégicos observados en las células tratadas, sugieren que el
extracto induce a las células HelLa a una muerte por apoptosis. De manera paralela,
cultivos de linfocitos de sangre periférica humana de donadores sanos fueron
tratados con 95 pg/mL de extracto y la actividad antiproliferativa y citotdxica
(necrética) fueron evaluadas mediante la técnica de marcaje con
carboxifluoresceina y actividad de LDH. El extracto de Mangifera indica L no afecta
el potencial proliferativo de estas células, ni induce una muerte celular necrética,
indicando una actividad selectiva del extracto acuoso-etandlico de corteza de

Mangifera indica L. entre células tumorales y células no tumorales (linfocitos).
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3. INTRODUCCION

El Cancer es una enfermedad en la que una serie de alteraciones genéticas en el
interior de la célula, las vuelve anormales, provocando una division sin control con
la posibilidad de invadir otros tejidos. Esta enfermedad es una de las principales
causas de muerte en todo el mundo; causando 7,6 millones de defunciones al afio
(aproximadamente un 13% del total de muertes reportadas). Si no se toman
medidas para prevenir y controlar este mal, se prevé que las muertes por cancer

para el 2030 alcancen la cifra de 13,1 millones a nivel mundial.?

El cancer cervicouterino (CaCu) es el segundo tipo de cancer mas frecuente en la
poblacion femenina y es responsable de aproximadamente 275 000 muertes
anuales a nivel mundial, de esta cifra el 80 % de los casos se da en paises en
desarrollo, como México. Este tipo de cancer afecta el sistema reproductivo de la
mujer, cuya causa predominante es el virus del papiloma humano (VPH). El 97.7%
de los casos son provocados por éste.?*

En el caso especifico de nuestro pais, 70% de los casos se asocia con los tipos de
VPH 16 y 18, siendo éstos los mas agresivos. El resto de los casos son provocados
por los tipos 31, 33 y 45. Solo el 1 % de los casos son negativos a este virus.?*

El CaCu tiene una alta tasa de curacién cuando se detecta tempranamente y se
tratan correctamente. Entre las alternativas de tratamiento se encuentran la cirugia,
radioterapia y quimioterapia por mencionar las mas usadas. En el caso de la cirugia
solo es aplicable a tumores localizados, la radioterapia y quimioterapia son
ineficientes en estados avanzados y/o en pacientes terminales o con metastasis,
provocan un efecto necroético en las células, lo que causa efectos colaterales que
demeritan la calidad de vida de los pacientes. Por esta razon es importante la

busqueda de alternativas terapéuticas.3-°

Al respecto, Las plantas tienen una larga historia de uso en el tratamiento del

cancer, y juegan un papel muy importante en el descubrimiento y desarrollo de
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nuevos farmacos. Mas del 60% de los agentes anticancerigenos actualmente en
uso, derivan de una u otra forma de fuentes naturales que incluyen plantas,
organismos marinos y microorganismos. Entre los productos comerciales mas

efectivos derivados de plantas destacan los siguientes:

1) Los alcaloides de la vinca (vincristina y vinblastina), que se obtuvieron de
Catharantus roseus, planta originaria de Madagascar, utilizada para tratar linfomas,

leucemias y otros canceres.

2) La podofilotoxina, obtenida de Podophyllum peltatum que se utiliza para preparar
los derivados menos toxicos etopdsido y tenipdsido, para el tratamiento de linfomas

y canceres bronquial y testicular.

3) El taxol, obtenido de la yuca ecuatoriana Taxus brevifolia utilizado en el

tratamiento de canceres de ovario, de mama y de pulmon.

4) La camptotecina obtenida del arbol chino Camptotheca acuminata que se emplea
para preparar derivados comerciales utilizados en el tratamiento de cénceres de

ovario, de pulmén y colorectal.’

México es un pais con una gran biodiversidad botanica y una amplia tradicién en el
uso de la medicina herbolaria. De acuerdo con diferentes fuentes bibliograficas se
concluye que en México se han empleado 238 especies de plantas para tratar
enfermedades consistentes con la sintomatologia de cancer. ’ Entre éstas, existen
reportes que establecen que en los estados de Guerrero, Morelos y Oaxaca se
utiliza una infusién de corteza de Mangifera indica L, para tratar esta enfermedad,
sin embargo, se carece de reportes o estudios cientificos al respecto, por lo que es
necesario realizar estudios que permitan evaluar la actividad antitumoral de esta
corteza. Por ello, en el presente trabajo se evaluo la actividad antiproliferativa y
citotoxica de este extracto en cultivos de la linea de cancer cervicouterino HeLa y
en cultivos de células linfociticas humanas provenientes de sangre periférica de

donadores sanos.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Plantas medicinales

Desde tiempos remotos las civilizaciones han utilizado las plantas con fines
decorativos, culinarios, curativos, entre otros; existen registros del uso de una gran
cantidad de plantas como tratamientos de diversas enfermedades en las grandes
culturas antiguas, como la China, la Hindu y las del norte de Africa.®® En la
actualidad cerca del ocho por ciento de la poblacién mundial recurre a sistemas de
medicina alternativa,’® los cuales se basan en la utilizacion de las plantas
medicinales, que son todos aquellos vegetales que contengan, en cualquiera de sus
organos, alguna sustancia con actividad farmacoldgica que se pueda utilizar con
fines terapéuticos o que se puedan emplear como prototipo para obtener nuevos

farmacos por sintesis o hemisintesis farmacéutica.'!

4.1.1 Metabolitos primarios

Las plantas presentan metabolitos primarios y secundarios provenientes de sus
diferentes procesos biologicos, estos metabolitos sirven como nutrientes, para su
mantenimiento, reproduccion, curacion, defensa, entre otras funciones. Dentro de
los metabolitos primarios se incluyen los carbohidratos, proteinas y lipidos. Estos
compuestos son continuamente sintetizados y utilizados, ya que son biomoléculas

indispensables para su supervivencia.1012.13

4.1.2 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son un grupo de compuestos no esenciales para el
desarrollo de la planta, sin embargo estas sustancias intervienen en las
interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente y son los responsables de
los efectos terapéuticos de éstas. Los metabolitos secundarios de las plantas
pueden ser divididos en 3 grandes grupos, con base a sus origenes

biosintéticos: 101314
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a) Compuestos fendlicos y sus derivados.
b) Compuestos nitrogenados o alcaloides.
c) Terpenos.

4.1.2.1 Compuestos fendlicos y sus derivados

Los compuestos fendlicos, como se muestra en la figura 1, son un grupo de
compuestos formados por la unién de un anillo aromético y uno o mas grupos
hidroxilos (-OH). En las plantas son parte de los metabolitos secundarios, muchos
son productos de defensa ante herbivoros y patdégenos, otros proveen soporte
mecanico a la planta, otros atraen polinizadores o dispersores de frutos, algunos de
ellos absorben la radiacion ultravioleta, o actian como agentes alelopaticos.
Algunos compuestos fendlicos son solubles en disolventes organicos, otros son
glucésidos o acidos carboxilicos y por lo tanto solubles en agua, y otros son
polimeros muy grandes e insolubles. Con base en su esqueleto quimico los
compuestos fendlicos se clasifican en: fenoles simples (como la vainillina y el &cido

salicilico) y fenoles complejos (por ejemplo los flavonoides).®12:14
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Figura 1. Representacion de algunos compuestos fenélicos producidos por las plantas. Imagen tomada de

http://www.google.com.mx/imgres?q=vainillina,+ac+salicilico+y+flavonoides&um
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4.1.2.2 Compuestos nitrogenados o alcaloides

Los alcaloides poseen una gran diversidad de estructuras quimicas (figura 2).
Muchos de los que se conocen, contienen uno o mas atomos de nitrégeno, son
biosintetizados principalmente a partir de aminoacidos. Son fisiologicamente activos
en los animales en bajas concentraciones, por lo que son muy usados en medicina,
presentando notables propiedades fisiolégicas y toxicoldgicas, que se ejercen
fundamentalmente sobre el sistema nervioso central, por estas razones pueden ser
usados como farmacos, ejemplos conocidos son la cocaina, la morfina, la atropina,
la quinina, entre otros. La mayoria de los alcaloides son insolubles o muy poco
solubles en agua, pero se disuelven bien en alcohol, éter, cloroformo u otros
disolventes organicos. Se combinan con acidos para formar sales, comportandose
entonces como bases. Las sales son bastante solubles en agua e insolubles en

disolventes orgéanicos.1%1?

HAC Atropina
3NN Quinina Nicotina
HO
N
7
N
H JCHg
=l
0 NH
O O Cocaina H C/ 2
S ™~ 3
A
RO © H OR HSC\O
— —_D = -
N 0 R—R’—HMorflna ; Mescalina
H R=R"=CO0OH;3 Heroina 0
R=CHsz R'=H Codeina H C/
3
Figura 2. Estructuras de alcaloides conocidos. Imagen tomada de

http://www.google.com.mx/imgres?g=alcaloides&num=10&um=1&hl=es&biw=1280&bih=709&tb
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4.1.2.3 Terpenos

Los terpenos son productos organicos naturales constituidos por la uniéon de dos o
mas unidades de isopreno, acopladas por dos dobles enlaces formando un grupo
de compuestos con caracteristicas propias, como se muestra en la figura 3. Son
tipicos constituyentes de los aceites esenciales que determinan la variedad de los
efectos terapéuticos que se presentan; también se encuentran presentes en
algunas especies animales, desempefiando un papel fisiolégico importante
(vitamina A, hormonas, etc.).10:1516.17

MCHEDH Hﬁ =

| L,
“"'hx\_:'__f’ - - COH
/'E““x

(+)-limoneno (-)-limoneno mentol x..

"'0,___- __,;_."-::’—{'
B &
ﬂ j i vitamina D
HOY

/.—-"‘""‘*—-_ /
colesterol I\_,
HO™ ”

/l%fwk/%” R e . i :j
C ] i
\/I"\-.

pB-caroteno

Geraniol

p

Figura 3. Representacion de algunas estructuras de terpenos presentes en aceites esenciales de plantas y
en especies animales. Imagen tomada de http://www.google.com.mx/imgres?g= terpenosé&start=
47&num=10&um=1&hl=es&biw=1280&bi
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4.2. Fitoquimica

La fitoquimica es una rama de la quimica organica que comprende el aislamiento,
separacion, identificacion y determinacién de metabolitos secundarios. 167

La fitoquimica trata el tema de la biosintesis de los metabolitos en las plantas, por
ejemplo: alcaloides, taninos, ceras, aceites, terpenos, entre otros. Esta rama se
desarrolla cada vez mas, por tener un alto potencial como fuente de nuevos

medicamentos.13.16

Un estudio fitoquimico puede implicar lo siguiente: identificacion y extraccion del
material vegetal; separacion, aislamiento e identificacion de los componentes de
interés de los compuestos aislados y evaluaciones cualitativas y cuantitativas.%1?
Paralelo a esto, se realiza la evaluacién farmacoldgica de los componentes
separados mediante pruebas biolégicas para la comprobacion de los efectos

farmacol6gicos.1018

4.2.1 Extraccién de material fitoterapéutico primario

El inicio de la investigacion fitoquimica empieza con la recoleccién y secado de las
plantas a estudiar, también se puede requerir de una molienda, dependiendo de las
caracteristicas botanicas del objeto de estudio.® Los productos de origen natural
puros se caracterizan por su composicion quimica variada y por consiguiente es
necesario someterlos a procesos de extraccion, separacion y purificacion, para asi

evitar impurezas o contaminaciones.31°

4.3 Medicina tradicional mexicana

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la
salud de millones de seres humanos, un acervo de informacioén, recursos y practicas
para el desarrollo y el bienestar, asi como un factor de identidad de numerosos

pueblos del planeta.”?122
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La medicina tradicional mexicana, como toda institucion social, ha cambiado en el
curso de los siglos, interactuando con otros modelos terapéuticos para conformar lo
que llamamos el “sistema real de salud” (uso de farmacos, medicina casera y la
llamada medicina alternativa o complementaria) de millones de mexicanos del siglo
XXI. 7,21,22

México es el tercer pais a nivel mundial en diversidad de especies vegetales y en
América Latina, ocupa el primer lugar. Su flora es muy variada y se estima que
entre cinco mil y 10 mil especies vegetales del territorio son medicinales, o

potencialmente curativas. 2122

4.4 Antecedentes del arbol de mango

De los cultivos fruticolas, el mango, quizas es de los mas aceptados a nivel mundial
por su agradable sabor y gran adaptabilidad a diversas condiciones ambientales.
En la actualidad se han iniciado una serie de investigaciones para comprobar
algunas propiedades farmacoldogicas que se le atribuyen. A continuaciéon se
desarrollan topicos de caracter botanico, geografico y quimico, acerca del arbol de

mango.2324

4.4.1 Nombres populares

Portugués: Manga
Inglés: Mango
Francés: Manguier

México: Mango criollo, palo de mango, rosamorada; Oaxaca: tzon te manko

(amuzgo), mang, mangaay; Puebla: tzapot (nahuatl).?324



Determinacion de la actividad antiproliferativa y citotdxica de la corteza del arbol de Mangifera indica L.

4.4.2 Origen y distribucion

El origen del mango se sitla en el noreste de Asia en la zona tropical que se
extiende desde la India hasta Filipinas. Este arbol es de clima tropical, habita en
temperaturas calidas y semicélidas.?325>26 Se encuentra desde los 0 hasta los 2600
m.s.n.m., es cultivada en sitios con vegetacion circundante de bosques tropicales
caducifolio, subcaducifolio, perennifolio y bosque meséfilo de montafia.?! Su
distribucion en occidente se dio a finales del siglo XVI, llegando por primera vez a
Brasil en 1700 y extendiéndose después al resto del continente americano.?42’En
México se tienen plantadas aproximadamente 181,000 hectareas.?82930 Se
producen mangos de diferentes cultivos los cuales son consumidos o demandados
para diversos fines. El pais ocupa el quinto lugar por volumen de exportacion en el
mundo. La mayor parte de la superficie cultivada se ubica en los estados de
Veracruz, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Nayarit, Sinaloa y Chiapas, sin embargo
existen muchos otros estados donde también se cultiva, como se muestra en la
figura 4.2829:30

10
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Produccion de mango por entidad federativa, 2011
toneladas

| Nosignificativa
.| Hasta 5,000
| Mas de 5,000 a 50,000
| Més de 50,00 a 200,000
1 Mas de 200,000

Figura 4. Mapa de la Republica Mexicana. Las zonas sombreadas son los estados de la Republica Mexicana
donde se cultiva mango y contribuyen al volumen de exportaciéon nacional de este fruto. Imagen
tomada de http://www.siap.gob.mx/opt/123/77/76.html

11



Determinacion de la actividad antiproliferativa y citotdxica de la corteza del arbol de Mangifera indica L.

4.4.3 Caracteristicas botanicas

El arbol del mango llega a medir hasta 20 m de altura, son poligamodidicos,
hermafroditas o unisexuales por reproduccion, con el tallo resinoso o lechoso,
grueso con un follaje denso y extendido.?® Las hojas miden de 10 a 20 cm de largo,
de color verde oscuro o verde palido sin pelos. Las flores son verde-blanquecinas
amarillentas, agrupadas en racimos muy grandes. Los frutos cuelgan en racimos,
son carnosos Y lisos, jugosos de sabor dulce, olor agradable, la cascara es delgada

verdosa o amarillenta, la semilla envuelta en una cascara tipo hueso (figura 5).2426:30

Figura 5. a) Flores, b) semilla, c¢) Fruto, d) Hueso y e) Hojas. Imagen tomada de
http://www.google.com.mx/search?hl=es&rlz=1R2ADFA_esMX473&q=Avance%20de%20siembras

4.4.4 Usos del mango
El mango ha demostrado a lo largo de varios ensayos, numerosas propiedades
nutritivas y terapéuticas (antimicrobianos, antiinflamatoria, hipoglucemiante, por

12
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mencionar las mas sobresalientes), también se utiliza para la produccion de madera,

como porta injertos y para la extraccion de aceites, resinas y gomas.2%24.30.31

En los estados de México, Guerrero, Jalisco, Morelos, Quintana Roo y Sonora, se
le utiliza en diversos padecimientos respiratorios, principalmente para aliviar la tos,
empleando las hojas solas o combinadas con otras plantas, que varian segun la
region. En Sonora, ademas de la hoja, utilizan la corteza, semilla y resina para el
asma, la tos y para fortalecer los pulmones. Por otro lado, en padecimientos del
aparato digestivo, es frecuente el empleo de la semilla como antiparasitario. En el
Estado de México se recomienda contra la diarrea, por sus propiedades
astringentes. En algunas otras regiones se emplea la resina como antisifilitico, y
para algunos problemas ginecobstétricos: para el flujo y hemorragia vaginal; para
aliviar el asco en el embarazo y en el postparto. Se utiliza de manera externa o local,
para aplicar en diversas lesiones como: heridas, piquetes de animales ponzofiosos,
estomatitis o escoriaciones de la boca y llagas. También se usa como analgésico
en el dolor de cabeza y el dolor muscular causado por algun golpe, para bajar la

temperatura, para controlar el colesterol y aliviar incontinencia urinaria.3233

A finales del siglo XIX, el Instituto Médico Nacional comunica que el arbol del mango
es antiescorbutico, antiodontalgico, antiparasitario y astringente, que sirve para
incontinencia urinaria, como depurativo, para dermatosis, diaforético y para

enfermedades exantematicas.?!:23:24

En el siglo XX, Maximino Martinez lo registra como antidiarreico, antisifilitico,
astringente y contra incontinencia. La Sociedad Farmacéutica de México, reporta su

uso como anticatarral, antidiarreico, antiparasitario y tusigeno.?324

13
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4.4.5 Actividades terapéuticas del mango
4.4.5.1 Actividad antiinflamatoria-analgésica:

El extracto etandlico de la semilla de mango presenté una significativa actividad
antiinflamatoria en el ensayo de edema plantar por carragenina y una actividad
inhibitoria frente a inductores de inflamacion como el dextran y bradiquinina. Sin
embargo, no demostré propiedades antagonistas frente a histamina. El extracto
acuoso de la corteza dio resultados en el estudio de carragenina equivalentes a los

producidos por naproxeno sédico e indometacina.?432-35

4.4.5.2 Actividad antimicrobiana:

Esta actividad la presenta el extracto acuoso de las hojas en estudios tanto in vivo
como in vitro; el extracto etandlico de la corteza de mango se considera de accién
débil; pero el extracto acuoso, etandlico y metandlico de la semilla presenta una
fuerte actividad contra bacterias Gram positivas en estudios in vitro y actividad

antimicética contra Candida albicans.?4:32-36
4.4.5.3 Actividad hipoglucemiante:

Estudios en conejos demostraron que el extracto acuoso de hojas de mango
redujeron significativamente el area bajo la curva de tolerancia a la sobrecarga de

g|ucosa_32,34,37,38
4.4.5.4 Actividad antidiarreica:

Tanto la decoccion de las hojas como la maceracion de la corteza tienen el efecto
antidiarreico en humanos, mientras que el extracto acuoso y metandlico de las
semillas (250mg/kg) demostrd en ratas, el efecto antidiarreico después de inducir

diarrea por aceite de ricino o sulfato de magnesio.?3?

14
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4.4.5.5 Actividad inmunoldgica:

La administracion a ratas del extracto etandlico de la corteza de mango produjo un
aumento de anticuerpos humorales, provocando un retraso en la aparicion de la

hipersensibilidad al extracto (actividad inmunoestimulante). 21:32:34.39
4.4.5.6 Actividad antitumoral:

En 2009 la Universidad de Texas reportd la capacidad antiproliferativa y
proapoptotica de los polifenoles obtenidos de la pulpa del mango Ataulfo y Haden
en las lineas celulares Molt-4 de leucemia, A-549 de cancer de pulmén, MDA-MB-
231 de cancer de mama, LnCap de cancer de prostata, y SW-480 de cancer de
colon, de manera in vitro. Este efecto es selectivo ya que no se inhibié el crecimiento

de miofibroblastos de colon (CCD-18Co) no cancerigenos.*°

En 2011 se publicé el efecto antitumoral de Vimang®, un fitomedicamento cubano
obtenido por una extraccion acuosa de la corteza de Mangifera indica L. sobre la
linea celular MDA- MB231 de cancer de mama. Este efecto se le atribuye al 4cido

gélico y la xantana mangiferina, presentes en este extracto.*:

El Dr. Ramjan Ali y su equipo en 2012 reportan el efecto antitumoral de la cascar y
la pulpa de cinco variedades de mango, Fozli, Khershapat, Langra, Dudsagor y
Lakhna, sobre células de cancer cervicouterino HeLa basados en las propiedades
antioxidantes de los extractos acuoso, cetdénico y metandlico. El extracto de la
cascara de la variedad Fozli presenté mayor contenido de compuestos fendlicos y/o
flavonoides, asi como el mayor efecto antiproliferativo. Su mecanismo de accién se
da por via apoptotica desencadenando la activacidn proteolitica de las caspasas 3,
8y 9.4

El estudio mas reciente se realiz6 con el aceite de las hojas de Mangifera indica var.
Coquino, se evalu6é su efecto antiproliferativo y citotoxico en lineas celulares
tumorales humanas de mama MCF-7, leucemia K562, ovario NCI.ADR y OVCARO3,

15
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pulmén NCI.460, melanoma UACC.62, rifion 786-0, prostata PCO.3 y colon HT-29.
Obteniendo una fuerte actividad contra NCI-ADR/RES, OVCAR-3 (ovario), NCI-
H460 (pulmdn), 786-0 (rifidn) y UACC-62 (melanoma) y una actividad moderada
contra HT-29 (colon), PC-3 (préstata) y MCF-7 (mama).*®

4.4.6 Composicion quimica del arbol de mango
4.4.6.1 Las hojas

Contienen un aceite esencial en el que se han identificado los monoterpenos
camfeno, car-3-eno, limoneno, linalol, mirceno, ocimeno, alfa y beta-pineno,
sabineno, terpineno, alfa-terpineol vy alfa-tuyona; los sesquiterpenosalo-
aromandreno, beta-bulneseno, beta-cariofileno, alfa-cubeneno, beta y delta-
elemeno, alfa-farneseno, humuleno, indiceno, mangifireno y alfa-guaieno; y los
componentes fenilicoselimicina, estragol, y el éter metilico de eugenol. Otros
componentes aislados de las hojas incluyen los flavonoides galato de epi-catequina,
camferol, rutin y quercetin; las xantonaseuxantona, mangiferina y sus isbmeros
homo e iso-mangiferina; el galato de mangiferina y los triterpenos friedelin, lupeol,

taraxerol y su cetona. 21374344,
4.4.6.2 La pulpa del fruto

Se han aislado los monoterpenos ar-3-eno, para-cimeno, alfa y beta-felandreno,
limoneno, alfa-pineno y gama-terpineno; las xantonas mangiferina y cis-ocimeno, el

componente azufrado sulfuro de dimetilo y el compuesto fendlico acido galico.
21,40,42,44,45

4.4.6.3 La semilla

Contiene los alcaloides cis y trans-zeatin y sus ribésidos y la almendra de la semilla

contiene los triterpenos alfa y beta-amirenona, alfa-amirina, citrostadienol, 24-
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metileno-cicloar-tenol, ciclobromol, ciclosadol, dammaradienol, friedelinol,
germanicol, gramisterol, lofenol y obtusigenol; y los esteroles dehidro-avenasterol,
campesterol, colesterol y beta-sitosterol. 214445

4.4.6.4 La corteza del tallo y de la raiz

Se han detectado principalmente triterpenoides, alfa y beta-amirina, cicloartenol,
acidos mangiferolico y mangiferonico y el beta-sitosterol; solo en la corteza del tallo
varios derivados hidroxilados, deshidrogenados del cicloartenol y del &cido
cicloartendico, dammarendiol 1l y su cetona hopanatriol, los ésteres metilicos de los
acidos mangiferélico y mangiferénico, ocotilol 1l y epi-taxarastenediol; y so6lo en la

corteza de la raiz el friedelin y su alcohol, y la xantona Mangiferina (figura 6).
21,23,32,3739,41,44,45
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Figura 6. Estructuras de algunos compuestos encontrados en las diferentes partes del arbol de mango.

Imagen creada por Karina Castro.
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4.5 La célula

La teoria celular, propuesta en 1839 por Matthias Jakob Schleiden y Theodor
Schwann, postula que todos los organismos estan compuestos por células, y que
todas las células derivan de otras células precedentes. La célula es la unidad mas
pequefia que conforma a los seres vivos. Las células se distinguen por su tamafio
(Los diametros de la mayoria de las células oscilan entre 1 y 100 um), forma y sus
actividades, pero todas presentan una membrana plasmatica, una region de
informacién genética y citoplasma.46-4®

La membrana plasmatica define a la célula como una entidad individual. Esta
delgada membrana separa las actividades metabdlicas y los eventos del exterior

pero sin aislar el interior. 46-48

En las células eucariotas el ADN se encuentra en un ndcleo delimitado por un saco
interno membranoso, mientras que las células procariotas carecen de nucleo celular

definido. 46-48

El citoplasma es todo lo que se encuentra entre la membrana y la regién de ADN.
Tiene una matriz semiliquida y componentes estructurales que intervienen en la

sintesis de proteinas, en la conversién de energia y en otras funciones vitales. 46-48

En los organismos pluricelulares las células guardan una estrecha relaciéon entre
si, organizandose en una estructura jerarquizada y colaborando para mantener un
estado de homeostasis en donde las condiciones de un ambiente relativamente
constante son sostenidas para sobrevivir. Sin embargo, cada uno de los diferentes
linajes de células que conforman al organismo tiene un micro ambiente particular en
el cual se rednen las condiciones necesarias para el establecimiento de una

densidad celular requerida para conservar la estructura de un tejido o de un érgano.
46-48

El mantenimiento de la estructura que constituye a un organismo pluricelular
requiere de sefales celulares que permitan a un tejido u érgano crecer o detener su

crecimiento. Estas sefiales guardan un equilibrio entre proliferacién, diferenciacion
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y muerte celular, procesos que estan enmarcados dentro de lo que se denomina

ciclo celular.49:50

4.6 Proliferacion celular

La proliferacion celular es un evento biolégico que se regula mediante sefiales
quimicas que la activan o la inhiben. Las células presentan diferentes ritmos de
proliferacion lo cual depende del tejido del cual forman parte. Ademas de las células
especializadas que no se dividen después de su diferenciacion, se tienen a otras
gue se dividen de manera regular y a ritmo acelerado, entre estos dos extremos se
encuentran aquellas que se dividen lentamente o que no se dividen, pero que
pueden llegar a ser estimuladas por factores de crecimiento secretados por células
vecinas o localizadas en tejidos u Organos distantes y que actian de manera

autocrina, paracrina o endocrina.*’->!

Las células necesitan sefales procedentes de otras células, no solamente para
proliferar, sino también para sobrevivir. Si se les priva de tales factores de
supervivencia, las células activan un programa intracelular de suicidio y mueren por
un proceso denominado muerte programada (apoptosis). El hecho de necesitar
sefales procedentes de otras células para poder sobrevivir ayuda a garantizar que
las células sobrevivan so6lo cuando y donde son necesarias. Este control de la

division celular es tan solo uno de los eventos que constituyen el ciclo celular. 4752

4.7 Ciclo celular

Una célula se reproduce llevando a cabo una secuencia ordenada de
acontecimientos en los cuales duplica su contenido y luego se divide en dos. Este
ciclo de duplicacion y division es conocido como ciclo celular. El ciclo celular
(también llamado ciclo de division celular) es una secuencia de sucesos que
conducen primero al crecimiento de la célula y posteriormente a la division en

células hijas.*®
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El ciclo celular es la base para la reproduccion de los organismos. Su funcion no es
solamente originar nuevas ceélulas sino asegurar que el proceso se realice en forma
debida y con la regulacién adecuada (con controles internos para evitar la posible
creacion de células con multiples errores).La creacion de nuevas células permite al
organismo mantenerse en un constante equilibrio, previniendo asi aquellos

desdrdenes que puedan perjudicar su salud (enfermedades congénitas, cancer,

etC.).46’49’51

Los controles internos en la célula son ejecutados por proteinas que no permiten
que se presenten alteraciones en las células. El ciclo celular (figura 7) comprende

dos periodos bien definidos:
1. La interfase (etapas G1 — Sy G2), es el periodo comprendido entre divisiones

( @
(@ Fase G1

Periodo de crecimiento g,eneral Fase GO HE  Dondedmdn
Imuo del Ciclc

(0
/.

-, Cltocme5|s o % J
&%) = —
2 = Fase S
Vo Fase M = CICLO CELULAR Ocurre la Sintesis de ADN.
( ) (o) 3
\ M itosis ,—: l,()S cromosomas se repllcan.
77N =
(%) 5
= =
Fase G2 @ }
Continua el crecimiento. ‘\‘7 ,-"'/
La célula se prepara para la division. -
Figura 7. Ciclo celular, se observa la obtencion de dos células hijas con la misma informacién genética.

Imagen tomada de http://www.google.com.mx/imgres?um=1&hl=es&biw=1024&b

celulares, Se divide en tres subetapas: G1, Sy G2.51.52
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1.1 La etapa G1, del inglés Growth o Gapl, es la primera fase del ciclo celular, en
la que existe crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN. Es el
periodo que trascurre entre el fin de una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN.
Tiene una duracion de entre 6 y 12 h, y durante este tiempo la célula duplica su

tamario y masa debido a la continua sintesis de todos sus componentes.4852

1.2 La etapa S (del inglés Synthesis) representa "Sintesis". Es la segunda fase del
ciclo, en la que se produce la replicacion o sintesis del ADN, como resultado
cada cromosoma se duplica y queda formado por dos cromatidas idénticas. Con
la duplicacion del ADN, el ndcleo contiene el doble de proteinas nucleares y de
ADN que al principio. Tiene una duracién de unos 6-8 h.48-50

1.3 La etapa G2 del inglés Growth o Gap2, es el tiempo que transcurre entre la fase
S y el inicio de la mitosis (la célula se prepara para la mitosis). Tiene una
duracion entre 3 y 4 h. Termina cuando la cromatina empieza a condensarse al

inicio de la mitosis.48:51:52
2. La division celular (etapa M). Esta tiene lugar por meiosis o0 mitosis.

2.1 La fase M, incluye la mitosis o reparto de material genético nuclear (donde se
divide la cromatina duplicada de modo tal que cada célula hija obtenga una
copia del material genético o sea un cromosoma de cada tipo) y la citocinesis

(division del citoplasma). 48:51.52

El ciclo completo dura aproximadamente 24 h y la fase M dura alrededor de 30
minutos. El final de la mitosis da inicio a un nuevo ciclo en G1 o puede que la célula
entre en fase GO que corresponde a un estado de reposo especial caracteristico de
algunas células, en el cual se comprueba que la célula esté en éptimas condiciones

para iniciar la division. 46-48

Como todo proceso orgéanico, el ciclo celular esta sujeto a regulacion. Esta es
realizada en sitios especificos llamados puntos de control, que pueden frenar o
disparar diversos procesos que le permitan a la célula proseguir con su ciclo normal

de replicaciébn del material genético, crecimiento y divisién. La funcion de la
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regulacion, basicamente es realizada por proteinas especificas conocidas como

cinasas (kdc) y ciclinas (ciclinas A 6 B).51-53

4.8 Muerte celular

El equilibrio de un organismo se mantiene por la existencia de mecanismos que
regulan la proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Los dos tipos de muerte
celular mas estudiados son necrosis y apoptosis. El primero implica un caracter
patoldgico y se genera por un dafio celular como la falta de oxigeno, que dafan a
la célula de manera irreversible. En cambio la apoptosis responde a un mecanismo
interno para terminar con aquellas células que deben ser eliminadas por razones
funcionales como la reabsorcion de la cola de un renacuajo, células envejecidas o

que presentan un deterioro en su estructura o en su ADN, 47:4851,52

4.8.1 Necrosis

El origen de las alteraciones necréticas es un desequilibrio osmoético. La
permeabilidad de la membrana plasmatica se ve alterada y se facilita un flujo de
iones anormal al interior de la célula, principalmente Ca?*, acompaiado de entrada
de agua. Esta descompensacion provoca un aumento en el tamafio de la célula 'y la

dilatacién de algunos organelos como la mitocondria y el reticulo endoplasmico.5!

El aumento de la concentracién de los iones calcio en el interior de la célula inhibe
la produccion de ATP, al mismo tiempo estimula la sintesis de enzimas proteoliticas.
La cromatina nuclear pierde su conformacién original resultando en pequefios

agregados; los ribosomas se desorganizan y los lisosomas se rompen.>°

Como etapa final los organelos estallan, la membrana plasmatica y la envoltura
nuclear se fragmentan y el contenido celular se vierte al exterior, promoviendo la
activacion de las células fagociticas que ingieren y degradan los desechos celulares,

provocando un proceso inflamatorio (figura 8).51.52
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Figura 8. Necrosis celular, cambios morfolégicos que sufre la célula durante una muerte necrética. Imagen

tomada de https://www.google.com.mx/search?gs_rn=16&gs_

4.8.2 Apoptosis

El desencadenamiento de la apoptosis puede ser consecuencia de la alteracion de
la membrana mitocondrial, en cuyo caso estaremos en la via intrinseca u originarse
por la unién de determinados ligandos con sus respectivos receptores en la

superficie celular, via extrinseca. A continuacion se explica cada via.>152
Via intrinseca

La mitocondria desempefia un papel importante en la apoptosis. El dafio en el ADN,
la hipoxia y la deprivacion de factores de crecimiento entre otros, pueden modificar
el equilibrio entre algunos miembros proapoptoticos y antiapoptéticos de la familia
Bcl-2; si se favorecen los elementos proapoptoticos se altera la permeabilidad de la
membrana mitocondrial y su potencial de membrana, liberandose diversos factores
proapoptéticos como por ejemplo las procaspasas, el Factor de Induccion de
Apoptosis (AIF por sus siglas en inglés), la endonucleasa G, el citocromo C, entre
otros. La salida del citocromo C, componente de la cadena respiratoria mitocondrial,
conlleva la activacion de la procaspasa-9 a través de la formacion de un complejo
multiproteico denominado apoptosoma, en cuya formacion desempefia un papel
importante la proteina apaf-1. Tras su liberacion de la mitocondria Apaf-1 se une al

citocromo C y en presencia de ATP, se unira a la procaspasa-9 inactiva
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promoviendo su actividad. Esta caspasa a su vez activa a otras caspasas efectoras,

como la caspasa-3, propiciando asi la ruptura de las uniones del ADN (ver figura
9).51,52

Via extrinseca

Existe un amplio grupo de receptores llamados receptores de muerte (DR, Death
Receptors), que tras unirse con su ligandos, son capaces de desencadenar la
muerte celular por apoptosis (ver figura 9). En los receptores DR se pueden
identificar dominios extracelulares, una region transmembranal y una cola
intracitoplasmatica en la que destaca el dominio de muerte (Death Domain DD). La
unién de estos receptores con sus correspondientes ligandos conlleva la interaccion
de los DD con otros DD presentes en proteinas adaptadoras. Estas proteinas
adaptadoras presentan a su vez dominios efectores de muertes (Death Effectors
Domain DED) que interaccionan con los DED de la procaspasa-8 y 10 generando
un complejo multimérico, DISC (Death-Inducing Signaling Complex) que permite la

activacion de las procaspasas y desencadena el comienzo de la apoptosis.47:2
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Figura 9. Representacion de las vias de la apoptosis. A via intrinseca; B via extrinseca. Imagen tomada de
http://www.google.com.mx/imgres?um=1&hl=es&biw=1024&bih=543&tbm=isch&tbnid=
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4.9 Cancer

Céancer es un término que se usa para enfermedades en las que células anormales
genéticamente, se dividen sin control y pueden invadir otros tejidos. Las células
cancerosas pueden diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema sanguineo

y por el sistema linfatico (metastasis).>4-%6

El cancer se concibe como un proceso de multiples fases, en las que sucede una
serie de alteraciones genéticas en el interior de la célula, que descontrolan el
crecimiento, la diferenciacion y la muerte celular, conduciendo a la malignizacion
celular.>® El material genético (ADN) de una célula puede dafarse o alterarse, lo
cual produce mutaciones (cambios) que afectan el crecimiento y la divisibn normal
de las células. Cuando esto sucede, las células no mueren cuando deberian morir
y células nuevas se forman cuando el cuerpo no las necesita. Las células que
sobran forman una masa de tejido conocido como tumor (figura 10). Algunos
canceres no forman tumores, por ejemplo, la leucemia, que es un cancer de la

médula 6sea y de la sangre.>

Hay mas de 100 diferentes tipos de cancer. La mayoria de los canceres toman el
nombre del 6rgano o de las células en donde empiezan; por ejemplo, el cancer que
empieza en el colon se llama cancer de colon, el que comienza en el pulmén se

conoce como cancer de pulmoén, y asi sucesivamente.>>>’

El cancer a nivel mundial ocupa el primer lugar entre las causa de mortalidad para
todos los grupos de edad adulta de ambos géneros; en 2012 fue responsable de

8.2 millones de defunciones a nivel mundial.12:3-57

El origen de esta enfermedad se da por caracteristicas genéticas y estimulos
ambientales, tales como la susceptibilidad genética individual a cancerigenos, que
estan en funcién de la respuesta metabdlica del individuo y provoca que unas

sustancias sean mas toxicas para su organismo; el consumo de tabaco y alcohol,
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asi como la administracion de algunos farmacos de accion sistémica (hormonales e

inmunodepresores) estan asociados con la aparicion de diferentes neoplasias.

Pérdida del control del crecimiento normal

Division
de una célula
normal

o ‘ Suicidio celular o apoptosis

Daiio celular
sin reparacién

Divisién
de una célula
cancerosa
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mutacion mutacion mulacion Yy \‘Iglll(lll(\'
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Figura 10. Arriba, division normal de una célula y eliminacién de célula dafiada (apoptosis). Abajo Pérdida
del control de crecimiento normal de las células, generacién de un tumor. Imagen tomada de
http://www.cancer.gov/espanol/cancer/que-es

Asimismo se han reconocido numerosos ADN y ARN virales asociados con
neoplasias humanas producidas por una infeccién virica. Por ejemplo el retrovirus
humano HTLV-I (virus de la leucemia de células T humanas tipo |), el virus Epstein-
Barr (VEB) y los virus de la hepatitis B y C que infectan de manera crénica al ser
humano provocando neoplasia y el mas representativo el virus del papiloma

humano, del cual se conocen 77 tipos.5556

4.9.1 Cancer cervicouterino (CaCu)
El cancer cervicouterino, es el segundo tipo de cancer mas frecuente en la poblacién
femenina, ocasionando la muerte de aproximadamente 274,000 mujeres cada afio,

de esta cifra el 80% de los casos se da en paises en desarrollo, como México.!

El CaCu afecta el sistema reproductivo de la mujer. La causa predominante de éste

se debe a diferentes tipos del virus del papiloma humano (VPH), una de varias
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enfermedades venéreas. Aunque muchas mujeres contraen infecciones cervicales
por el VPH,%® la mayoria de ellas no progresan a cancer de cuello de Utero, por lo
general, el sistema inmunolégico del organismo evita que el virus afecte de forma
grave al sistema reproductor. Sin embargo, en algunos casos, éste logra sobrevivir
el tiempo suficiente para afectar las células localizadas en la superficie del cérvix,
transformandolas en cancerigenas.® Esta transformacién conlleva un periodo

aproximado de 10 afios.%°

Las neoplasias intraepiteliales (neoplasias intracervicales, NIC) son lesiones
caracterizadas por desorganizacion estructural y proliferacion de células atipicas
mas 0 menos diferenciadas cuya evolucidén no siempre es progresiva; se desarrollan
en la superficie que recubre el cuello uterino, lo cual es indetectable y asintomatico
en la mujer. Los cambios celulares asociados con una infeccién por el VPH, son
encontrados comunmente en las NIC. En algunos casos, las neoplasias

intraepiteliales persisten o incluso remiten.55%60

Las lesiones preinvasivas se clasifican en tres grados:

a) Displasia leve o NIC-1.

b) Displasia moderada o NIC-2.

c) Displasia grave o NIC-3 (carcinoma in situ) (figura 11). 559.60

Vista del
Cérvix a
través de la
Vagina

NORMAL NIC | NIC Il NIC 11

Figura 11. Vista normal del epitelio del cérvix y neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) de grado 1,2y 3.
Imagen tomada de http://citotecnologiaucpic.blogspot.mx/
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4.9.1.1 Factores de riesgo

El principal factor de riesgo asociado al cancer cervicouterino es la infeccion por
VPH, los cuales son una familia de virus de ADN que causan lesiones genitales
benignas papilomatosas. Se ha encontrado ADN viral en el 60-70% de los casos.
Se han identificado mas de 100 genotipos diferentes, de los cuales 30-40 son ano-
genitales, y de ellos 15-20 son considerados de alto riesgo por su capacidad
oncogénica. Los subtipos 16 y 18 son los tipos oncogénicos mas frecuentes,
seguidos de los subtipos 31, 33 y 45. Existen evidencias que indican que las
proteinas E6 y E7 codificadas por estos virus interfieren en la actividad de la
proteina p53 evitando la apoptosis, facilitando asi la proliferacion de células
genéticamente anormales. Existen otros virus de la familia que se consideran de
bajo riesgo como los subtipos 6, 11, 40, 42, 43 y 44 .5861,62

Otros factores de riesgo que propician el contagio de CaCu son el inicio temprano
de las relaciones sexuales, tener multiples parejas sexuales, el tabaquismo que se
asocia con un aumento del riesgo de padecer carcinoma epidermoide, presentar
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), tener historial de
enfermedades de transmision sexual (Chlamydia trachomatis, virus herpes simple
[VHS] tipo 2, virus de Epstein-Barr), el uso prolongado de anticonceptivos orales, la
multiparidad (tener mas de tres partos), tener historia previa de displasia vulvar o
vaginal, antecedentes familiares y otros factores como el uso de dietilestilbestrol (es
un estrogeno sintético utilizado durante afios para disminuir el riesgo de aborto en
mujeres embarazadas y para tratar problemas de préstata) aumenta la incidencia

de carcinoma de células claras de cérvix y de vagina.*6:58.62

4.9.1.2 Tratamiento del cancer cervicouterino

Algunas de las formas mas comunes de cancer, como el mamario, el cervicouterino,
el bucal y el colorrectal, tienen tasas de curacion mas elevadas cuando se detectan
tempranamente y se tratan correctamente. El tratamiento de CaCu va a depender

de la edad y el nivel de avance en el que se encuentre el cancer. Para el tratamiento
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de cancer cervical existen varias opciones de tratamiento como: Cirugia,

radioterapia y quimioterapia por mencionar los mas usados.®62

4.9.1.2.1 Cirugia

Los procesos quirdrgicos varian segun lo avanzada que esté la enfermedad. Puede
implicar una criocirugia o cirugia laser si la lesion es minima, una conizacién si tiene
una lesidbn moderada; una histerectomia para retirar el Utero en caso de una lesion
grave. En ocasiones también son extirpados los ganglios linfaticos pélvicos. El
proceso de recuperacion varia segun el tipo de cirugia que se requiera y se pueden
presentar sangrados e infecciones en las heridas. En algunos casos se requiere
ayuda psicologica para reincorporarse a su vida. En casos de metastasis esta

terapia es ineficiente. 462.63

4.9.1.2.2 Radioterapia

La radioterapia usa rayos X de alta energia para destruir las células cancerosas.
Estos rayos X se pueden administrar externamente en un procedimiento que es muy
parecido a la radiografia diagnéstica. Para el cancer de cuello uterino, este tipo de
radioterapia se administra a menudo con bajas dosis de un medicamento de

quimioterapia llamado cisplatino.26:62.63

Entre los efectos secundarios que presenta este tratamiento son problemas
estomacales, nauseas, vOmitos, cansancio, irritacion de la vejiga, menopausia
prematura, irritacibn de la zona expuesta a radiacion y relaciones sexuales

dolorosas, su accioén incide principalmente en células en division. 46263

4.9.1.2.3 Quimioterapia

La quimioterapia sistémica usa medicamentos contra el cancer que se administran
via intravenosa u oral. Estos medicamentos entran al torrente sanguineo y pueden
llegar a todas las areas del cuerpo, lo que hace que este tratamiento sea muy util

para eliminar las células cancerosas en la mayoria de las partes del cuerpo. A
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menudo, la quimioterapia se administra en ciclos, de manera que cada periodo de
tratamiento va seguido de un periodo de recuperacién Los medicamentos que se
utilizan con mas frecuencia para tratar el cancer de cuello uterino incluyen al
cisplatino, carboplatino, paclitaxel (Taxol®), topotecan, gemcitabina (Gemzar®),
docetaxel (Taxotere®), ifosfamida (Ifex®), 5-fluorouracilo (5-FU), irinotecan
(Camptosar®) y mitomicina 0 combinaciones de estos. Algunos de los efectos
secundarios de este tratamiento son nausea y vomito, cansancio, Ulceras en la
boca, falta de apetito, pérdida de cabello, diarrea, problemas respiratorios,

depresion del sistema inmune, anemia y problemas nerviosos.?:59-63
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer cervicouterino es el segundo tipo de cancer mas frecuente en mujeres a
nivel mundial. Las estadisticas muestran que 83% de los casos nuevos y 85% de
las muertes ocasionadas por esta neoplasia ocurren en los paises en desarrollo.>3
Los tratamientos actuales resultan ser ineficientes en pacientes terminales,
altamente citotoxicos, costosos, agresivos y poco selectivos, generando la
necesidad de implementar nuevas alternativas terapéuticas que sean mas factibles

en el aspecto costo-beneficio. 2:60:61

Actualmente la medicina herbolaria es una alternativa muy explotada para el
tratamiento de gran namero de padecimientos, sobre todo en México, donde se
tiene una gran diversidad botanica.” En algunas regiones del pais, como el estado
de Morelos, Oaxaca y Guerrero se utilizan infusiones de la corteza del mango como
tratamiento para inflamaciones, diarreas, infecciones por microorganismos,
diabetes y cancer. Esta ultima actividad terapéutica no ha sido probada y se
desconoce el principio activo, por lo que es necesario en primer lugar determinar la
actividad antitumoral del extracto acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera indica
L. con la intencién de obtener informacion que permita proponer a el extracto de
mango como una alternativa que debera ser estudiada para fines terapéuticos

contra el cancer.
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6. HIPOTESIS

Se ha descrito que extractos provenientes de la corteza de diferentes plantas como
la Yuca, presentan diversas actividades biolégicas tales como antiinflamatorias,
antibacterianas, antidiarreicas, hipoglucemiantes, antioxidantes y antiproliferativas
sin efectos citotdxicos, por lo que se espera que el extracto acuoso-etanolico de la
corteza de Mangifera indica L. presente un efecto antiproliferativo sobre la linea
celular de cancer cervicouterino HelLa, sin provocar citotoxicidad en células no

tumorales.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Determinar el potencial antiproliferativo y el efecto citotoxico del extracto acuoso-
etandlico de la corteza de Mangifera indica L. en cultivos de la linea tumoral de

cérvix HeLa y en células no tumorales.

7.2 Objetivos particulares

e Obtener el extracto acuoso-etandlico (60:40) de una muestra de corteza de
Mangifera indica L.

e Determinar la concentracion de extracto acuoso-etanélico de corteza de
Mangifera indica L. que abate la proliferacion celular en un 50 % (ICso) en la

linea celular de cancer cervicouterino Hela.

e FEvaluar el efecto citotéxico del extracto acuoso-etandlico de corteza de
Mangifera indica L. en la linea celular de cancer cervicouterino Hela,

mediante dos parametros de dafio a la integridad de la membrana celular.

e Establecer si el extracto acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera indica
L. induce a las células HeLa a presentar una morfologia apoptética asi como
inducir condensacion de la cromatina nuclear, considerados como dos

pardmetros de muerte apoptética.

e Determinar si la concentracién de extracto acuoso-etanodlico de corteza de

Mangifera indica L. que afecta la proliferacion celular en un 50 % (ICso) en
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células tumorales HelLa, afecta de igual forma el potencial proliferativo de

células linfociticas no tumorales provenientes de sangre periférica humana.

e Comprobar si la concentracion de extracto acuoso-etandlico de corteza de
Mangifera indica L. que afecta la proliferacién celular en un 50 % (ICso) en
células tumorales HelLa, provoca un efecto necrotico en cultivos de células
linfociticas no tumorales provenientes de sangre periférica humana,
mediante la deteccidon de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa

(LDH) en los sobrenadantes de los cultivos celulares.
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8. METODO

Obtencién del extracto acuoso-etandélico de corteza de Mangifera indica L.

La obtencion del extracto acuoso-etanodlico de corteza de Mangifera indica L. se
realizo en el laboratorio de Sintesis de Farmacos y Materias Primas L-312, a cargo
del Q. Carlos Salvador Valadez Sanchez (FES Zaragoza). Se colocaron 25 g de
corteza molida y se dejo a reflujo por 1 h con 150 mL de agua-etanol (60:40), se
filtr6 a vacio para retirar los restos de la corteza y por ultimo se sometié a una

destilacion hasta obtener un sélido.

Preparacion del stock del extracto acuoso-etandlico de corteza de Mangifera
indica L.

1 mg de extracto acuoso-etandlico de corteza de Mangifera indica L. fue
solubilizado en 100 pL de agua-etanol (60:40) en un tubo cénico tipo Eppendorf de
600 pL.

Determinacién de la concentracion de extracto acuoso-etandélico de corteza
de Mangifera indica L. que abate el 50% del numero celular de cultivos de
células tumorales

Se cultivaron células de la linea tumoral HeLa en cajas de plastico de 96 pozos
(Corning, USA), a una densidad de 7,500 células/pozo en 100 pL de RPMI-1640 al
5% de suero neonatal de ternera (SNT), por 24 h. Posteriormente se retir6 el medio
de cultivo y se adicion6 el extracto en concentraciones de 0 pg/mL a 200 pg/mL,
durante 24 h. El control para el vehiculo empleado en la solubilizacién del extracto,
H2O-EtOH, contempla la méxima concentracion utilizada en la preparacion del
extracto a 200 pg/mL, 10 yL de agua-etanol diluido en 1 mL RPMI-1640 al 5% de
SNT, al control testigo Unicamente se le realiza el cambio de medio por medio de
cultivo fresco. Al término del estimulo se procedié a evaluar el numero celular de

acuerdo a la técnica de incorporacion de cristal violeta. Para ello se retir6 el medio
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de cultivo e inmediatamente las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1% (Sigma-
Aldrich, USA) en agua destilada por 15 min, al término de los cuales se retir6 el
fijador para posteriormente lavar las células con agua destilada, a continuacion se
dej6é secar al aire y se afadié el colorante cristal violeta (Sigma-Chemical Co.) al
0.1% en acido formico (Sigma-Aldrich, USA) por 20 min. Se retiré el exceso de
colorante a través de lavados con agua destilada y nuevamente se deja secar al
aire. Por ultimo, el colorante incorporado en el nucleo de las células se solubilizé
con acido acético (J.T. Baker, MEX) al 10% en agitacién por 20 min. Finalmente se
midio la absorbancia a 590 nm en un espectrofotometro (Image Tecan Spectra).
Cada uno de los tratamientos se realiz6 por sextuplicado. En cada caso los
resultados fueron analizados por regresién lineal para la obtencién de la

concentracion que abate el 50% de la poblacion celular (ICso).

Identificacidén de efecto apoptdético inducido por el extracto acuoso-etandlico
de la corteza de Mangiferaindica L. por tincién con diamino-fenol-indol (DAPI)

en células de cancer cervicouterino HelLa

Se cultivaron células de la linea tumoral HeLa en cajas Petri de 5 cm de diametro
con cristales de 1 cm? adheridos al fondo de la caja, a una densidad de 500 000
células/caja en 5 mL de RPMI-1640 al 5% de SNT, por 24 h. Posteriormente se
retird el medio de cultivo y se adiciond el extracto a la concentracion de I1Cso, durante
24 h. EIl control para el vehiculo empleado en la solubilizacion del extracto,
H20-EtOH, contempla la méaxima concentracion utilizada en la preparacion del
extracto a la concentracion de ICso, en 5 mL de RPMI-1640 al 5% de SNT, al control
testigo Unicamente se le realiza el cambio de medio por medio de cultivo fresco y al
control positivo se le agrega Camptotecina a su concentracién de ICso para esta
linea celular. Al término del estimulo se procedié a evaluar el cambio morfolégico
en las células y los nucleos de estas mediante la incorporacion de DAPI. Para ello
se retird el medio de cultivo e inmediatamente las células fueron fijadas con etanol

al 70% por 15 min, al término de los cuales se retird el fijador para posteriormente
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lavar las células con PBS frio, a continuacion se agregaron 3 uL de DAPI dejando
reposar por 5 min en oscuridad, después se lavo nuevamente con PBS frio y coloco
sobre un portaobjetos limpio con 2 uL de medio de montaje, se sell6 con barniz de
ufias trasparente. Por ultimo se observd en microscopio de contraste de fases y

epifluorescencia.

Determinacion de dafio en la membrana celular provocado por el extracto
acuoso-etanolico de la corteza de Mangifera indica L. mediante incorporacion

de ioduro de propidio (IP) en células de cancer cervicouterino HelLa

Se cultivaron células de la linea tumoral HeLa en placa de 24 pozos, a una densidad
de 50 000 células HelLa/pozo con 500 pL de RPMI-1640 al 5% de SNT por 24 h a
37°C, 5% de CO2. Posteriormente se retir0 el medio de cultivo y se adicion6 el
extracto a la concentracion de ICso, durante 24 h. El control para el vehiculo
empleado en la solubilizacién del extracto, H20-EtOH, contempla la méxima
concentracion utilizada en la preparacion del extracto a la concentracion de I1Cso, en
500 pL de RPMI-1640 al 5% de SNT, a los controles testigo Unicamente se le realizd
el cambio de medio por medio de cultivo. Al término del estimulo se procedi6é a
evaluar la incorporacién de IP mediante citometria de flujo. Para ello se retir6 el
medio de cultivo e inmediatamente se agregaron 500 pL de verseno por 5 min, al
término de los cuales se recolecté en tubos de citdbmetro, posteriormente se
centrifugd a 1500 rpm por 5 min, pasado el tiempo se decant6 el sobrenadante de
cada tubo y resuspendieron las células de cada tubo en 1 mL de PBS. Para el control
positivo se resuspendié el botén celular en 1 mL de Etanol al 70%, dejando en frio
por 15 min. Se centrifugd a 1500 rpm por 5 min y decant6 el sobrenadante. Se
afiadi6 1 mL de PBS y resuspendié el botdén celular. A todas las muestras se
adicionaron 3 pL de ioduro de propidio, homogenizando con suavidad. Las muestras

se analizaron en citometro de flujo.
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Determinacion de muerte celular por necrosis provocada por el extracto
acuoso-etanolico de la corteza de Mangifera indica L. por medio de la

liberacién de la enzima LDH en células tumorales

En una caja de 24 pozos se sembraron 50 000 células HeLa con 500 pL de RPMI
al 5% de SNT, por 24 h. Los tratamientos se hicieron por triplicado. Posteriormente
se retir6 el medio de cultivo y se realizaron los siguientes tratamientos: dos controles
a los que unicamente se les hizo cambio de medio de cultivo, un control para
H20-EtOH con la concentraciéon empleada para preparar la ICso correspondiente y
el tratamiento con extracto a la concentracion ICso correspondiente a esta linea
celular. A las 23 h de tratamiento, a uno de los cultivo control se le hizo un nuevo
cambio de medio de cultivo por medio fresco al 1% de tritbn X-100 y se dej6 que el

ensayo completara las 24 h de tratamiento.

Para la determinacion de la actividad de la enzima LDH liberada al medio de cultivo,
los sobrenadantes de los cultivos se colectaron de manera individual en tubos
conicos de plastico de 600 pL y centrifugaron a 2000 rpm por 5 min, 40 pL de los
sobrenadantes fueron traspasados a una placa de 96 pozos, para su evaluacion. La
actividad de LDH se determiné con el kit Cyto Tox 96 (Promega, USA), del cual se
agregaron 40 pL de la mezcla de reaccion. Se incubd a temperatura ambiente
protegiendo de la luz por 30 min. Se evalué a una longitud de onda de 490 nm en
un espectrofotémetro (Image Tecan Spectra). Los datos se analizaron haciendo una

comparacion relativa al control positivo tratado con triton X-100.

Efecto del extracto acuoso-etandlico de la corteza de MangiferaindicalL. sobre

la proliferacién de linfocitos humanos marcados con carboxifluoresceina

En tubos Vacutainer® con EDTA, se obtuvieron 20 mL de sangre periférica de un
voluntario sano y se colocaron (5 mL) en tubos conico de vidrio de 15 mL (Pirex,
USA), con 5 mL de Histopaque (Sigma-Aldrich USA) (un total de 4 tubos), se

centrifugaron (centrifuga; Dinac, USA), inicialmente a una velocidad de 300 rpm y
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se aumenta gradualmente la velocidad (300 rpm cada 2 min) hasta llegar a 1500
rpm después de lo cual se dej6é centrifugando por 25 min méas. Con ayuda de la
pipeta de 1000 pL se retir6 el plasma y se colectd el anillo de linfocitos,
posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a tubos
limpios y se resuspendio con 10 mL de PBS (por tubo), se centrifugd a 1500 rpm
durante 5 min, se retiré el sobrenadante y se resuspendié en 1 mL de RPMI - 1640
sin suero. El total de células quedd contenido en un solo tubo con un volumen total
de 4 mL. Se centrifugd la suspension celular a 1500 rpm durante 5 min, se retiro el
sobrenadante y se resuspendié nuevamente el boton celular en 5 mL de RPMI -
1640 al 20 % de SFB. Se tomd una alicuota de 20 pL, y se determin6 el nUmero
celular con ayuda de la camara de Neubauer.

Para marcar las células linfociticas con carboxifluoresceina (CSFE) (Zigma-Aldrich,
USA) los linfocitos se resuspendieron en 4 mL de PBS con 10 pL de
carboxifluoresceina (12 pmoles/mL de soluciébn o por millébn de células) y se
incubaron 15 min protegidos de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaron con PBS al 5% de SFB, se centrifugaron a 1500 rpm (dos veces) y se
resuspendieron en 4 mL de RPMI-1640 al 20% de SFB. Para activarlos con
fitohemaglutinina (PHA), los linfocitos fueron transferidos a tubos conicos de
plastico de 1.6 mL a una densidad de 108 células/mL de RPMI-1640 al 20% de SFB
y 25 pL de fitohemaglutinina/mL (diluida 1:10 de PBS) (Micro Lab S.A., Méx.). La
preparacion de los tratamientos se realizd en este momento: control solo con medio
de cultivo con y sin PHA, control para el vehiculo al cual se le agregé la cantidad de
H20-EtOH empleada en la preparacion de la concentracion ICso obtenida para
células tumorales de CaCu Hela, y el extracto en la concentracion ICso para células
tumorales HelLa. Las células contenidas en cada tubo cénico fueron sembradas en
una placa de cultivo de 96 pozos a una concentracion de 200,000 células/pozo en
un volumen de 200 pL e incubadas en condiciones de cultivo por 72 h.

Para la evaluacion, las células fueron cosechadas extrayendo todo el medio de

cultivo, y colectando en tubos conicos de plastico de 1.6 mL. Se centrifugaron a
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1500 rpm por 5 min, se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 el boton celular
en 1 mL de verseno frio; se centrifugd nuevamente y se retir6 el verseno.
Posteriormente se resuspendio con 1 mL de PBS. Las células fueron evaluadas en
un citometro de flujo FACSAria Il. Los datos se analizaron haciendo una
comparacion con respecto al control positivo para proliferacion, células tratadas con
PHA.

Determinacion de muerte celular por necrosis provocada por el extracto
acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera indica L. por medio de la

liberacion de la enzima LDH en cultivos de linfocitos humanos

En tubos Vacutainer® con EDTA, se obtuvieron 20 mL de sangre periférica de un
voluntario sano y se colocaron (5 mL) en tubos conico de vidrio de 15 mL (Pirex,
USA), con 5 mL de Histopaque (un total de 4 tubos), se centrifugaron (centrifuga;
Dinac, USA), inicialmente a una velocidad de 300 rpm y se aument6 gradualmente
la velocidad (300 rpm cada 2min) hasta llegar a 1500 rpm después de lo cual se
dejé centrifugando por 25 min mas. Con ayuda de la pipeta de 1000 pL se retiro el
plasmay se colect6 el anillo de linfocitos, posteriormente el paquete celular obtenido
de cada tubo fue transferido a tubos limpios y se resuspendioé con 10 mL de PBS
(por tubo), se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min, se retird el sobrenadante y se
resuspendié en 1 mL de RPMI-1640 sin suero. El total de células quedd contenido
en un solo tubo con un volumen total de 4 mL. Se centrifugd la suspension celular
a 1500 rpm durante 5 min, se retir6 el sobrenadante y se resuspendié nhuevamente
el botén celular en 5 mL de RPMI-1640 al 20% de SFB. Se tomo6 una alicuota de 20

uL, y se determiné el nimero celular con ayuda de la camara de Neubauer.

Los linfocitos fueron transferidos a tubos conicos de plastico de 1.6 mL a una
densidad de 108 células/mL de RPMI-1640 al 20% de SFB y 25 uL de
fitohemaglutinina/mL (diluida 1:10 de PBS) (Micro Lab S.A., Méx.). La preparacién

de los tratamientos se realiz6 en este momento: control solo con medio de cultivo
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con PHA, control positivo al cual en este momento no se agrega tritdbn X-100, control
para el vehiculo al cual se le agrega la cantidad de H20-EtOH empleada en la
preparacion de la concentracion ICso para células tumorales de CaCu Hela, el
extracto en la concentracion ICso para células tumorales HelLa. Las células
contenidas en cada tubo conico fueron sembradas en una placa de cultivo de 96
pozos a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 pL de
RPMI-1640 al 20% de SFB y son incubadas en condiciones de cultivo por 72 h.

Para la evaluacion, a las 71 h de tratamiento al control positivo se le agregaron 2
pL de triton X-100 y se homogeniz6 suavemente el medio de cultivo, se incubo por
1 h més. A las 72 h de cultivo las células fueron cosechadas extrayendo todo el
medio de cultivo, se colectd en tubos cénicos de plastico de 1.6 mL de manera
individual. Se centrifugé a 1500 rpm por 5 min, y se traspasaron 40 pL de cada
muestra y de cada tratamiento a una placa de 96 pozos para su evaluacion. La
actividad de LDH se determiné con el kit Cyto Tox 96 (Promega, USA), del cual se
agregaron 40 pyL de la mezcla de reaccion. Se incub6 a temperatura ambiente
protegiendo de la luz por 30 min. Se evalué a una longitud de onda de 490 nm en
un espectrofotébmetro lector de placas de Elisa (Image Tecan Spectra). Los datos
se analizaron haciendo una comparacion relativa al control positivo tratado con triton

X-100. Todas las muestras fueron por triplicado.
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9. RESULTADOS

Recoleccidn, autentificacion y extraccion de la corteza de arbol de Mangifera

indica L.

Se colectd corteza del arbol de Mangifera indica L. fresca en Julio de 2012 en
Chilpancingo de los Bravos, Guerrero. Las muestras se autentificaron como
Mangifera indica L. con el numero de registro 15 802 por la M. en C. Abigail Aguilar
Contreras, directora del Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS).

Se obtuvo un soélido de corteza del arbol de Mangifera indica L. a partir de 25 g de

corteza seca, con un rendimiento del 20%.

Actividad antiproliferativa del extracto acuoso-etandlico de corteza de
Mangifera indica L., en cultivos de células tumorales HelLa

Determinacién de la ICso

Con el propésito de establecer el efecto antiproliferativo del extracto acuoso-
etandlico de la corteza de Mangifera indica L en las células tumorales, cultivos de
células HelLa fueron estimuladas con diferentes concentraciones del compuesto y
la concentracién requerida del extracto que induce un decremento del 50 % en la
densidad celular (ICso) fue determinada. El nimero celular fue evaluado por medio

de la técnica de tincion con cristal violeta (Figura 12).
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Figura 12. Efecto antiproliferativo del extracto acuoso-etandlico de la corteza de arbol de Mangifera indica L.

sobre células de cancer cervicouterino HelLa, 7500 células fueron sembradas en placas de 96 pozos
y estimuladas por 24 h a concentraciones de 0 a 200 pg/mL del extracto. El porcentaje de
proliferacién se cuantifica con la técnica de incorporaciéon de cristal violeta y la ICsp fue calculada
con ayuda de la ecuacion de la recta.

Confirmacioéon de ICso

Como se puede apreciar en la figura 12, el extracto acuoso-etandlico de la corteza
del arbol de Mangifera indica L. afecté el potencial proliferativo de las células
tumorales de una manera dependiente de la dosis, con una ICso calculada de 95

pg/mL.

Con la intencion de confirmar la ICso obtenida para las células HelLa, cultivos de
células HelLa fueron tratadas con 95 pg/mL de extracto y el nUmero celular fue

evaluado mediante la técnica de cristal violeta (Fig.13).
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Figura 13. Efecto del extracto acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera indica L. sobre el potencial
proliferativo de las células tumorales de CaCu HelLa. Ctrl: células cultivadas con RPMI al 5 % de
SNT. H,O0-EtOH: células cultivadas con RPMI al 5% de SNT y 1% de una mezcla de agua-etanol
60:40. Mango 95 pg/mL: células cultivadas con RPMI al 5% de SNT, 1% de una mezcla de agua-etanol
60:40 y 95 pug/mL de extracto de mango. * indica que existe diferencia significativa con p<0.05 vs
H,O-EtOH ANDEVA, seguido de una prueba de Tukey n=6.

Como se puede apreciar en la figura 13, se confirmd que la concentracién de 95
pug/mL del extracto acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera indica L disminuye

en un 50 % el numero celular de cultivos de células de CaCu Hela.

Efecto del extracto acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera indica L.
sobre la morfologia de células HeLa

Con el fin de evaluar si el extracto acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera
indica L. induce a las células HelLa a presentar una morfologia apoptética, cultivos

de células HelLa fueron estimulados con 95 pug/mL del extracto durante 24 h y
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posteriormente los cultivos fueron observados y fotografiados en un microscopio de
campo claro (Aus Jena Sedival) mediante la técnica de contraste de fases (figura
14).

Control H20-EtOH

Camptotecina Mangifera indica

Figura 14. Micrografias épticas con iluminacion de contraste de fases. Células HelLa tratadas por 24 h con una
concentracién de 95 ug/mL del extracto acuoso-etanélico de corteza de Mangifera indica L. En el
control y en el vehiculo se observan células con forma poliédrica, citoplasma extendido y nucleo
de formaregular. Algunas células estan en division (flechas). Las células tratadas con camptotecina
muestran cambios morfolégicos como compactacién citoplasmatica y nuclear, indicando cuerpos
apoptoéticos (cabezas de flecha). Las células tratadas con el extracto de mango presentan una fuerte
compactacion celular (cabezas de flecha.

Las células control y las tratadas con el vehiculo, muestran la clasica morfologia
poliédrica para las células HelLa. Estas células poseen un citoplasma extendido y
mantienen un estrecho contacto entre ellas. El nicleo posee una morfologia regular
con uno o varios nucléolos grandes con respecto al tamafio nuclear indicando que
los nucléolos son funcionales. Cuando las células son tratadas con el inductor de

apoptosis camptotecina, algunas células se ven afectadas y su morfologia cambia,
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mostrando una contraccion citoplasmatica evidenciada por la separacion entre ellas
y la forma esférica. Algunas células muestran alteraciones mas avanzadas en forma
de claros cuerpos apoptoticos. Los cultivos tratados con el extracto de mango
presentan diferentes fases del proceso apoptoético, algunas células empiezan a
perder la extension citoplasmatica mientras que otras expresan una fuerte

compactacion celular que indica la formacion de cuerpos apoptéticos (figura 14).

Condensacion y/o fragmentacion de la cromatina nuclear inducido por el
extracto acuoso-etandlico de la corteza de Mangifera indica L. en células de
cancer cervicouterino HelLa

Con el fin de establecer los efectos del extracto acuoso-etandlico de la corteza de
Mangifera indica L. sobre la cromatina de células Hela, los cultivos fueron
estimulados con 95 pg/mL del extracto por 24 h y posteriormente los nucleos fueron
tefiidos con el colorante fluorescente DAPI, que es especifico para ADN. Las células

fueron evaluadas y fotografiadas con un microscopio de epifluorescencia (Fig.15).

Las células control y las tratadas con el vehiculo, presentan un nucleo con cromatina
laxa y compacta distribuida en el nucleo. Las regiones con intensa tincion
corresponden a cromatina compacta. En ambos casos los nucleos presentan
tamafos similares. Esta tincion también permite observar el arreglo de la cromatina
en forma de cromosomas en aquellas células que estan en diferentes fases del
proceso de division (flechas figura 15). Los nucleos de las células tratadas con la
camptotecina presentan cambios que evidencian una compactacion de la
cromatina, la cual se puede apreciar por la disminucién del tamafio nuclear.
También se pueden observar algunos cuerpos apoptoticos que indican la
fragmentacion de la cromatina (cabeza de flecha figura 15). El tratamiento con el
extracto de mango provoca una reduccion nuclear y una fuerte compactacion de la
cromatina, que esta evidenciada por el incremento de la intensidad de la
fluorescencia. Tras este tratamiento, la cromatina se fragmenta dando origen a los

cuerpos apoptoticos (cabezas de flecha figura 15).
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H20-EtOH

Camptotecina Mangifera indica

Figura 15. Micrografia de fluorescencia. Células HelLa tefiidas con DAPI. Los nucleos de las células control y
del vehiculo poseen cromatina distribuida en el nucleoplasma. Algunas presentan figuras mitoticas
(flechas). Las células tratadas con camptotecina y con el extracto inducen la condensacion y/o
fragmentacién de la cromatina (cabezas de flecha).

Los resultados mostrados en la figura 15, indican que el extracto acuoso—etandlico
de la corteza de Mangifera indica L. induce en las células de cancer cervicouterino

un proceso de muerte apoptotica.

Efecto necrotico (citotoxico) del extracto acuoso-etandlico de corteza de

Mangifera indica L. en células tumorales HelLa.

Con la intencidn de establecer si la actividad antiproliferativa presente en el extracto
acuoso-etanolico de la corteza de Mangifera indica L., es debido a un efecto
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necrético (citotoxico), cultivos de células HelLa fueron estimulados con 95 pug/mL del

extracto por 24 h y la pérdida de la integridad de la membrana celular fue evaluada

mediante la incorporacion celular de IP cuantificada por citometria de flujo y a través

de la cuantificacion de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

presente en los sobrenadantes provenientes de los cultivos celulares (Figura 16 y

17).
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Figura 16. Determinaciéon de muerte por necrosis inducida por Mangifera indica L. Incorporacién celular de

ioduro de propidio en células de CaCu HelLa (area roja del histograma). Control negativo, células
sin tratamiento, incubadas con RPMI al 5% de SNT por 24 h. Control positivo, células tratadas con
EtOH al 70% en frio por 15 min. H,O-EtOH (60:40), vehiculo utilizado para disolver el extracto.
Extracto de Mangifera indica 95 pg/mL. Las imagenes representan uno de tres ensayos

independientes.
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Figura 17. Determinacion de muerte por necrosis inducida por Manguifera indica L. Se evalu6 la actividad de

laenzima LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de la linea celular HeLa (7500 células por
pozo en placas de cultivo de 96 pozos), estimuladas con la ICs respectiva por 24 h. La liberacién
méaxima de LDH (100%) se determind con la aplicacién de triton X-100 por 1 h a un tratamiento
control. La gréfica representa uno de tres ensayos independientes. * indica que no existe diferencia
significativa con p<0.05 vs H,O-EtOH ANDEVA, seguido de una prueba de Tukey n=3.

Los resultados mostrados en las figuras 16 y 17 indican que el extracto
acuoso-etanolico de corteza de Mangifera indica L. genera una baja o nula
incorporacion celular de IP asi como una baja o nula actividad de LDH, sugiriendo

gue el extracto no induce a las células HeLa a una muerte celular necrética.

Efecto antiproliferativo del extracto acuoso-etandlico de corteza de
Mangifera indica L. sobre células no tumorales (Linfocitos humanos de
sangre periférica)

Para determinar si el extracto acuoso-etandlico de corteza de Mangifera indica L.
afecta el potencial proliferativo de linfocitos humanos, éstos fueron cultivados en
presencia del extracto a una concentracion de 95 pg/mL y marcados con
carboxifluoresceina durante 72 h; el potencial proliferativo fue evaluado por
citometria de flujo (FACS ARIA-II B D) (Figura 18).
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Figura18. Efecto del extracto acuoso-etanélico de la corteza de Mangifera indica L. sobre el potencial
proliferativo de células no tumorales (linfocitos). Cultivos de linfocitos fueron marcados con
carboxifluoresceina (CSFE) con y sin 25 pL de fitohemaglutinina (PHA). La cuantificacién fue
realizada por citometria de flujo. Linfocitos no activados (sin PHA). Linfocitos activados (con PHA).
H,O-EtOH, vehiculo utilizado para disolver el extracto en proporciéon 60:40. Extracto de Mangifera
indica (95 pg/mL) concentracién de extracto correspondiente a la ICs, de la linea celular HelLa. La
figura representa uno de tres ensayos independientes.

Los datos mostrados en la figura 18 indican que la concentracion del extracto
empleada, afecta el potencial proliferativo de cultivos primarios de linfocitos
extraidos de sangre periférica humana en un 13.7%, sugiriendo que el extracto tiene

accion selectiva.
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Efecto necrotico del extracto acuoso-etanélico de corteza de Mangifera
indica L. sobre células no tumorales (Linfocitos humanos de sangre
periférica).

Con la finalidad de conocer si el extracto acuoso-etandlico de corteza de arbol de
Mangifera indica L. induce muerte celular por necrosis en cultivos primarios de
linfocitos humanos de sangre periférica, cultivos de linfocitos fueron tratados con
95 nug/mL del extracto por 24 h. La cuantificacion de la actividad de la enzima LDH

fue evaluada en los sobrenadantes de estos cultivos (Figura 19).
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Figura19. Efecto del extracto acuoso-etanélico de Mangifera indica L. para inducir necrosis en células
normales. Actividad de LDH en cultivos de linfocitos humanos. 200,000 células fueron sembradas en
200 pL de RPMI al 20% de SFB por pozo en placas de cultivo de 96 pozos, estimulados con 95 pg/mL
del extracto durante 72 h. La grafica representa uno de tres ensayos independientes, n=3. * indica
qgue no existe diferencia significativa con p>0.05 vs H,O-EtOH ANDEVA seguida de una prueba de
Tukey.

Como se puede apreciar en la figura 19, el extracto de Mangifera no induce actividad
significativa de la enzima LDH en células normales, sugiriendo que el extracto
acuoso-etanolico de corteza de arbol de Mangifera indica L. no causa en los

linfocitos una muerte necroética.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS

En los dltimos afios se han realizado numerosos estudios acerca de los beneficios
del mango no solo como alimento sino también como una fuente de moléculas con
actividad terapéutica. Algunos estudios realizados con otras partes del arbol del
mango, sefialan que los diferentes extractos como el de acetona: metanol: agua de
la pulpa del fruto,*° el acuoso de la corteza del arbol,** el ceténico, metandlico y
acuoso de la cascara del fruto, 4> el metandlico y acuoso de la pulpa del fruto y el
aceite esencial de las hojas*® poseen un efecto antitumoral in vitro contra células de
cancer de mama, pulmén higado, rifidn, préstata, colon, ovario, leucemia y
cervicouterino, concluyendo que el extracto de las hojas, de la pulpa del fruto, de la
cascara del fruto y de la corteza del arbol de mango presenta actividad

antiproliferativa.

En el caso particular del extracto H20-EtOH (60:40) de la corteza del arbol de
Mangifera indica L, nuestros resultados indican que también presenta actividad
antiproliferativa en la linea celular de cancer cervicouterino HelLa, con una ICso de
95 pg/mL. Estudios realizados en diferentes plantas establecen ICso superiores o
inferiores a la obtenida en este trabajo. En el caso de Mangifera indica, el extracto
acuoso de la corteza mostré una ICso de 259 pg/mL en la linea MDA-MB231 de
cancer de mama, 4 el aceite de las hojas mostré una ICso de 1.88 pg/mL para la
linea k562 de leucemia, 2.86 pg/mL para la linea NCI-ADR/RES de ovario, 3.51
pug/mL para la linea OVCAR-3 de ovario, 4 ug/mL para la linea NCI-H460 de
pulmén, 4.44 ug/mL para la linea 786-0 de rifidn, 4.51 ug/mL para la linea UACC-
62 de melanoma, 18.43 pg/mL para la linea HT-29 de colon, 22.97 pg/mL para la
linea PC-3 de proéstata y 30.04 ug/mL para la linea MCF7 de mama.*® Otros trabajos
realizados con la linea celular HeLa han mostrado que el extracto etandlico de
Plumbago pulchella posee una ICso de 19.5, 1.5y 1.0 uyg/mL a las 24, 48y 72 h
respectivamente,®* mientras que el extracto ceténico de la cascara del fruto de

Mangifera indica a 200 pg/mL esta préxima a su valor de ICso para 5 variedades de
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esta planta (Fozli 33.33% = 1.37, Khershapat 54.44% + 2.92, Langra 46.90% + 1.36,
Dudsagor 49.81% + 4.69 y Lakhna 55.03% + 2.21).42

Todos estos extractos analizados han sido reportados con actividad antiproliferativa,
confirmando que dicha actividad antiproliferativa en células tumorales de esta planta
es un hecho. No obstante esta confirmacion, la mayoria de los trabajos reportan
actividad antiproliferativa en células tumorales, careciendo de pruebas en células
no tumorales. Al respecto, los resultados mostrados en este trabajo en células
linfociticas humanas provenientes de sangre periférica revelan que el extracto
acuoso-etanolico de la corteza del arbol de Mangifera indica L ejerce un bajo efecto
antiproliferativo en estas células, sugiriendo que la accion antiproliferativa presente
en el extracto es selectiva. Estos resultados coinciden con reportes anteriores de
diferentes extractos de este mismo arbol, donde se obtuvo que las células no
tumorales utilizadas fueron afectadas en algunos casos y en otros no, como en el
extracto acuoso de la corteza de Mangifera indica L. que afectd la proliferacion
linfocitica de ratones inmunizados de manera in vitro en un 33.4%%2 o el caso de los
polifenoles aislados del mango Ataulfo, los cuales no afectaron el potencial
proliferativo de las células no-cancerigenas CCD-18Co de miofibroblastos de
colon.*® Asi mismo, se ha registrado en otros trabajos el efecto que tienen diferentes
compuestos aislados de Mangifera indica L. sobre células tumorales y no tumorales.
Se ha reportado que los compuestos fendlicos, como el acido galico, la Mangifera y
los carotenoides aislados del fruto de este arbol provocan un efecto antiproliferativo
en la linea celular SW-480 de cancer de colon, obteniendo que a la dosis mas alta,
5 mg GAE/L (mg de equivalentes de acido gélico), se inhibid el crecimiento de estas
células en aproximadamente un 72%, sin inhibir el crecimiento de células de
miofibroblastos de colon (CCD-18Co) no tumorales.*° Este reporte coincide con lo
observado al estimular células de cancer de mama MDA-MB231 con mangiferina
(25, 50, 100, 200, 400, 800 ug/mL) aislada de la corteza del arbol, la cual afecta el
potencial proliferativo de estas células teniendo una disminucién de la poblacion

celular de 20% a concentraciones de 50 y 400 pg/mL. Al utilizar el extracto acuoso
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de la corteza de Mangifera indica L. en estas mismas células se observé una
disminucién mayor del 70% a la concentraciéon de 200 pg/mL.4* Esta comparacion
también se hizo con linfocitos de ratones inmunizados a concentraciones de 500
png/mL y 50 pg/mL de extracto y mangiferina respectivamente, observando una
inhibicion de la proliferacion de un 33.4% para el extracto y un 17.4% para la
mangiferina.3® La concentraciéon de Mangiferina se calculé en proporcion a la
cantidad contenida en el extracto, 10 a 20%. No obstante, el efecto de la Mangiferina
siempre es inferior al del extracto, sugiriendo que otros componentes del extracto,
como el acido galico, el acido linoleico y las catequinas, también pudieran estar

involucrados en su efecto antiproliferativo. 3°

En lo que respecta a la actividad citotoxica (necrotica), nuestros resultados
establecen que el extracto no induce a las células HelLa ni a las células linfociticas
a una muerte necrotica a la concentracion de 95 pg/mL, indicando que el
decremento celular observado en los cultivos tratados con el extracto es causado
por un mecanismo diferente a la muerte necrotica. Al respecto, la morfologia
apoptética mostrada en los cultivos de células HelLa tratados con el extracto
acuoso-etanolico de corteza de Mangifera indica L. sugiere que el extracto induce a
estas células a una muerte apoptética, lo cual es congruente con lo descrito en la
literatura, como en el caso del extracto cetonico de la cascara del fruto de Mangifera
indica en células HelLa en el que se realiz6 un analisis mediante el colorante
Hoechst 33342 donde se mostr6 condensacion de cromatina y un analisis por
Western blot donde se observé la expresion de la proteina anti-apoptética Bax/Bcl-
2 y pro-apoptética caspasa 3, 8 y 9%2 o el caso del extracto acuoso de corteza de
este mismo arbol donde con el mismo método se observd la expresion de las
proteinas 1kBa, IKKa/ IKKb, IKKa, p65 NFjB y p65 anti-NFjB.*#

Los resultados presentados constituyen un importante hallazgo que demuestra que
el extracto de Mangifera indica L. presenta actividad antiproliferativa de accion

selectiva, sin actividad necrética a la concentracién de 95 ug/mL, sugiriendo que
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este extracto es un digno candidato para continuar con su estudio, de tal manera
que se puedan en un corto plazo aislar los componentes o moléculas que
constituyen al extracto y probar en cada una de ellas, actividad antiproliferativa,
citotoxica e inductora de apoptosis, con la intencion de encontrar el principio activo
de la actividad antitumoral presente en el extracto y proponerla como un agente con

posible aplicacién terapéutica contra el cancer.
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11. CONCLUSIONES

El extracto acuoso-etandlico de corteza de Mangifera indica L. abate el nUmero
celular en un 50% en células tumorales de cancer cervicouterino HeLa a una

concentracion de 95 pg/mL.

El extracto acuoso-etandlico de corteza de Mangifera indica L. a una concentracion
de 95 pg/mL no induce muerte necrética en las células tumorales de cancer
cervicouterino HelLa ni en células no tumorales (linfocitos de sangre periférica

humana).

El extracto acuoso-etanolico de corteza de Mangifera indica L. a una concentracion
de 95 pg/mL no afecta el potencial proliferativo de células linfociticas humanas

provenientes de sangre periférica.
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12. PERSPECTIVAS

e Analizar el contenido de los diferentes compuestos presentes en el extracto

acuoso—etandlico de la corteza de Mangifera indica L.

¢ Analizar el efecto del extracto acuoso—etandlico de la corteza de Mangifera

indica L. sobre la expresion de caspasa 3 en las células HelLa.

¢ Analizar el efecto del extracto acuoso—etandlico de la corteza de Mangifera

indica L. en otras lineas celulares de cancer cervicouterino.

¢ Analizar el efecto del extracto acuoso—etandlico de la corteza de Mangifera

indica L. en otros tipos de lineas celulares.
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14. GLOSARIO

o Acidos carboxilicos: Los &cidos carboxilicos constituyen un grupo de
compuestos que poseen un grupo funcional llamado grupo carboxilo o grupo
carboxi (—COOH); se puede representar como Rx-COOH 6 Rx-CO2H.

o Alelopéaticos: Interacciones quimicas: planta - vertebrado, planta - planta,
planta - insecto y planta - microorganismo, ya sean éstas perjudiciales o
benéficas. La Alelopatia es la ciencia que estudia las relaciones entre las
plantas afines y las plantas que se rechazan, utilizando sus ferormonas para
evitar el ataque de las diferentes plagas y enfermedades a las que pueden
ser susceptibles

o ANDEVA: Son las siglas en espafiol para designar la prueba estadistica de
analisis de varianza (ANOVA, ANalysis Of VAriance, segun terminologia
inglesa) que permite separar la varianza entre y dentro de lo tratamientos
realizados para probar hipétesis relativas.

o Anexectomia: Es una intervencion quirdrgica que implica la extirpacion de
los anexos uterinos (trompa de Falopio, ovarios, entre otros). Los motivos
para tener que recurrir a esta operacion pueden ser: miomas uterinos,
cancer, hemorragias abundantes, prolapsos, endometriosis grave,
inflamaciones y algunos otros.

o Anticuerpos humorales o respuesta humoral: Es definida como la
interaccién entre los anticuerpos y los antigenos. Los anticuerpos son
proteinas especificas liberadas de cierta clase de células inmunitarias
(linfocitos B).

o Antiescorbutico: Que combate el escorbuto (deficiencia de vitamina C).

o Antiodontalgico: Producto usado en odontologia para el dolor de encias y
piezas dentales.

o Antisifilitico: Adj. Med. Que sirve para combatir la sifilis.

o Astringente: Adj./s. m. Se aplica a la sustancia que contrae los tejidos

organicos y seca las heridas: el alcohol es astringente. Se aplica a la
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sustancia que hace facil la expulsion de los excrementos: la manzana es
astringente. Laxante.

o Autocrina: Se aplica a un tipo de secrecion quimica que afecta a la misma
célula que secret6 la sustancia, como una hormona, por ejemplo.

o Caducifolio: Del latin caddcus («caduco, caido», participio de cadére
«caer») y follum («hoja»), hace referencia a los arboles o arbustos que
pierden su follaje durante una parte del afio.

o Carcinoma epidermoide: Cancer que empieza en las células escamosas,
gue son células delgadas y planas que se parecen a las escamas de los
peces. Las células escamosas se encuentran en el tejido que forma la
superficie de la piel, el recubrimiento de los érganos huecos del cuerpo, como
los conductos de los aparatos respiratorio y digestivo.

o Decoccion: Accion y efecto de cocer en agua sustancias vegetales o
animales

o Delecién: En genética, es un tipo especial de anomalia estructural
cromosomica que consiste en la pérdida de un fragmento de ADN (&cido
desoxirribonucleico) de un cromosoma.

o Deprivacion: f. Supresion de algo. Normalmente se utiliza esta expresion
para indicar la supresion de informacion al sistema nervioso central, ya sea
de toda la sensibilidad o bien de alguna en patrticular.

o Depurativo: (Del latin, depurare, lavar). Que purifica el organismo y elimina
las toxinas o venenos. Medicamento que, en otro tiempo, tenia la propiedad
de librar a los humores de sus principios nocivos.

o Dermatosis: Enfermedad que afecta a la piel y sus anexos.

o Deshidrogenasa lactica (LDH): es una enzima catalizadora que se
encuentra en muchos tejidos del cuerpo, cataliza una reaccion de oxido
reduccion, en la que el piruvato es reducido a lactato gracias a la oxidacion
de NADH (nicotinamida adenin dinucle6tido) a NAD*.

o Detoxificacion: Liberacion de toxinas de un sustrato. Es la limpieza de un

sistema u organismo que contiene sustancias nocivas para la vida.
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o Diaforético: Adj. Dicese de la sustancia que aumenta la sudoracién, como
la pilocarpina y la eserina.

o Displasia: Del griego duo- "mal" y TAdoow "formar" es una anormalidad en
el aspecto de las células debido a alteraciones en el proceso de maduracion
de las mismas.

o Dioico,ca: Adj. biol. Dic. Se aplica a la especie vegetal que posee los
organos sexuales masculino y femenino en individuos distintos. Planta que
posee flores masculinas y femeninas en individuos distintos.

o Endocrina: El sistema endocrino o también llamado sistema de glandulas de
secrecion interna es el conjunto de drganos que segregan un tipo de
sustancias llamadas hormonas, que son liberadas al torrente sanguineo y
regulan algunas de las funciones del cuerpo.

o Estomatitis: f. med. Inflamacion de la mucosa bucal.

o Exantematicas: s. m. Erupcion de la piel, de color rojo, que aparece con
enfermedades como el sarampion, la rubeola, entre otros.

o Glucésido: Sustancia derivada de los glucidos (carbohidratos) en la que se
ha producido la sustituciéon de un grupo hidroxilo por un grupo extrafio a los
glucidos como los radicales &cido, acetilo, amina, fosfato, etc.

o Gotiera paracélica: Espacio parietocélico, paracolic gutter: Espacio de la
cavidad peritoneal formado por la pared lateral del abdomen y el colon
ascendente, en el lado derecho, y el colon descendente, en el lado izquierdo.
En su parte posterior esta limitado por el peritoneo y hacia delante comunica
libremente con la cavidad peritoneal.

o HelLa: Las células HelLa (también conocidas como “células hela” o
simplemente “Hela”) son un tipo particular de células usadas en investigacion
cientifica. El linaje al cual pertenecen estas células deriva de una muestra de
cancer cervico-uterino obtenida el 8 de febrero de 1951 de una paciente
llamada Henrietta Lacks (de alli el acronimo He{nrietta} La{cks}), esta células

son positivas a VPH 18.
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@)

Hipoxia. es un estado en el cual el cuerpo se ve privado del suministro
adecuado de oxigeno.

Histerectomia: Una histerectomia (del griego UoTépa hystera "uUtero" y
ekTopia ektomia "sacar por corte") es la extraccién del utero o matriz, por
causa de una intervencion quirdrgica.

Holistica: Es una tendencia o corriente que analiza los eventos desde el
punto de vista de las mdultiples interacciones que los caracterizan.
Homeostasis: (del griego homo (Ouog) que significa "similar" y estasis
(oTaoig) "posicion”, "estabilidad") es la caracteristica de un organismo vivo,
mediante la absorcion de alimentos y regular las funciones que existen dentro
de él, para mantener una condicién estable y constante. La homeostasis es
posible gracias a los multiples ajustes dinamicos del equilibrio y los
mecanismos de autorregulacion.

Infusién: f. Accidn y efecto de infundir. Accidn de tratar con agua caliente,
hasta el punto de ebullicién, una sustancia, usualmente vegetal, para extraer
de ella las partes solubles. Producto liquido asi obtenido. Introduccion en
agua hirviendo o muy caliente de algunas partes de una planta,
especialmente sus hojas o semillas, para extraer los principios activos.
Laparoscopia: Examen del interior del abdomen mediante un laparoscopio
(laser), realizado para vaporizar tejido, como por ejemplo para el tratamiento
de la endometriosis o para la lisis de adherencias.

Miometrio: Sustantivo masculino. Es la capa muscular intermedia (formada
por musculo liso), entre la serosa peritoneal y la mucosa glandular
(endometrio), que constituye el grueso del espesor de la pared del cuerpo
uterino. Fundamental en la contraccion del utero en el trabajo de parto. Se
caracteriza por ser el tejido mas flexible del cuerpo humano, pues es capaz
de estirarse lo suficiente como para permitir el crecimiento y desarrollo del
embrién durante el embarazo; volviendo tras el parto a su tamafio normal.
Multimérico: Un multimero es una proteina formada por varias subunidades

proteicas, denominada oligdmero cuando estas subunidades son pocas. De
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esta forma, un multimero es el nombre dado a una proteina que presenta
estructura cuaternaria.

o Neoplasia: (nuevo crecimiento en griego), es el proceso de proliferacion
descontrolada de células en un tejido u érgano que desemboca en la
formacion de un tumor y puede ser benigno o maligno.

o Neoplasia cervical intraepitelial: (abreviado NIC, o también CIN por las
siglas en inglés) es un crecimiento anormal y pre-canceroso de células
escamosas en el cuello uterino.

o Paradrticos, ganglios: Son un grupo numeroso de 40 a 50 ganglios
linfaticos, dispuestos de manera discontinua alrededor de la aorta abdominal
(parte mas distal de la aorta, comienza a la altura del masculo diafragma),
gue drenan linfa de los miembros inferiores, de la pelvis y las visceras
abdominales.

o Paracrina: Se refiere a un tipo de comunicacion celular por secrecion
quimica que afecta a una célula vecina a la célula emisora, como es el caso
de muchas hormonas, por ejemplo.

o Perennifolio: Adj. bot. [Arbol o planta] que conserva su follaje todo el afio.

o Perfusion: f. Aporte o circulacidon sanguinea, bien sea natural o artificial, a
un érgano, tejido o territorio. Administracion intravascular continua de un
farmaco o una sustancia.

o Poligamodioicos: Planta dioica que tiene algunas flores hermafroditas.

o Principio activo (PA) o farmaco: a la sustancia natural o sintética que tenga
alguna actividad farmacoldgica y que se identifique por sus propiedades
fisicas, quimicas o acciones biolégicas, que no se presenten en forma
farmacéutica y que reuna condiciones para ser empleada como
medicamento o ingrediente de un medicamento.

o Rizoma: m. bot. Tallo horizontal y subterraneo que contiene yemas y del que
nacen las raices, propio de plantas de montafia y de clima frio, como el lirio

comun.
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o Subcaducifolio: Arboles que pierden sus hojas por efecto del clima y de la
estacion del afio, o por encontrarse en su periodo de reproduccion y
formacion de flores, frutos y semillas. Generalmente esto pasa en invierno.

o Tusigeno: Adj. Que provoca tos.

o Virus del papiloma humano (VPH): El virus del papiloma humano (VPH o
HPV del inglés human papilomavirus) es un grupo diverso de virus ADN
perteneciente a la familia de los Papillomaviridae y representa una de las

enfermedades de transmision sexual mas comun.
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