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Caracterizacion de los polifenoles de cereza (Prunus avium) 'y su efecto en el
crecimiento tumoral de cincer de mama (MDA-MB453) in vivo

Andrea Lucia Urrutia Giron

Resumen. Las cerezas contienen metabolitos secundarios llamados polifenoles que se han
asociado con beneficios para la salud. Los objetivos de este estudio fueron identificar los
polifenoles mas abundantes de cereza y evaluar su actividad inhibidora en el crecimiento
tumoral de cancer de mama (HER2+) en ratones atimicos desnudos xenoinjertados. Se
utiliz6 un disefio de Bloques Completos al Azar con arreglo factorial de tratamientos (2x4).
Se utilizo la separacion de fase solida para obtener acidos fenodlicos (F1), antocianinas (F2),
flavonoles (F3), procianadinas (F4) y extracto completo (EC) de cereza, utilizando F2, F4
y EC para el experimento in vivo. Se cuantificaron las dosis para los animales con los
métodos de Folin-Ciocalteau y diferencial de Ph. Para la identificacion de fenoles se utilizo
cromatografia y espectrofotometria (HPLC-MS/MS). Los animales sujetos a la
investigacion recibieron 150 mg/kg/dia de las fracciones evaluadas durante 36 dias. Se
identificaron 38 polifenoles, incluyendo acidos clorogénicos conjugados con acido quinico,
cianidina-3-rutinosido, cianidina-3-glucosido, catequina, epicatequina, entre los mas
abundantes. Se evidencio actividad inhibidora por la presencia de polifenoles siendo F2 la
fraccion que presentd mayor efectividad F2>F4>EC (45, 38 y 37%, respectivamente). No
se observd ningin tipo de toxicidad para los animales xenoinjertados como no
xenoinjertados; debido a que el crecimiento de sus 6rganos se distribuyd de manera normal
en todos los tratamientos evaluados. Se recomienda seguir el estudio evaluando la
capacidad antimetastasica de polifenoles de cereza.

Palabras clave: Enfermedad crénica, fitoquimicos, factor de crecimiento epidérmico.

Abstract. Cherries have among their compounds secondary metabolites called polyphenols
that have been associated with health benefits. The objectives of this study were to identify
the most abundant polyohenols in cherries and evaluate their inhibitory activity in breast
cancer tumor growth (HER2+) in xenografted athimic nude mice. A Completely
Randomized Blocks design was used with factorial treatment arrangement (2x4). Solid
Phase extraction was used to obtain phenolic acids (F1), anthocyanins (F2), flavonols (F3),
proanthocyanidins (F4) and whole extract (WE) of cherry, using F2, F4 and WE for the in
vivo experiment. Animal doses were quantified by the Folin-Ciocalteau and pH differential
methods. Polyphenol identification was conducted by HPLC-MS/MS. Animals subjected
to the investigation received 150 mg/kg/day of WE, F2 or F4 during 36 days and tumor
growth and body weight measurements were taken every three days. A total of 38
polyphenols were identified, including chlorogenic acids bound to quinic acid, cyanidin-3-
rutinoside, cyanidin-3-glucosyde, catechin, epicatechin among the most abundant.
Inhibitory activity of polyphenols was observed with F2 showing the most efficacy
F2>F4>EC (45, 38 and 37%, respectively). No toxicity was observed for animals evaluated
(xenografted as non-xenografted); because organs growth was normally distributed in all
the treatments. It is recommended to continue anthimetastasic evaluation of cherry
polyphenols in future studies.

Key words: Chronic disease, epidermal growth factor, phytochemicals.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Sociedad Americana del Cancer para el afio 2018, se estiman alrededor
de 266,120 nuevos casos de cancer invasivo en mujeres, cerca de 63,960 nuevos casos de
carcinoma in situ (CIS), (el CIS no es invasivo y es la forma més temprana de cancer de
seno) y alrededor de 40,920 mujeres moriran a causa de esta enfermedad en Estados Unidos.
En general, el cancer de mama puede ser extirpado quirargicamente cuando es detectado
suficientemente temprano. Desafortunadamente, este es diagnosticado cuando las células
tumorales han alcanzado una etapa avanzada; causando ~ 90% de las muertes
(Breastcancer.org 2013).

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolado de células. Puede
aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. El tumor suele invadir el tejido
circundante y puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo (OMS 2018).
Esto es debido a que las células presentan su anormalidad en el ADN que forma los genes
que contienen los cromosomas en el ntcleo de la célula (SEOM 2014). El cancer de seno
(o cancer de mama) se origina cuando los genes de las células sufren un trauma y obliga a
las mismas cé¢lulas a emitir sefiales erroneas en las cuales ordena la multiplicacion
celular.(OMS 2018) El tumor que se forma es maligno (cancer) si las células pueden crecer
penetrando (invadiendo) los tejidos circundantes o propagdndose (metéastasis) en areas
distantes del cuerpo (ACS 2017).

El céncer de mama se divide en cuatro diferentes subtipos clinicos de acuerdo con la
identificacion histoldgica de cuatro marcadores que son: Luminal A, Luminal B, Receptor
de Factor de Crecimiento Epidérmico 2 positivo (HER2 +) y Triple Negativo (TN)
(Breastcancer.org 2013). Luminal A es el mas frecuente correspondiente al 67% de los
tumores, este posee una alta expresion de genes relacionados con los receptores hormonales
y baja expresion de genes relacionados con la proliferacion celular; mientras que el Luminal
B presenta niveles menores de receptores de estrogeno y altos niveles de proliferacion
celular (Imigo et al. 2011).

El Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico 2 positivo (HER2 +) donde las proteinas
HER2 son receptores en las células mamarias, ayudan a controlar la manera en que una
célula mamaria sana crece, se divide y se repara a si misma (Ferlay ef al. 2015). Sin
embargo, en el 25% de los casos de cancer de mama, el gen HER2 no funciona
correctamente y hace muchas copias de si mismo (esto se conoce como amplificacion del
gen HER2), y todos estos genes HER2 extra les indican a las células mamarias que
produzcan demasiados receptores HER2 (sobreexpresion de la proteina HER2); por esta
razon las células mamarias crecen y se dividen de manera incontrolable (Breastcancer.org
2013).



El Cancer Triple Negativo es el resultado de andlisis que demuestran que las células
cancerigenas de la mama resultaron negativas para receptores de estrégeno (ER-), para
receptores de progesterona (PR-) y para HER2 (HER2-) (Guzméan 2010).

Actualmente, no es posible saber con exactitud por qué una persona padece cancer (NIH
2015). Se ha indicado que ciertos factores como herencia de genes, radiacion, dieta,
hormonas, obesidad, productos quimicos, intoxicaciones y los habitos no saludables pueden
también aumentar la probabilidad de padecer cancer (Chavez 2015; Instituto Nacional del
Céncer 2015). En general, un promedio del 35% de muertes estd asociado con factores
nutricionales (Blot y Tarone 2015) entre los cuales se puede mencionar la obesidad, que se
ha convertido en una epidemia en los Estados Unidos y un problema de salud creciente
alrededor del mundo. Esta enfermedad se ha relacionado con un mayor riesgo de cancer de
mama posmenopausico y un pronostico precario en mujeres diagnosticadas en etapa inicial
(Huang et al. 1997).

Las cerezas se han caracterizado por mostrar inhibiciéon de la diciclooxigenasa, actividad
antineurodegenerativa, potencial antiinflamatorio y la inhibicion de la proliferacion celular
del cancer de colon en humano (Chavez et al. 2010). Tomando en cuenta su composicion
fitoquimica, las cerezas son conocidas por su alto nivel de fenoles antioxidantes y en
particular, por las antocianinas y procianidinas, ambas categorias de compuestos han sido
asociadas con efectos en la salud, aparte de su actividad antioxidante (Blando et al. 2004).

Las antocianinas constituyen el grupo mas grande de pigmentos naturales solubles en agua
provenientes de frutas y verduras (He y Giusti 2010) y existen mas de 635 antocianinas
identificadas (Wallace 2015). Las antocianinas de cerezas han demostrado una fuerte
capacidad antiinflamatoria y antioxidante (Blando ef al. 2004).

Las procianidinas representan oligomeros o polimeros de unidades flavonoides-3-ol.
Experimentos in vivo e in vitro han demostrado que estas incrementan la sintesis de 6xido
nitrico,estimular la produccion de citocinas antiinflamatorias, e inhibir la produccion de
cierto tipo de citocinas proinflamatoria (Esra et al. 2010).

La finalidad de este estudio es poder ayudar al elevado nimero de mujeres que tienen un
gran riesgo de padecer o ser diagnosticadas con cancer de mama y poder buscar agentes
activos y naturales que ayuden a prevenir o retrasar este tipo de cancer.

Objetivos del estudio:
e Identificar los compuestos fenolicos presentes en cereza (Prunus avium) y separarlos
de acuerdo a su solubilidad en diferentes solventes.

e  Evaluar la actividad inhibidora de crecimiento tumoral, de los compuestos fendlicos
en ratones atimicos desnudos xenoinjertados.

e  Determinar la toxicidad de los compuestos fenolicos en ratones atimicos desnudos no
xenoinjertados.



2.  MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio.

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de fitoquimicos del centro de Investigacion de
Frutas y Vegetales del Departamento de Nutricion y Ciencia de los Alimentos y la parte /n
vivo en el edificio del Programa de Medicina Comparativa(CMP) en la Universidad de
Texas A&M, College Station, Texas, Estados Unidos

Materia prima.

El jugo de cereza concentrado utilizado fue provisto por FruitSmart, Inc. (Grandview WA),
el cual tenia las especificaciones, (68 °Brix, acidez (1.5-3.2) color visible en el
espectrofotometro a 520 nm y el radio de color a 520/430 nm, 7.0 y 1.5 minimo,
respectivamente).

Extraccion de polifenoles mediante separacion de fase sélida.

Los polifenoles se dividieron en cuatro fracciones diferentes: F1-Fenoles sin consolidar,
F2-Antocianinas, F3-Flavonoles, F4-Procianadinas y el Extracto Completo(EC). Al
empezar la extraccion de polifenoles se utilizé jugo de cereza concentrado que se preservo
en el refrigerador a 4 °C, éste se trasladé a tubos Falcon de 50ml y se realizé una dilucion
de 30 ml de jugo de cereza concentrado con 30 ml de agua Nanopura.

Los cartuchos C18 (Waters®) se utilizan para separar compuestos por su polaridad debido
a que consisten en una fase unida a una base de silice con fuerte hidrofobicidad; utilizada
para absorber analitos incluso de hidrofobicidad débil a partir de soluciones acuosas;
comportamiento similar a las columnas de HPLC de fase inversa. Al realizar la extraccion
se colocaron dos cartuchos C18 de 20 cc en la cdmara de vacio, y se abrieron solo los
espacios en los que coloco los cartuchos; para activar las columnas. Se realizon tres lavados
de 10 ml con 100% Metanol (MeOH), y después tres lavados de 10 ml con agua nanopura.
Cada cartucho tiene la capacidad de carga de 20 ml de jugo de cereza diluido y la presion
se ajustd a no mas de 200 mg Hg porque las gotas deben pasar lo mas lento posible.



Los compuestos fendlicos de interés se quedardn atrapados en el cartucho, y se realizaron
lavados con agua nanopura (50 ml) para remover los azucares y compuestos fenolicos que
no son de interés. Para la recoleccion del extracto completo se utilizo MeOH (100%) (50
ml). Seguidamente se evaporé a 60 psi y 45 °C usando el Rotavapor (BUCHI, Suiza), para
remover todo residuo de MeOH y poder utilizarlo para los experimentos in vivo. Para la
obtencion del resto de fracciones el extracto completo se debe ajustar a pH 7. Los cartuchos
se activaron de la misma manera, para equilibrarlos se utiliz6 agua nanopura pH 7.

Se utilizé un maximo (20 ml) de extracto completo en cada cartucho y se dividieron en
Cartuchos 1 y 2 de acuerdo a lo que se necesitaba. Se realizaron lavados con agua nanopura
(50 ml) pH7 para obtener los fenoles sin consolidar, se recolectaron y se ajustaron a pH 2.

La fraccion uno se obtuvo ajustando el cartucho #1 el cual se activo con MeoH (100%) y
se equilibré mediante el uso de H,O pH 2, los compuestos fendlicos ajustados pH 2, se
cargaron en el cartucho maximo (20 ml) se ajust6 la presion a no mas de 200mg Hg, se
recolectaron con el uso de MeOH (100%). Se evapor6 en el Rotavapor en las mismas
condiciones que para el extracto completo y adicionalmente se utiliz6 la cdmara de secado
al vacio y se refriger6 a -20 °C para su uso posterior en el HPLC-MS/MS.

El cartucho #2 que contiene la fraccion dos se equilibré con agua nanopura (50 ml) pH 2, y
para diluir se utilizé acetona (16%) ajustada a pH 2 (30 ml), pero para obtener solo lo mas
concentrado de las mismas los primeros 10 ml se dejaron pasar y luego se recolectan los
siguientes 10 ml. Debido a que se presentaron problemas con residuos de acetona en la
fraccion dos se realizd un paso mas para la purificacion de las mismas, para lo cual, se
ajusto un nuevo cartucho con MeOH (30 ml) y agua nanopura (30 ml), se carg6 el cartucho
con maximo (20 ml) de F2, y se utiliz6 agua nanopura pH 7 (50 ml) para el lavado de la
acetona y un secado completo, seguido de esto para diluir se utiliz6 MeOH (100%), se
evapord en el Rotavapor a 60 psi y 45 °C y se re suspendidé con agua pH 3.5 para mantener
la concentracion de las mismas estable.

En el cartucho #2 se realiz6 un lavado de toda la acetona residual mediante el uso de agua
nanopura pH2 hasta obtener gotas sin color y se realizé la recoleccion de la fraccion tres.
Para la cual se utiliz6 Etil Acetato (100%) (30 ml). Esta fraccion se evapord en el rotavapor
bajo 61 psi y 45 °C donde se pueden obtener las antocianinas residuales de la fraccion dos.
Las cuales se separaron de los flavonoles, y la F3 se lleva a la cdmara de secado al vacio 60
°C hasta secar completamente y se refrigerd a -20 °C para su utilizaciéon en el HPLC-
MS/MS. Seguidamente al obtener la F3, se procedio a obtener la F4 para la cual se utiliz6
MeOH pH 3.4 (30 ml), se evapord en el Rotavapor bajo presion 45 °C y se re suspendio
con agua pH 3.5.

La fraccion uno se debia de separar del resto de antocianinas por lo que luego de que se
evaporo, se utilizaron de acuerdo al volumen de fraccién uno que se obtuvo, se usé el mismo
volumen de etil acetato y se coloco en una bureta donde las antocianinas permanecieron en
la fase movil y la F1 en la fase acuosa, y se recolectaron en un vaso de precipitado este paso
se pudo llevar a cabo hasta tres veces.



La fraccion uno se coloco nuevamente en el rotavapor y la fraccion dos que se obtuvo
también se llevo al Rotovapor y la F1 se llevo a la camara de secado al vacio para poder
secar completamente y se conservo en el refrigerador a una temperatura de -20 °C.
(Oszmianski et al. 1988).

Identificacion de compuestos fendlicos mas abundantes en el extracto completo y
fracciones mediante el uso de HPLC-MS/MS (Cromatografia liquida con espectro de
masas).

Para poder realizar el analisis en el HPLC-MS/MS fue necesario realizar un
fraccionamiento mas debido a que se buscaba extracto y fracciones frescas. Seguidamente
se realizo una cuantificacion de acidos fenolicos y flavonoles con el uso del Método Folin-
Ciocalteau, para antocianinas con el método diferencial de pH y para procianadinas con el
uso del espectrofotometro. Se realizo un ajuste en las concentraciones para llevarlas todas
a la misma concentracion y que fueran homogéneas, siendo dicha concentracion de 0.6
mg/ml.

Las fracciones F1, F2, F3 y F4 se evaporaron y posteriormente se llevaron a la camara de
secado al vacio para secar por completo, dichas fracciones se re suspendieron con 20%
MeOH. En cuanto al EC, se hizo una separacion fase etil acetato y fase acuosa. La fase de
etil acetato se llevo a la camara de secado al vacio, se re suspendio en 20% MeOH, se
cuantificaron los polifenoles con el Método Folin-Ciocalteau y se inyectd en el HPLC-
MS/MS.

Las condiciones para la lectura de las muestras fueron las mismas para todo el estudio. Las
condiciones iniciales del equipo y con una inyeccion de 400 pLL por minuto, consistid en un
100% de la fase movil A, la cual era agua con 0.1% écido formico, y 0% de la fase movil
D que era 0.1% acido férmico en metanol. Dadas las condiciones iniciales se procedio a la
lectura de las muestras, inyectando estas condiciones durante 3min, seguidamente la fase A
se redujo a 90% y la fase D aumento a 10% por 20 min. Después la fase A paso a 70% y la
fase D a 30% pasados 40 min, seguidamente ambas alcanzaron 50% de concentracion
durante 55 min, después la fase A llego a 30% y la fase D a 70% para alcanzar 65 min y
volver a las condiciones iniciales. Para dar paso a la lectura de la siguiente muestra. Las
presiones en el equipo se lograron debido a una bomba de gas nitrogeno conectada al equipo
(Krenek et al. 2014).

Cuantificacion de Polifenoles por el Método Reactivo Folin-Ciocalteau.

El ensayo Folin-Ciocalteu se utilizd para realizar la medida del contenido en compuestos
fendlicos totales en productos vegetales. Este método se fundamenta en el cardcter reductor
de los polifenoles. El conjunto de los compuestos polifenolicos se oxidan por el reactivo
Folin-Ciocalteau (mezcla de acido fosfotungstico y fosfomolibdico), dando una coloracion
azul directamente proporcional al contenido de polifenoles la cual es medible a 725 nm
(Garcia et al. 2015).



Para utilizar el método y saber la concentracion de nuestros polifenoles se realiz6 una curva
estandar en la cual se utiliz6 el dcido galico debido a que es una sustancia pura y estable,
donde las concentraciones a utilizar fueron de 0.2 mg/ml, 0.15 mg/ml,0.10 mg/ml, 0.075
mg/ml y 0.050 mg/ml. Los resultados de esta curva estandar se utilizaron para saber la
concentracion de extracto completo (EC) debido a que no es tan preciso para antocianinas
(F2) y procianadinas (F4).

Con base a la cantidad de muestras que se analizaron se tuvo que hacer diferentes
diluciones. Para el extracto completo se utilizaron principalmente como factor de dilucion
100 y 200, seguidamente se deben de agregar 10 puL. de nuestra muestra diluida/ acido galico
y 10 pL del reactivo Folin-Ciocalteau, los cuales se realizaron en duplicado en tubos
eppendorf para PCR y luego se anadieron 80 uL. de Carbonato de Sodio (5% w/v), y se
colocd en el vortex seguidamente.

El equipo Mastercycle Eppendorf se program6 10 min a 40 °C y 2 min a 4 °C, al momento
de finalizar el ciclo, se tomaron 80 puL. de cada muestra y se transfirié a un plato de 96 pozos.
Se identificd en que columnas y filas se coloco cada muestra y en cuales el patron de acido
galico, este plato se llevo al espectrofotometro (FLUOstar Omega Lector de Plato) y se
utilizé una absorbancia de 740 nm (Abderrahim ef al. 2011).

Esta cuantificacion se realizé antes de empezar a tratar los animales para poder determinar
la dosis que se les subministraria y asi también dos semanas y cuatro semanas después de
iniciar el tratamiento para verificar si la concentracion permanecia constante (100 mg/ml
AGE).

Cuantificacion de Antocianinas por el método diferencial de pH.

Los pigmentos antocianinas pueden ser sujetos a transformaciones estructurales reversibles
cuando hay cambios en el pH siendo completamente diferentes al espectro de absorbancia.
La forma de oxonio coloreado es predominante a pH 1 y la forma hemiketa incoloro a pH
4.5. El método diferencial de pH se basa en esta reaccion, y permite medidas rapidas y
precisas del total de antocianinas, incluso en presencia de polimeros degradados, otros
pigmentos y algin otro componente que interfiera (Giusti y Wrolstad 2001).

Para este método se prepard solucion de buffer cloruro de potasio (0.025M), pH 1 y buffer
de acetato de sodio (0.4M) pH 4.5. Se realizaron diluciones de las muestras siendo
principalmente 50 y 100x. Después de esto, se preparé 1 ml de muestra con pH 1 y 4.5 para
utilizar en la cubeta del espectrofotdmetro, se esperaron 15 min para equilibrar la muestra.
Para dicha absorbancia se realiz6 un escaner en espectrofotometro (FLUOstar Omega
Lector de Plato) para identificar el rango de absorbancia en el que las antocianinas
presentaban mejores resultados y poder utilizarlo en el espectrofotometro (Thermo electron
corporation, HeAios Y).

Después de realizar el escaner, se determind utilizar la absorbancia de 510 y 700 nm esto
también tomando como referencia la antocianina Cyanidin-3rutinoside porque esta es la
mas abundante y su punto de mayor absorbancia es 510 nm (Giusti y Wroslstad 2001).



Para las antocianinas se utilizaron los resultados de ambas absorbancias en el
espectrofotometro, donde para calcular la absorbancia de la muestra diluida se utiliz6 la
ecuacion 1.

A= (As10-A700) pH1 — (Asio-A70) pH 4.5  [1]

Y para calcular la concentracion del pigmento se utilizo la ecuacion 2.

B= (AXPeso MolecularxFactor de dilucionx1000) [2]

Para poder determinar la cantidad de Cyanidin-3-rutinoside que se encontraba en la muestra
se utiliz6 la ecuacion 3.

mgCyanidin-3-rutinoside=(Ax(287+326.2)xFactor de dilucionx1000)/(7000x0.2525)
[3]

donde la suma de 287+326.2 corresponde al valor de Cyanidin-rutinoside.

El numero 7000 corresponde a la absorcién molecular de Cyanidin-3-rutinoside y el numero
0.2525 fue el ajuste que se realizo para obtener los datos de acuerdo al volumen en el
espectrofotometro y la dosis en ml=mg/ml de Cyanidin-3-rutinosidex1000/mgCyanidin-3-
rutinoside/L, con una dosis constante de 100mg Cianidina-3-rutinosida Eq/I.

Cuantificacion de Procianadinas con el método para determinar polimeros no
extraibles.

Para este procedimiento se utilizaron diferentes factores de dilucion de la muestra de
procianadinas, utilizando principalmente un factor de 50, 100 y 200X, seguidamente se
completé 1 ml con agua nanopura para utilizarlo en la cubeta del espectrofotometro
(Thermo electron corporation, HeAios Y). Se utilizaron las absorbancias de 450 y 555 nm,
debido a que se tomd como referencia que estas absorbancias son las maximas para
compuestos de antocianinas y xanthylium (Zurita et al. 2012).

Experimento in vivo.

El uso de ratones atimicos deficientes de sistema inmunoldgico que son utilizados para
trasplantar tumores, han provisto importantes valores en modelos in vivo para estudiar
tumores humanos y para probar agentes anticancerigenos. Ratones atimicos femeninos de



3-5 semanas de vida fueron obtenidos (ENVIGO, Houston, TX), y fueron divididos en tres
grupos.

Se esperd alrededor de una semana para que los mismos se aclimataran a sus nuevas
condiciones donde tenian temperatura, humedad y corriente de aire controlada, asi mismo
comida y agua irradiada at libitum.

Se acondicionaron las células y se llevaron al lugar donde se utilizo6 matrigel (BDA,
california, Estados Unidos). Para esto se tomo un plato de cultivo que tuviera una
confluencia de 80-90%, se re suspendi6 en tubos de ensayo con 1 ml,se transfirieron 500
uL a otro tubo de ensayo y estos se centrifugaron a 1500 rpm durante 2 minutos,
seguidamente las células fueron re suspendidas con 250 puL de matrigel, todas las agujas,
jeringas, células y tips se trasladaron en hielo (Mertens et al. 2003). Los animales fueron
inyectados de manera subcutanea en el flanco de las patas derechas e izquierda con células
cancerigenas humanas MD-MB453 (1x10° células cancerigenas.

Cuando el tumor alcanzé un tamafno de ~100 mm? se inicid el tratamiento con extracto
completo (EC), antocianinas (F2) y procianadinas (F4); a los ratones se le dieron diferentes
dosis de acuerdo a la cuantificacion de polifenoles en las mimas. Para esto se utilizo la
alimentacion por sonda todos los dias durante 36 dias y cada tres dias se tomaron medidas
del tamafio del tumor con el uso de un pie de rey eléctrico calibrado y del peso corporal de
los animales con una balanza analitica calibrada.

Al momento en que todos los animales alcanzaron 36 dias en tratamiento, se procedio a la
eutanasia para lo cual se utilizo6 CO> para que estuvieran inconscientes y en seguida se
realizd dislocacion cervical, para su muerte. Después de esto se recolectaron los tumores,
los pulmones, el corazén, el bazo y los rifiones que se conservaron en nitrogeno liquido a -
80 °C.

Disefio experimental.

La investigacion se realizd usando un disefio de Bloque Completos al Azar con arreglo
factorial de tratamientos (2x4), en el cual, el primer factor fue la presencia o ausencia de
tumores cancerigenos en los ratones atimicos desnudos (Deficientes de Sistema
Inmunologico) y el segundo factor cuatro tratamientos (Agua, Antocianinas, Procianadinas
y Extracto Completo) (Figura 1). Adicionalmente, cada tratamiento con extracto tuvo un
grupo control negativo para evaluar la toxicidad del extracto o fracciones (Cuadro 1).
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Figura 1. Disefo experimental in vivo.

Cuadro 1. Disefio experimental de Bloques Completos al Azar.

Tratamiento Presencia de Tumor Ausencia de Tumor
Antocianinas (F2) TRTI1 TRT2
Procianadinas (F4) TRT3 TRT4
Extracto Completo (EC) TRTS TRT6

*TRT= Tratamiento

Se realizaron seis repeticiones para cada tratamiento y se contd con un control positivo el
cual recibi6 agua (n=6) y un control negativo (n=6) para evaluar toxicidad de los tres
tratamientos, el experimento se realizo durante 36 dias. El andlisis estadistico se realiz6
usando SAS® version 9.4 con un disefio de Bloques Completamente al Azar con una
separacion de medias TUKEY y un nivel de significancia de p<0.01.

El anélisis estadistico de normalidad se realizé6 con ANOVA de una via y el test Shapiro-
Wilk cuando los datos se distribuyeron normalmente y pasaron la prueba de varianza igual
con un valor p>0.05; de lo contrario, los datos se analizaron con la prueba de Kruskal-
Wallis (SigmaPlot version 13)- (PhD.Giuliana Noratto) Laboratorio Texas A&M.



3.  RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de los compuestos fenolicos mas abundantes.

Debido a que era necesario conocer los compuestos fendlicos que estaban presentes en las
diferentes fracciones que se utilizaron como tratamiento en los animales, se realizd un
analisis quimico con el uso de HPLC-MS/MS. La espectrometria de masas se basa en la
medida directa de la relacion de la masa con el numero de cargas elementales positivas o
negativas de los iones (mz) en la fase gaseosa obtenida de la sustancia a analizar (Serrano
et al. 2006).

Esta relacion se expresa en unidades de masa atomica (u), (1u = la doceava parte de la masa
de un atomo de carbono 12) o en daltons (1 Da = a la masa del atomo de hidrogeno) la
espectrometria de masas tandem (MS-MS), la cual tiene la ventaja de lograr dos
separaciones de los componentes de la muestra, siendo ambas separaciones i6nicas; debido
a esta especificidad, esta técnica es usada para lograr andlisis cuantitativos de analitos en
mezclas simples en cuestion de minutos sin necesidad de una separacion cromatografica u
otro tratamiento quimico que elimine interferentes (Jiménez et al. 2009).

Debido a que los polifenoles quimicamente son compuestos con caracteristicas
estructurales diferentes, son un grupo de productos naturales muy diverso (Tsao 2010).
Los resultados de este estudio también concuerdan con los presentados por Martini y
colaboradores (2017) que realizaron la técnica de HPLC-MS/MS para caracterizar mas de
seis tipos de cerezas (Martini et al. 2017).

En este estudio se utilizé solamente el extracto completo (EC) y se encontraron compuestos
fenolicos que en la muestra de EC de Martini y colaboradores se encontraron como acido
Cafeolquinico, cido Comairloquinico entre otros los cuales presentan enlaces con
hidrogenos en gran cantidad como el de Cianidina-3,5-diglucosida que estd formado por 15
hidrogenos receptores y 11 hidrogenos que pueden ser donados a otros compuestos esto
otorga la solubilidad que permite que puedan ser arrastrados por el MeOH al momento de
pasar por la columna C18 (Pubchem 2009).

10



Las diversas estructuras quimicas de los compuestos fenolicos que van desde las formas
simples hasta las polimerizadas determina cambios en su solubilidad en los diferentes
solventes (Neha er al. 2014). Por esta razon en parte del estudio se utilizaron dos diferentes
solventes para la lectura en el HPLC-MS/MS, agua y etil acetato (etac) para identificar el
comportamiento de los compuestos més afines al agua y los que presentan mayor afinidad
por otros solventes organicos. Con esto se determin6 que la mayoria de acidos fendlicos
presentaron mayor afinidad con Etac (Figura 2a) porque el cromatograma permite observar
claramente mayor cantidad de picos mientras que en el agua es una cantidad reducida de
picos para la identificacion (Figura 2b).

Se utiliz6 absorcion de luz a 280 nm (Figura 2 a'y 2 b) debido a que en este rango se pueden
observar la mayoria de compuestos fenolicos que se encuentra entre 270-290 nm (Boulet et
al. 2017). Por la diversidad de fendlicos con los que cuenta la cereza se realizdo una
identificacion y caracterizacion para cada una de las fracciones F1, F2, F3 y F4.

280nm :M 2803 (a)

0 § 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 S5 60 65
Time (min

Figura 2. Cromatograma de extracto completo de cereza, (a) dilucién en agua y (b) dilucion
en etac.

11



Los compuestos fenolicos se encuentran en gran abundancia en el reino vegetal porque son
los metabolitos secundarios mas abundantes en las plantas. Dichos fenolicos o polifenoles
incluyen muchas clases de compuestos que varian desde 4cidos fendlicos, antocianinas de
colores, flavonoides simples y flavonoides complejos (Neha ez al. 2014).

Todos los compuestos fendlicos poseen en su estructura un anillo aromatico que tiene uno
o mas grupos hidroxilo, asi como la mayoria de polifenoles en las plantas existen como
glucosidos con diferentes unidades de azticar y azucares asilados en diferentes posiciones
de los esqueletos de polifenol (Tsao 2010).

Cuando se procedid a realizar el analisis de la Fraccion uno (F1) que se obtuvo con el
solvente organico MeOH, se encontraron la mayoria de &cidos como cafeolquinico y
coumaroilquinico por su afinidad al solvente debido a que en su estructura presentan el
acido quinico que permite formar esteres cafeico y coumaroil (Pubchem 2009). El acido
quinico (Figura 3) presenta en su estructura 5 hidrogenos que pueden ser donados y 6
hidrégenos receptores que otorgan alta solubilidad y afinidad por los solventes organicos
como el MeOH (Clifford 1999). Estos acidos fendlicos del 4cido quinico son compuestos
no flavonoides que se pueden dividir en dos tipos principales, siendo derivados del acido
benzoico y del acido cindmico (Figura 4) se basan en las cadenas principales C1-C6 y C3-
C6 (Tsao 2010). Para la identificacion de acidos fendlicos se utilizd una absorbancia de
280 nm.

O
HQ )—OH
HO™ Y~ “OH
OH
Figura 3. Estructura quimica Acido quinico.
0 R 0 .
OH X OH

Figura 4.Estructura quimica del 4cido benzoico (A) y del acido cindmico (B).
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Los diferentes picos (Figura 5) muestran las diferentes combinaciones que el acido quinico
puede formar, una investigacion realizada por Herradon en el 2012 identificé que el acido
cafeolquinico puede ayudar a la prevencion de la diabetes y sus complicaciones esto debido
al efecto del acido clorogénico y otros componentes fendlicos que actiian sobre el
metabolismo de la glucosa.

Estos compuestos (Figura 5) también presentan actividad antioxidante que se asocia a
efectos citoprotectores (Nunes y Noratto 2018). Los compuestos fenolicos que se
identificaron se encuentran en una concentracion elevada y se detectd la presencia de
compuestos coeluidos, esto significa que algin compuesto interfiridé en la separacion
completa de otros y por lo tanto se presentaron dos 0 mas compuestos en un mismo tiempo
de retencion.
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Figura 5. Cromatograma de acidos fenolicos identificados en cereza.

Ademas, el acido cafeolshiquimico (Figura 6) que se encuentre en las muestras permite la
extraccion de los compuestos de interés para el uso del consumidor o como andamios para
el uso de moléculas mas complejas (Marasco y Diaz 2007).

13



S
5 Reaction €¥: 4-coumaric acid —= 4-coumaroyl-CoA
cinnantic ac

Reaction B: caffeic acid ——— caffeoyl-CoA
BEEIHS
Pere bS]
X .
il g
PrC 3HS
= = -~ O =
A-coumaric acid caffeic acid
A CSE -7
T a o 5 e
BrICE 6y e v S SR I
W = [
Copar S, @ Degiy Coa=S~pO
PrCaH L f;T"
L BillET EE BilER,
9 | ¥ [ ¥ @ W L2
Lot I I L,
A-coumaroyl-Cos A-coumaroyl caflleoyl caffeoyl-Coa
shikimic acid shikimic acid -
H G S

Figura 6. Via biosintética para compuestos de las plantas.
Fuente: (Chang et al. 2015)

Se logroé identificar un total de 18 4cidos fenolicos en la fraccion uno, y la mayoria de estos
compuestos poseen un peso molecular relativamente bajo y con una estructuracion simple
que es caracteristico de los &cidos fenolicos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Compuestos abundantes identificados en la fraccion uno del extracto de cereza.

ITR 2[M_H]_ 3M82 fragmentos de ion
Compuesto (min) (m/z) (m/z)
Acido Cafeoilquinico cis 28.23 353 191,179,135
Acido Cafeoilquinico trans 28.23 353 191,179,135
Acido Coumaroilquinico cis 33.57 337 163,119,191
Acido Coumaroilquinico trans 33.57 337 163,119,191
Acido fenolico 1 33.57 367 193
3-Acido Feruloilquinico trans 33.57 367 193
Acido fenolico 2 33.57 367 179,191
5- Acido Feruloilquinico cis 33.57 367 179,191
Acido Cafeolquinico-glucosido 26.75 515 341,353,179
3- Acido Cafeolquinico-
glucosido 26.75 515 179,341,353
4-Acido Cafeolquinico-
glucosido 26.75 515 179,341,353
3,5-Acido diCafeolquinico 26.75,33.57 515 353,191
4,5- Acido diCafeolquinico 26.75,33.57 515 353,179,191
Acido Cafeoilshimico 26.75,33.57 335 179
3-y-4 Acido-acetona
Cafeoilquinico 26.75,33.57 335 161,191
Acido Cafeoilshimico 26.75,33.57 335 179,161
Hexa Cafeoilquinico 33.57 341 179,161,263
Acido-glucosido Caffeico 33.57 341 179

Tiempo de Retencion, 2Masa atdmica menos un hidrégeno, *Separacion Ionica.
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El 4cido Cafeoilshiquimico es el principal camino biosintético de compuestos aromaticos,
presenta la secuencia de metabolitos primarios en los que se encuentra fosfoenolpiruvato
(PEP) y eritrosa-4-fosfato (EAP) hasta convertirse en corismato. Este es el precursor para
los tres aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptofano y para los acidos p-
aminobenzoico y p-hidroxibenzoico, que también son precursores de proteinas y de
derivados fenilpropanoides e indolicos (Chang et al. 2015).

Las antocianinas pertenecen a un gran y muy distribuido grupo de metabolitos secundarios
que se conocen colectivamente como flavonoides, los cuales,son responsables del color
rojo, morado e incluso azul en las diferentes frutas y flores entre otros (Tsao 2010). Las
antocianinas comparten un esqueleto de carbono comunmente llamado columna vertebral
de flavilio; este consiste en C-6 (anillo A), C-3 (anillo C), C-6 (anillo B) (Figura 7)
(Hagerman 2011). Las diferencias entre las subclases se deben a la existencia de dobles
enlaces y grupos carbonilo en el anillo C. Las antocianinas estan intensamente coloreadas
en un pH bajo esto se debe a la presencia de ocho diferentes enlaces dobles que le dan una
carga positiva a la molécula, por esta razon se utiliza el método de diferencial de pH para
la cuantificacion de las mismas (Rivas et al. 2014). La solubilidad de las antocianinas es
por el grupo 3-hidroxilo que generalmente se encuentra unido a una azlicar para formar una
antocianina estable (Laszlo 2015).
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Figura 7. Estructura quimica de las antocianinas (F2).
Fuente: (Pascual y Sanchez 2008).

Se ha reportado que las antocianinas tienen beneficios para la salud como potentes
antioxidantes y pueden incrementar la agudeza visual. Se ha observado también que poseen
actividad antineoplasica, vasotonica, vasoprotectora, anti - inflamatoria y hepatoprotectora
(Jimenez et al. 2009). La identificacion de Antocianinas (F2) se realizé a 520 nm (Figura
8) esto porque un estudio de la Universidad de Chengdu en China para la determinacion y
comparacion de flavonoides y antocianinas mostrd que Cianidina-3-glucosido que es una
de las antocianinas mas abundantes, y esta presente en muchas frutas, tienen un espectro
ideal a 520 nm (Shingin et al. 2009).
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En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en las
posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad y permiten
diversidad estructural. Dentro de los sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa,
galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra
posible variacion en la estructura es la acilacion de los residuos de azucares de la molécula
con acidos organicos (Garzon 2008).
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Figura 8. Cromatograma de antocianinas identificadas en la fraccion dos del extracto de
cereza.

En la fraccion dos predominaron las antocianinas que también mostré como mas abundantes
un estudio del 2017 por Martini y colaboradores, que menciona que entre las antocianinas
mas importante en las cerezas se encuentra Cianidina-3-rutinosa y Cianidina-3-glucosido.
Este mismo estudio identific6 los valores de la masa y los fragmentos de iones para
comprobar su presencia, siendo para Ciadinina-3-rutinosida (595,287 y 449) vy para
Cianidina-3-glucosido (449 y 287), tomando en cuenta los resultados de nuestro
cromatograma (Cuadro 3) se comprob¢ la presencia de estas antocianinas (Martini et al.
2017).
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Cuadro 3. Antocianinas abundantes identificadas en fraccion dos del extracto de cereza.

Compuesto lTR(min) 2 [M-H]- 3V S2 fragmentos de ion
(m /Z) (m/z)
Cianidina-3-glucosido 27.27 449 287
Cianidina-3-rutinosida 27.27 595 287,449
Peonidina-3-rutinosida 31.18 609 301,463
Peonidina-3-glucosido 27.27 463 301
Cianidina-3,5-diglucosido 31.18 611 287
Cianidina-3-soforosida 31.18 611 287
Malvidin-3-0-glucosido- 39.75 517 355
acetaldehido
Antocianina 1 40.28 355 181,391,517,663,
Antocianina 2 44.52 148 181,391,677

Tiempo de Retencion, 2Masa atémica menos un hidrégeno, *Separacion Ionica.

En la naturaleza es posible encontrar cientos de diferentes antocianinas. En este
experimento se logro identificar nueve diferentes debido a patrones de glicolisacion. En la
actualidad existen alrededor de 25 diferentes aglicones identificados, sin embargo, solo seis
antocianinas cianidina, delfinina, malvidina, pelargonidina, peonidina y petunidina (Figura
9) que estan raramente encontradas en la naturaleza, representando mas del 90% de las
antocianinas identificadas (Wallace 2015).

OH OH OH
HO 8 O HO 8 O HO. 8s O o
OH OH

OH
Pelargonidina Cianidina Peonidina

Delfinidina

Figura 9. Estructura quimica de las antocianinas mas comunes.
Fuente: (Espino 2014).

Estos resultados permitieron comprobar que la cereza es una fuente importante de
antocianinas (Blando et al. 2004) lo cual, les confiere el color en tonos rojizos. Pueden
considerarse flavonoles, 3-hidroxiflavonas y flavonas los diferentes compuestos que en su
estructura quimica presentan un grupo hidroxilo, y una alquilacion y/o glicosilacion.

Las flavonas y los flavonoides que se encuentran en mayor frecuencia en las plantas son
aquellas con hidroxilacion del anillo B en las posiciones 3’ y 4°, seguidos por aquellos con
un grupo hidroxilo en la posicion 4°, quercetina y kampeferol los cuales son flavonoles
tipicos de este tipo (Herrmann 2006).
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Los flavones ocurren principalmente como 7-0-glucésidos (Figura 10). La formacion de
glucodsidos de flavona y flavonol depende normalmente de la accion de la luz. Por lo general
las concentraciones mas altas de estos compuestos ocurren en las hojas, y son las flavonas
que hacen una contribucion esencial de color amarillo que difiere del patron de
hidroxilacion habitual por un grupo hidroxilo unido al nucleo en la posicion 6 u 8 (Panche
et al.2016).
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Figura 10. Estructura quimica de los flavonoles.

Fuente: (Serrano ef al.2006).

La sustitucion por glicosilacion, malonilacion, hidroxilacion, metilacion, acilacion,
prenilacion o polimerizacidén conduce a la diversidad en esta familia y tiene un impacto
importante sobre la funcion, solubilidad y degradacion de los mismos (Tripoli ef al. 2007).
Los picos observados en el cromatograma (Figura 11) de acuerdo a los valores de peso
molecular y los iones que presentan, que se encuentra entre 409 y 643 la mayoria de
flavonoles que se encuentran estrechamente relacionados con quercetina.
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Figura 11. Cromatograma de flavonoles identificados en fraccion tres de extracto de
cereza.
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Quercetina es el mas abundante de los flavonoles y consta de tres anillos y cinco grupos
hidroxilo (Figura 12), ésta permite la formacion de flavonoles criticos considerados en esta
categoria la rutina, hesperidina, naringenina y tangeritina (Lakhanpal y Deepak 2007).

OH O

Figura 12. Estructura quimica de quercetina.
Fuente: (Lakhanpal y Deepak 2007).

Del total de compuestos se logrd identificar cinco diferentes flavonoles por su peso
molecular y la separacion de sus iones en los cuales la mayoria pertenece al grupo de las
quercetina (Cuadro 4). Una molécula de quercetina contiene cinco hidroxilos cuya
presencia determina el compuesto, la actividad bioldgica y el posible nimero de derivados.
Los principales grupos de derivados de quercetina son glucosidos y éteres, asi también el
sulfato y prenilo que se produce con menos frecuencia (Williams 2004).

Cuadro 4. Flavonoles abundantes identificados en la fraccion tres del extracto de cereza.

Compuesto ITR(min) 2 [M-H]- 3Msz fragmentos de ion
(m /Z) (m/z)
Quercetina-3-0-rutinosida 49.05 609 301,271
Quercetina-3-0-glucosido 49.05 463 301
Quercetina-3-0-heoxida 49.05 463 301
Narinengenin-heoxida 56.3 433 271,313
Taxifolina-rutinosa 49.05 611 285
Flavonoide 1 46.82 497 449,451
Flavonoide 2 47.15 514 191,352,468
Flavonoide 3 54.58 677 262,723

Tiempo de Retencion, 2Masa atdmica menos un hidrégeno, *Separacion Ionica.

Las procianidinas ( Figura 13) modulan positivamente gran numero de procesos implicados
en el desarrollo del sindrome metabolico: estrés oxidativo, ganancia de peso y
diferenciacion de tejido adiposo, captacion de glucosa y resistencia a la insulina, lipemia y
desarrollo de aterosclerosis, tension arterial, estado inflamatorio y estado trombotico
(Fernandez et al .2007).
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Figura 13. Estructura quimica bésica de las procianadinas.
Fuente: (Serrano M, Lopez M, Espuiiez T 2006).

Para la identificacion de los diversos polimeros que conforman la muestra de procianadinas,
se utilizd un espectro UV de 280 nm. Las procianadinas son polimeros que presentan
distintas conjunciones, por lo que la curva de HPLC-MS/MS (Figura 14), es caracteristica
de los mismas porque no se separan por completo unos de otros al momento de pasar por
los disolventes utilizados por el HPLC-MS/MS para su identificacion.

o 5 10 15 20 25 30 35 20 a5 S0 55 (1) a5

Figura 14. Cromatograma de procianadinas en la fraccion cuatro del extracto de cereza.

Las procianidas consisten principalmente de mondmeros de epicatequina, y son los mas
abundantes, mientras que las que contienen epigalocatequina son subunidades que se
designan prodelfinidinas (Lingyu et al. 2018). En la mayoria de procianadinas que
presentan un menor grado de polimerizacion (dos a cuatro monomeros) se denominan
procianadinas oligoméricas, y aquellas con mas de cinco mondmeros se llaman poliméricos
(Lingyu et al. 2018).
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Debido a que las moleculas de procianadinas son polimeros se logré identificar 14
diferentes polimeros y dentro de estos se encuentra en mayor abundancia los asociados con
catequina que es un isdmero con configuracion trans y epicatequina (Cuadro 5). Cada una
de estas dos combinaciones tiene dos esteroisomeros, es decir (+)- catequina(-), (+)-
epicatequina (-) y (-) epicatequina (+)-catequina y (-)epicatequina (+)-catequina, estos son
los dos isdbmeros que se encuentran en mayor cantidad en las diferentes plantas (Tsao 2010).
Estas catequinas y epicatequinas pueden formar polimeros que regularmente se denominan
proantocianadinas porque es la escision catalizada por acidos de las cadenas poliméricas
que produce antocianadianas (Esra et al. 2010).

Cuadro 5. Procianadinas abundantes identificadas en la fraccion cuatro del extracto de
cereza.

Compuesto lTR(min) ZM_H]_ 3Msz fragmentos de ion
(m /Z) (m/z)
Catequina 47.23 289 245
Epicatequina 47.23 289 245
Epicatequina-3-galato 28.08 441 161,397
Procianadina tetramero tipo B 4723 576 407,289,
Procianadina tetramero tipo B 48.82 577 407,289
Peonidina-3-rutinosida 48.82 609 301
Cianidina-3-5-diglucosida 31.18 611 287
Cianidina-3-sophorosida 31.18 611 287
Acido cafeolquinico cis 28.08 353 191,179,135
Acido cafeolquinico trans 28.08 353 191,179,135
Acido Coumarolquinico cis 33.33 337 163,119,191
Acido Coumarolquinico trans 33.33 337 163,119,191
Cianidina-3-rutinosida 38.67 595 287,449
Procianadina pentamero tipo B 40.12 720 405,407,577,413,289

!Tiempo de Retencion, 2Masa atdmica menos un hidrégeno, *Separacion Ionica.

Todos los polifenoles que se identificaron en nuestros tratamientos, los cuales se encuentran
entre los mas utilizados por sus caracteristicas antioxidantes demostrados en experimentos
in vitro en in vivo (Noratto et al. 2009). No solo en cerezas sino también en otras frutas
como uva, fresas, arandanos entre otros (Keenoy 2016). Por lo que son de gran importancia,
para la quimioprevencion en la actualidad debido a que estas se pueden encontrar en la
mayoria de frutas y hortalizas que presentan una pigmentacion roja (Sanchéz y Beltran
2015).

Experimento in vivo.

Para los experimentos in vivo, se evaluaron los siguientes tratamientos F2, F4 y EC debido
a que estudios previos en el laboratorio de Texas A&M in vitro demostraron que fenoles
sin consolidar (F1) necesitaban grandes dosis del mismo para mostrar efecto.
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Antocianinas (F2) mostro6 un efecto positivo debido a que disminuyeron las células
cancerigenas sin mostrar un efecto de toxicidad sobre las células normales, Flavonoles (F3)
mostro efectos positivos en las células cancerigenas, pero al momento de aumentar las dosis
presento efectos de toxicidad para las células normales. Procianadinas (F4) mostrd efectos
de disminucion de las células cancerigenas sin mostrar efectos negativos en las células
normales y sin requerir dosis elevadas. Extracto Completo también presento los efectos
esperados de disminuir las células cancerigenas sin dafar las células normales y sin
necesitar grandes dosis; este se utilizd debido a que se queria conocer el efecto de todos los
polifenoles contra cada una de las fracciones para conocer la efectividad de los mismos.

Los extractos de polifenoles utilizados, antocianinas (F2), procianadinas (F4) y extracto
completo (EC) con un rango de (150mg/kg/dia), no mostraron ningiin efecto adverso en
cuanto a la ganancia de peso diaria en los animales (Figura 15), ni tampoco en la apariencia
visual de los organos incluyendo el higado y los rifiones. Los datos representados en la
figura 15 son los resultados de la prueba de cuadrados minimos que muestra diferencia
estadisticamente significativa de los pesos de los animales, pero esta diferencia no fue por
el efecto de los tratamientos conforme pasaron los dias, con un P=0.5124.

30

Peso animal (g)

Dias de tratamiento

Antocianinas (F2) — - Procianadinas (F4)
— = Extracto Completo (WE) Control Xenoinjertado
— =Control Negativo

Figura 15. Peso corporal de los animales para el dia de la eutanasia.

La variacion en el dia 27 (Figura 21) en cuanto a los pesos del control negativo y el extracto
completo fue debido a problemas que presentd la calibracion de la balanza analitica
utilizada para la toma de peso de los animales. Asi como los animales de extracto completo
eran los que presentaban un menor peso debido a que al inicio del experimento no se
considerd el peso como una variable sino solo el crecimiento del tumor.
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Los resultados de toxicidad no mostraron efectos para el control negativo y permite que
este experimento pueda ser llevado a dosis adecuadas para el ser humano, por consiguiente,
estos resultados son de suma importancia para investigaciones futuras. Las cerezas son una
alternativa natural para la prevencion de diferentes tipos de cancer debido a que en este
estudio no mostraron ninglin efecto negativo sobre las células normales, contrario a las de
cancer por lo que, los pacientes no presentaran alteraciones en cuanto a las funciones
normales del metabolismo.

En la eutanasia, los animales no presentaron anormalidad en sus 6rganos (Cuadro 6), debido
a que al momento en que se extrajeron de los ratones no presentaban ningun cambio en
tamano, color o algun tipo de defecto visual que pudiera ser muestra de un efecto secundario
provocado por los tratamientos que recibieron durante 36 dias. Las variaciones de peso en
el corazdn, se presentaron debido a que la balanza analitica que se utiliz6 presento error por
el flujo del aire con el que se contaba y no se podia evitar por el uso de la cabina de
seguridad.

Cuadro 6. Peso final de los 6érganos y animales el dia de la eutanasia.

Parametros Control F2? F43 EC* Valor P
PC'(2) 272+1.10 253170  264+120  249+2.6  0.106
Higado (g) 1.10£0.20 0.98+0.10 1.09+0.20 1.2+0.2 0.207
Rifion (g) 0.30+0.02 0.30+0.03 0.36+0.05 0.36+0.08 0.649
Bazo (g) 0.13£0.02  0.11£0.01  0.11£0.04  0.12£0.03  0.509
Corazén (g) 0.17(0.02)  0.15(0.09)  0.15(0.04)  0.12(0.03)  0.003

'Peso Corporal.>Antocianinas, *Procianadinas y *Extracto Completo.

Los datos de peso representados en el cuadro 6 son valores de media + Desviacion estandar
cuando se distribuye de manera normal, de lo contrario, como en los datos del corazoén, es
mediana (rango).

Datos representados en la (Figura 16) son los resultados de la prueba TUKEY, para evaluar

la diferencia entre tratamientos y el grupo control, las letras diferentes significan una
diferencia significativa de P<(0.001 entre el control y los tratamientos.
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Figura 16. Crecimiento tumoral en los animales desde el inicio hasta el dia final del
tratamiento.

En base a los resultados obtenidos la potencia para inhibir el crecimiento tumoral se
presentd F2>F4>EC (55, 38, 37% de accion inhibitoria). Ademas, de esto los polifenoles
de cereza utilizados no presentaron ningtn tipo de toxicidad para el control negativo.

Los resultados que se obtuvieron sobre la actividad inhibidora de los polifenoles de la cereza
se pueden comparar con el estudio de Noratto et al. (2009) realizados in vivo con la misma
linea celular, pero con polifenoles de melocoton, los cuales muestran que dichos polifenoles
tampoco tuvieron algin efecto negativo en cuanto a toxicidad en los animales y que
ayudaron a reducir el crecimiento tumoral del cancer de mama. Adicionalmente mostraron
efectos antimetastasicos con pruebas de histologia y ADN. Estas consistencias en los
resultados demuestran el efecto en la salud que tienen los diferentes polifenoles.

Este experimento también ayuda a promover el consumo de antioxidantes como los
polifenoles presentes en frutas y vegetales, en la dieta. Un estudio de la Universidad de
Salamanca, Espana, explica de manera muy general que se ha estimado que los acidos
fendlicos podrian representar aproximadamente 1/3 de los polifenoles ingeridos y los
flavonoides los 2/3 restantes. Y que gran cantidad de frutas y vegetales entre las que
mencionan la cereza son una fuente importante de flavonoides (Buelga 2007), no solo para
cancer sino también en otras enfermedades de gran importancia.

Se comprobo la presencia de Cianidina-3glucosido y Cianidina-3-rutinosa que son

compuestos fenolicos, en el tratamiento con antocianinas evidenciando que estos tienen
propiedades que ayudan a reducir el crecimiento tumoral de cancer incluso triple negativo
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que es el mas severo y para el cual alin no existen tantas alternativas naturales (Chen et al.
2009).

Tomando en cuenta los resultados, se puede determinar que el tratamiento que tuvo un
mejor efecto en la reduccion del crecimiento tumoral las antocianinas, las cuales en la
naturaleza se encuentran en frutos rojos (Bailon et al. 2008). Por dichos estudios y la
cuantificacion e identificacion que se realizdo a la muestra de antocianinas, se puede
comprobar que la cereza por su pigmentacion roja posee una gran cantidad de estas
antocianinas. Se podria asumir que las antocianinas mas abundantes comparadas con los
otros tipos de polifenoles que estan en la fruta y que por su parte, concuerda con lo expuesto
por otro estudio que identifica que la concentracion de antocianinas es la mayor comparada
con otros frutos de pigmentacion roja con concentracion de 25 mg por cada 100 g (Saberu
et al. 2013).

Un gran nimero de investigaciones (Garzon 2008; Ortiz ef al. 2011;Sanchéz y Beltran
2015), hablan de las antocianinas como poderosos antioxidantes para combatir radicales
libres en el organismo, asi también sobre como durante su paso por el tracto digestivo al
torrente sanguineo de los mamiferos permanecen intactas. Ejercen efectos terapéuticos
dentro de los cuales se incluyen la reduccion de las enfermedades coronarias, efectos
anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos. Lo anterior se pudo
comprobar gracias al estudio que se realiz6 in vivo donde se toman en cuenta todos los
mecanismos que lleva a cabo el cuerpo humano.
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4. CONCLUSIONES

Un total de 38 compuestos fenolicos fueron identificados y separados en cuatro
diferentes fracciones siendo 18 4acidos fendlicos, 9 antocianinas, 5 flavonoles y 6
procianadinas.

Los polifenoles presentes en cereza podrian ayudar en el tratamiento de cancer
HER2+, in vivo, el tratamiento con antocianinas presentd una inhibicion del 53%
respecto al control.

Los polifenoles de cereza no presentaron ningun tipo de toxicidad para los ratones

atimicos desnudos porque no presentaron anormalidades en su crecimiento y
funcionamiento regular.
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3. RECOMENDACIONES

Utilizar los polifenoles de otra variedad de cereza y en otra linea celular cancerigena
para comprobar sus efectos a la salud.

Realizar la inyeccion de células de cancer en el seno de los ratones, para evaluar el
efecto de los polifenoles de cereza, ademas de la accion antimetéstasica.

Realizar estudios de expresion de genes e histologia en los 6rganos recolectados para
poder identificar la capacidad antimetéstasica de los polifenoles presentes en cereza.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Alimentacion de los ratones con F2, F4 o EC por medio de sonda.
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Anexo 2. Crecimiento tumoral del grupo control.

Anexo 3. Crecimiento tumoral de FA4.
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