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Resumen

El cancer de mama y de cérvix son los dos tipos de cancer mas comunes en las mujeres a
nivel mundial, los cuales son tratados tradicionalmente por quimioterapia y radioterapia; sin
embargo, algunas personas deciden hacer uso de la medicina alternativa, incluyendo el
empleo de plantas medicinales, tal es el caso de Persea americana, conocido cominmente
como aguacate. Algunos autores han reportado que los extractos y metabolitos secundarios
de sus diferentes partes poseen actividad citotoxica y apoptdtica sobre diversos tipos de
cancer, por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto citotdxico de los
extractos de cascara y semilla de aguacate Hass y criollo sobre lineas celulares malignas de
mama (MDA-MB-231) y cérvix (SiHa); para lo cual se prepararon extractos en metanol y

acetato de etilo de la cascara y semilla de ambas variedades de aguacate.

Se determino el contenido de fenoles, antocianinas, betalainas, taninos, saponinas e hidratos
de carbono y se identificd la presencia de alcaloides, antraquinonas, chalconas, auronas,
esteroides, triterpenos y cumarinas en los extractos; asi como también se evaluo la actividad
antioxidante por el método ABTS-* y DPPH-. Por otro lado, se analizo el efecto citotdxico
sobre eritrocitos humanos por el método de hemolisis, y el efecto sobre la viabilidad celular
en los dos tipos de células malignas empleando el método de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazolio (MTT) a 24, 48y 72 h.

Los resultados mostraron que todos los extractos contenian altas concentraciones de fenoles
y taninos, destacandose SHM con 90.18 mg EAG/g y 360.73 mg EC/100g, respectivamente;
también presentaron hidratos de carbono, siendo SCM el de mayor contenido, con 232.39
Kg/g; tnicamente cuatro extractos mostraron actividad hemolitica causada por saponinas (10-
20 UH/mg), todas las muestras presentaron betalainas en baja concentracion y ningun
extracto contenia antocianinas. En seis extractos se detectaron alcaloides, en dos esteroides
y triterpenos, y en ningln extracto se identificaron antraquinonas, chalconas, auronas o
cumarinas. Por otra parte, en todos los extractos se detectd alta actividad antioxidante,
sobresaliendo SHM con 323.61 mg ET/g por el método ABTS:*y 1623.53 mg ET/g por
DPPH-*.



En relacion a la actividad bioldgica, todos los extractos presentaron actividad hemolitica
dosis-dependiente, siendo menor a dosis bajas; el extracto SHM fue el que exhibid el menor
efecto, en un rango de 1.41 — 11.81 % de hemolisis. Los ensayos en células malignas
mostraron que los extractos CHA, SHA, CCA, SCA y CCM tuvieron actividad citotoxica
dosis-tiempo dependiente en los dos tipos de células; mientras que CHM y SCM
disminuyeron la viabilidad celular a dosis bajas, sin embargo, a dosis més altas presentaron
recuperacion de la viabilidad; por otra parte, SHM incremento la viabilidad celular de manera
dependiente de la dosis y el tiempo. La mayor actividad citotoxica sobre las células MDA-
MB-231 a 24, 48 y 72 h fue mostrada por el extracto CHM con valores de Dlso de 78.88,
62.47 y 36.5 pg/mL, respectivamente, mientras que en la linea celular SiHa fue la muestra
SCA en los tres tiempos de exposicion con Dlso de 132.44, 54.70 y 31.12 pg/mL. En
conclusion, los extractos presentaron alto contenido de compuestos fendlicos y taninos y
elevada actividad antioxidante, sin embargo, los extractos con menores cantidades de
compuestos fendlicos y menor capacidad antioxidante presentaron la mayor actividad
citotoxica; por el contrario, el extracto con el mas alto contenido fenoles y el mayor efecto

antioxidante elevd la viabilidad celular.

Palabras clave: Cancer de mama, cancer de cérvix, aguacate Hass, aguacate criollo y efecto

citotoxico.



Abstract

Breast and cervical cancer are the two most common types of cancer in women worldwide,
which are traditionally treated by chemotherapy and radiotherapy; however, some people
decide to make use of alternative medicine, including the use of medicinal plants, such as
Persea americana, commonly known as avocado. Some authors have reported that extracts
and secondary metabolites from different parts of the avocado have cytotoxic and apoptotic
activity on various types of cancer, so the aim of this study was to evaluate the cytotoxic and
antiproliferative effect of Hass and creole avocado peel and seed extracts on malignant breast
(MDA-MB-231) and cervical (SiHa) cell lines; therefore, extracts were prepared in methanol
and ethyl acetate from the peel and seed of both avocado varieties using the sequential

maceration method, obtaining eight extracts.

The content of phenols, anthocyanins, betalains, tannins, saponins and carbohydrates was
determined and the presence of alkaloids, anthraquinones, chalcones, aurones, steroids,
triterpenes, and coumarins in the extracts was identified; the antioxidant activity was also
evaluated by the ABTS-* and DPPH- methods. On the other hand, the cytotoxic effect on
human erythrocytes was analyzed by the hemolysis method, and the effect on cell viability
in the two types of malignant cells using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-
diphenyltetrazolium (MTT) method at 24, 48 and 72 h.

The results showed that all extracts contained high concentrations of phenols and tannins,
with SHM standing out with 90.18 mg GAE/g and 360.73 mg CE/100g, respectively; they
also contained carbohydrates, with SCM being the one with the highest content, with 232.39
Ka/g; only four extracts showed hemolytic activity caused by saponins (10-20 HU/mg), all
the samples contained betalains in low concentration and none of the extracts contained
anthocyanins. Alkaloids were detected in six extracts, steroids and triterpenes in two, and no
anthraquinones, chalcones, aurones, or coumarins were identified in any extract. On the other
hand, high antioxidant activity was detected in all extracts, with SHM standing out with
323.61 mg TEAC/g by the ABTS-* method and 1623.53 mg TEAC/g by DPPH..



All extracts exhibited dose-dependent hemolytic activity, being lower at reduced doses; the
SHM extract exhibited the less effect, ranging from 1.41 - 11.81 % hemolysis. Assays on
malignant cells showed that CHA, SHA, CCA, SCA, and CCM extracts had dose-time
dependent cytotoxic activity on both cell types; while CHM and SCM decreased cell viability
at low doses, however, at higher doses they showed recovery of viability; on the other hand,
SHM increased cell viability in a dose-dependent manner. The highest cytotoxic activity on
MDA-MB-231 cells at 24, 48 and 72 h was shown by CHM extract with DI50 values of
78.88, 62.47 y 36.5 ug/mL, respectively, while on SiHa cell line it was the SCA extract at all
the three exposure times with DI50 results of 132.44, 54.70 y 31.12 pg/mL. In conclusion,
the extracts showed high content of phenolic compounds and tannins and high antioxidant
activity; however, the extracts with lower amounts of phenolic compounds and lower
antioxidant capacity showed the highest cytotoxic activity; on the contrary, the extract with

the greatest content of phenols and the highest antioxidant effect elevated cell viability.

Key words: Breast cancer, cervical cancer, Hass avocado, creole avocado and cytotoxic
effect.
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Abreviaturas

e ABTS-*: Acido 2,2’ azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico.
e ADN: Acido desoxirribonucleico.

e ATCC: American Type Culture Collection.

e BE: Betalainas.

e CCA: Extracto de cascara de aguacate criollo en acetato de etilo.
e CCM: Extracto de cascara de aguacate criollo en metanol.

e CHA: Extracto de cascara de aguacate Hass en acetato de etilo.
e CHM: Extracto de céascara de aguacate Hass en metanol.

e DE: Desviacion estandar.

e Dlso: Dosis inhibitoria media.

e DMEM: Medio eagle modificado de Dulbecco.

e DMSO: Dimetilsulfoxido.

e DPPH: : Radical 2,2 difenil-1-picrihidracilo.
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e MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio.
e NC: No calculado.

e ND: No detectado.

e NRF2: Factor nuclear eritroide 2.

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud.



PI: loduro de propidio.

SCA: Extracto de semilla de aguacate criollo en acetato de etilo.
SCM: Extracto de semilla de aguacate criollo en metanol.

SHA: Extracto de semilla de aguacate Hass en acetato de etilo.
SHM: Extracto de semilla de aguacate Hass en metanol.

UH: Unidades hemoliticas.

VPH: Virus del papiloma humano.



l. INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades de las de mayor prevalencia a nivel mundial (1);
en mujeres, el cancer de mama es el mas comun y la principal causa de muerte (2), mientras
que el cancer de cérvix ocupa el segundo lugar, sobre todo en los paises de bajo desarrollo,
y su principal causa es la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), el cual es

considerado un virus de transmision sexual (3).

Los tratamientos contra el cancer mas comdnmente utilizados son la quimioterapia (4) y la
radioterapia (5), sin embargo, las plantas también han sido ampliamente usadas en la
medicina alternativa (6), tal es el caso de Persea americana (aguacate), pues se sabe que sus
diferentes partes poseen actividad anticancer y se cree que es gracias a su contenido de
compuestos bioactivos, asimismo, tienen actividad antioxidante, antimicrobiana, antifngica,
antiviral, antiinflamatoria, antiplaquetaria, antitrombotica, cicatrizante, neuroprotectora,
inmunomoduladora, vasodilatadora, hipolipemiante e hipoglicemiante (7—-26). México es el
principal productor de aguacate a nivel mundial (27), las entidades federativas con mayor
produccion de las variedades Hass, Fuerte y criollo durante el 2020 fueron Michoacén,

Jalisco y Estado de México (28).

En el presente trabajo de investigacion se llevo a cabo la preparacion de ocho extractos de
semilla y céascara de aguacate Hass y criollo en metanol y acetato de etilo, de los cuales se
calcul6 la actividad antioxidante por el método de ABTS-* y DPPH:; se cuantificd el
contenido de fenoles totales, antocianinas, betalainas, taninos, saponinas e hidratos de
carbono; se determiné cualitativamente la presencia de alcaloides, antraquinonas, chalconas,
auronas, esteroides, triterpenos y cumarinas; se analizo la actividad hemolitica; y se evalud
la actividad citotoxica sobre lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231) y de cérvix
(SiHa).



I[I.  ANTECEDENTES

2.1.  Generalidades

2.1.1. Céancer
El cancer es un conjunto de enfermedades que mayor afecta a la poblacién a nivel mundial
(1); segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se caracteriza por el crecimiento y
diseminacion de las células de manera descontrolada, esto provoca la formacion de tumores
que invaden los tejidos adyacentes y se propagan a otros érganos, lo cual se denomina como
metastasis (29). Segun las cifras que report6 el Observatorio Mundial del Cancer en el 2020,
el nimero de casos prevalentes en ambos sexos a nivel mundial fue de 50,550,287, mientras
que en Mexico fue de 530,602 (30).

2.1.1.1.  Etiologiay fisiopatologia
Se sabe que la etiologia del cancer es multifactorial: Puede ser iniciada por exposicion a
radiaciones como la idnica o la ultravioleta, por contacto con ciertos compuestos quimicos
carcinogénicos como el benzopireno y el asbesto (31) que son capaces de provocar
mutaciones en el acido desoxirribonucleico (ADN) (32), por infecciones biolégicas como
virus (31) los cuales poseen secuencias genéticas que pueden modificar el material genético
de la célula infectada (32), por el aumento de radicales libres que dafian al ADN de las células
(33) o por herencia de mutaciones genéticas donde los portadores se encuentran mas
predispuestos al desarrollo del cancer (32), estos defectos heredados se presentan en todas

las células desde el nacimiento (34).

Sin importar el tipo de cancer, el fundamento méas aceptado sobre la fisiopatologia de esta
enfermedad es el dafio genético de las células (31). Las células normales se convierten en
células cancerosas gracias a mutaciones del material genético (1) que pueden presentarse en
dos grandes grupos de genes: Los oncogenes y los genes supresores de tumores, ambos
grupos de genes se encargan del buen funcionamiento, crecimiento, diferenciacion y muerte
celular (32).

Los oncogenes se encuentran de manera dominante y se conocen mas de 100, sin embargo,

solo algunos se encuentran alterados en los tumores, como lo son ABL, AKT1, BCR, CBL,

2



CDK4, CKR, DBL, MYC, RAS, REL y RET, donde la familia de los oncogenes RAS son los
que se encuentran alterados con mayor frecuencia en los tumores. Los genes supresores de
tumores se encuentran de manera recesiva, dando lugar a la formacion de tumores, entre ellos
se encuentran APC, BRCA1, BRCA2, DCC, DPC, DPC4, E-caderina, INK/MTS/CDKA41,
INK4B/MTS2, MCC, MLH1, MLH2, NF1, NF2, P53, PHB, PTC, RB1, TGFBR1, TGFBR2,
VHL, WAF1 y WT1 (32). Los oncogenes promueven la division celular y suelen ser
receptores de membrana; los genes supresores tumorales se encargan de detener la division

celular y provocar muerte celular, éstos suelen ser factores de transcripcion (34).

Al encontrarse dafiado el material genético, las células cancerosas tienen la capacidad de
inhibir la muerte celular (apoptosis) y de dividirse de manera descontrolada, lo que da lugar
a la formacion de un tumor (tumorogénesis) (1). También son capaces de producir nuevos
vasos sanguineos alrededor del tumor (angiogénesis), estos nutren a las células tumorales y
favorecen su crecimiento y proliferacion (34) estimulando la invasion hacia otros tejidos
(metastasis) (1), ademas, el sistema inmune actda provocando un estado de inflamacion

cronico que promueve el crecimiento tumoral (1).

Las etapas de la tumorogénesis son: Iniciacion (dafio en el material genético), promocion (las
células con material genético dafiado crecen) y progresién (células con muchos dafios en el
material genético que conllevan a la formacién de un tumor). Los tumores se pueden
clasificar segun su origen en carcinomas (células epiteliales), sarcomas (células el tejido
conectivo y musculares) y los que no se ajustan a las categorias mencionadas (leucemia y

tumores en el sistema nervioso) (32).

El estadio del cancer es un indicador importante de la progresién de la enfermedad y se usa
para determinar el plan de tratamiento; los principales estadios son I, Il, 111 y IV de acuerdo
al tamafo y propagacion del tumor, siendo el estadio | cuando el tumor es relativamente
pequefio y esta contenido dentro del 6rgano, mientras que el estadio IV es considerado como
enfermedad avanzada o metastasica, donde el cancer se ha diseminado hacia otros érganos a

través del torrente sanguineo y del sistema linfatico (35).



2.1.1.2. Medicina tradicional contra el cancer
La quimioterapia es el tratamiento mas comuUnmente utilizado para la inhibicion del
crecimiento tumoral gracias al arresto del ciclo celular y/o de la apoptosis celular (4); existen
diferentes tipos de medicamentos de quimioterapia, entre ellos se encuentran: La
ciclofosfamida, la cual es un agente citotoxico muy efectivo en un amplio tipo de tumores,
ésta interactta con el ADN y posee la habilidad de interferir con la mitosis y la diferenciacion
celular de los tejidos en rapida proliferacion; el metotrexato, el cual previene la division
celular al combinarse irreversiblemente con las enzimas involucradas en la proliferacion
celular; el 5-fluorouracilo, tiene un efecto citotdxico que bloquea la proliferacion celular; las
antraciclinas, éstas son antibioticos citotoxicos que dafian el ADN y desencadenan la
apoptosis; los taxanos, los cuales previenen el crecimiento de las células cancerosas al afectar
sus microtdbulos (36). La radioterapia es un tratamiento que induce a la muerte celular; la
radiacion es un agente fisico que forma iones y deposita energia en las células de los tejidos
que atraviesa, esta energia depositada posee la capacidad de matar a las células cancerosas al
causar dafios en el material genético, cuyo mecanismo de accion se basa en el dafio directo
al ADN o indirecto a traves de los radicales libres derivados de la ionizacion, causando

alteraciones funcionales y/o estructurales (5).

La cirugia oncologica es el tratamiento méas antiguo contra el cancer, en el cual se resecciona
el tumor y parte del tejido sano adyacente, aumentando notablemente la calidad de vida y la
tasa de supervivencia de los pacientes (37). La inmunoterapia se define como el uso de
materiales que aumentan o reestablecen la habilidad del sistema inmunoldgico para prevenir
y combatir el cancer; entre sus diferentes métodos se pueden encontrar vacunas, anticuerpos
monoclonales e inhibidores de puntos de control, los cuales estimulan la funcién inmunitaria

a través de diferentes mecanismos de accion (38).

El estadio de la enfermedad determina el tipo de tratamiento a utilizar, siendo frecuente su
combinacion, lo que da como resultado aumento de la eficacia, menor riesgo de provocar
toxicidades graves, disminucion de la progresion de la enfermedad y/o mayor supervivencia.
Tal es el caso del uso de la inmunoterapia con medicamentos quimioterapéuticos, de radio y

quimioterapia en conjunto, del empleo de diferentes medicamentos de quimioterapia, o de la
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reseccion de tumores seguida de quimio, radio y/o inmunoterapia. Sin embargo, es
importante determinar el estadio del céancer, la dosis y secuencia adecuados en la
combinacidn de los diferentes tratamientos (39,40). De manera general, se recomienda el uso
de cirugia y radio terapia en estadio I; cirugia, radio y quimioterapia en estadio I, y
quimioterapia en estadios 111 y 1V; aunque el médico tratante puede determinar tratamientos
y combinaciones diferentes de acuerdo a su experiencia y el estado general de salud del
paciente (41).

A pesar de que la quimioterapia y la radioterapia son los tratamientos mas comunes contra el
cancer, estos son altamente toxicos y dafian a las células sanas adyacentes, por lo que se
producen diversos efectos secundarios que pueden reducir de manera significativa la calidad
de vida de los pacientes, tales como nauseas, vomitos, diarrea, constipacion, fatiga, anorexia,
trastornos del suefio, alteracion del gusto, cefalea, alopecia, anemia, disfagia, infertilidad,
déficit cognitivo, mucositis, mielodepresién, fibrosis pulmonar, cardiotoxicidad,
nefrotoxicidad, neurotoxicidad, hepatotoxicidad, toxicidad gastrointestinal, entre otros; por
lo que en los ultimos afios se ha hecho énfasis en el desarrollo de nuevas terapias contra el

cancer que sean mas seguras y selectivas (42,43).

2.1.1.3.  Uso de la medicina alternativa o complementaria contra el cancer

Se refiere a productos médicos y practicas que se usan exclusivamente o en conjunto con el
tratamiento estandar, en el caso de los pacientes con cancer, algunos de ellos eligen usar
productos naturales como suplementos alimenticios, herbolaria y dietas especiales, y/o llevar
a cabo précticas como la meditacion, Tai’Chi, yoga, masajes, reflexologia, ayurveda, reiki,
medicina tradicional china, homeopatia, acupuntura, entre otras, esto con el objetivo de
disminuir los efectos secundarios de la terapia estandar, proporcionar un bienestar emocional
e inclusive probar un posible tratamiento, sin embargo, su efectividad no ha sido probada de
manera rigurosa. A su vez, es comun que las personas que padecen de esta enfermedad
utilicen plantas como remedio, con la idea de obtener una posible cura a dicho padecimiento
(44,45).



2.1.2. Plantas medicinales
Durante miles de afios, muchas plantas han sido ampliamente utilizadas como tratamiento
para diversas patologias (6), cada parte morfologica contiene diversos metabolitos a los
cuales se les ha atribuido diferentes beneficios a la salud, esto debido a que algunos autores
han reportado que extractos de plantas presentan efecto antioxidante, anticancer,
antiinflamatorio, antimicrobiano, antiviral, antihipertensivo o antidiabético, entre otros
(6,22,46,47), como se muestra en la Tabla 1.

Se piensa que los efectos bioldgicos que muestran las plantas son gracias a sus distintos tipos
de metabolitos secundarios, entre los que se encuentran los compuestos fendlicos, que pueden
funcionar como antioxidantes exdgenos recogiendo radicales libres, inhibiendo enzimas
oxidantes o elevando las defensas antioxidantes enddgenas, lo que ayuda a prevenir el estrés
oxidativo (48-50); los dos principales grupos de fenoles son: Los &cidos fendlicos y los
flavonoides (51). A su vez se encuentran las antocianinas, que son glucésidos de
antocianidinas, derivados de los flavonoides y producidos a través de la via fenilpropanoide;
éstas son las responsables de proveer de color rojo y azul a las plantas; entre las principales
antocianinas se encuentran: Cianidinas, delfinidinas, pelargonidinas, peonidinas, petunidinas
y malvidinas, que pueden presentar actividad antioxidante, cardioprotectora,
neuroprotectora, antidiabética, antiobesidad, antiinflamatoria, quimiopreventiva y
antimicrobiana (52,53). Asimismo las betalainas, que son colorantes naturales hidrosolubles
derivados del indol y estan compuestas por una estructura central nitrogenada llamada &cido
betalamico que al condensarse con compuestos derivados de aminoacidos forma una
variedad de betacianinas (rojas a violetas) o betaxantinas (amarillas a anaranjadas); se ha
reportado que estos compuestos tienen actividad antioxidante, antidiabética,
cardioprotectora, antimicrobiana, antiviral y antitumoral (54,55).

De igual forma los taninos, que son compuestos polifenélicos de alto peso molecular y se
subdividen en taninos condensados e hidrolizables, los condensados son oligdbmeros y
polimeros de flavan-3-ol (procianidinas y prodelfinidinas), mientras que los hidrolizables
contienen un nacleo central de glucosa u otro poliol esterificado con &cido galico (galotaninos

y elagitaninos); estos metabolitos ofrecen multiples beneficios, puesto que poseen actividad
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Tabla 1. Efectos benéficos de algunas plantas medicinales sobre la salud humana

Efecto
) o o Antimicro- o Antiinflama- ~ Antidia- Antihiper- )
Especie Anticancer  Antioxidante ) Antiviral ) . ) Referencia
biano torio bético tensivo
Punica
X X X X (56)
granatum
Psidium
) X X X X (57)
guajava
Citrus
o X X X X X (58)
paradisi
Ananas
X X (59)
comosus
Mangifera
o X X (60)
indica
Arthrospira
) X X X X X X (61)
maxima
Brassica
X X X X X (62)
oleracea



Matricaria

recuitta
Theobroma
cacao
Laurus
nobilis
Clinacanthus
nutans
Strobilanthes
crispus
Pereskia
bleo

Aloe vera
Zingiber
officinale
Persea

americana

X

X

Tabla 1. Continuacion

X

(63)

(64)

(65)

(66)

(67)

(68)
(69)

(70)

(22)

X = Indica reportes previos sobre el efecto benéfico mencionado.



antioxidante, antiinflamatoria, cardioprotectora, antidiabética, antimutagénica y
anticarcinogénica (71,72). Igualmente las saponinas, las cuales son moléculas polares que
consisten en una aglicona triterpenoide o esteroidal con una o méas cadenas de azUcares; se
ha reportado que éstas poseen actividad antiinflamatoria, antiproliferativa, citotoxica,
proapoptotica, antidiabética, antibacteriana y antihelmintica (73,74). Asi como los
carbohidratos, que son los principales sustratos de energia metabolica, influyen sobre la
glucosa sanguinea, la insulina y el metabolismo lipidico, actan como sustancias
inmunomoduladoras y contribuyen al tratamiento de diferentes enfermedades, entre ellas el
cancer (75,76).

También se encuentran los alcaloides, que contienen nitrégeno y tienen estructuras ciclicas
complejas; se sabe que poseen actividad anticarcinogénica, neuroprotectora, antiparasitaria
y antiviral (77-79). Ademas los compuestos triterpénicos, entre los que se encuentran los
esteroides y esteroles; se ha reportado que tienen efecto anticarcinogénico, antiinflamatorio
y antimicrobiano (80-82). A su vez las antraquinonas, un tipo de quinonas con dos anillos
fenolicos, las cuales se encuentran en animales, plantas y microorganismos; tienen actividad
laxante, anticancer, antinflamatoria, entre otras (83—-85). De igual manera las chalconas, éstas
son flavonoides con una cadena lineal que conecta a los anillos A y B, mientras que las
auronas tienen un anillo heterociclico que se relaciona con los anillos A 'y B; ambos tipos de
compuestos son pigmentos amarillos de frutas y flores, y poseen efecto citotdxico,
antiparasitario y antifangico (83). Y las cumarinas, que son fenoles con anillos de benceno y
pirona fusionados, éstas pueden encontrase en una gran variedad de plantas y poseen
actividad antiinflamatoria, antioxidante, anticAncer y anticoagulante (86).

2.1.3. Caracteristicas de la especie Persea americana
Dentro del género Persea se encuentra la especie Persea americana, comunmente conocida
como aguacate, la cual es una fruta tropical nativa de México y América Central (27) que
posee diversas variantes fenotipicas debido a las diferentes condiciones geogréficas,
climaticas, genéticas y evolucionarias (87). Existen cuatro variedades principales de dicha
especie, que son P. americana var. americana (antillana), P. americana var. guatemalensis

(guatemalteca), P. americana var. costaricensis (costarricense) y P. americana var.
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drymifolia (criolla mexicana); sin embargo, la hibridacion entre ellas ha dado como resultado
mas de 800 cultivares modernos como Fuerte, Bacon y Hass, éste Gltimo es un hibrido
proveniente de las variedades guatemalensis y drymifolia (23,88,89).

Botanicamente, P. americana es una baya que contiene una Unica semilla grande (90), esta
constituida por el epicarpio (cascara), el mesocarpio (pulpa) y el endocarpio (semilla); su
tamanio, forma, color y contenido fitoquimico dependen del genotipo; la cascara puede ser de
color verde claro, verde oscuro, morada o negra con apariencia suave, rugosa, lustrosa u
opaca; el peso del aguacate puede variar entre los 100 y los 3,000g (87). Debido a su gran
popularidad y a que contiene diversos compuestos bioactivos, el aguacate ha sido utilizado
enormemente en la industria de los alimentos, nutracéutica, farmacéutica y cosmética (22).
Sin embargo, tipicamente sélo se consume la pulpa de este fruto (91), por lo que grandes
cantidades de cascara y semilla son desechadas durante su procesamiento (92). En el caso
del aguacate criollo, éste posee una cascara muy delgada que es comestible, la cual ha sido
consumida en México desde la época prehispanica (93). Por otra parte, se sabe que la semilla
y la cascara poseen altas concentraciones de compuestos bioactivos (92), los cuales pueden
ser aprovechados en el area de investigacion con la finalidad de encontrar aplicaciones en
diversas areas del conocimiento, como en la farmacologia para la busqueda de metabolitos

utiles en el tratamiento del cancer.

Meéxico es el principal productor de aguacate a nivel mundial (27), durante el afio 2020 la
produccién de aguacate de las variedades Hass, Fuerte y criollo a nivel nacional fue de
2,393,848.57 toneladas, siendo las entidades federativas con mayor produccion Michoacan,
Jalisco y Estado de México (1,800,021.42; 248,192.73 y 118,268.01 toneladas,
respectivamente) (28). En el caso del aguacate Hass, su produccion nacional en el mismo afio
fue de 2,337,254.32 toneladas, siendo sus mayores productores los estados de Michoacén,
Jalisco, Estado de México y Nayarit; mientras que la produccion de aguacate criollo en todo
el pais fue de 50,853.64 toneladas y cultivado principalmente en Yucatan, Nayarit, Puebla y
Guerrero (28), donde hay un clima humedo y céalido (94).
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2.1.3.1.  Compuestos bioactivos y propiedades medicinales del aguacate
Se sabe que P. americana otorga mdaltiples beneficios a la salud, diversos autores han
reportado que el aceite obtenido por presando, una pasta reducida en calorias y extractos
acuosos, etandlicos, hidroalcoholicos, metanolicos, cloroférmicos, hexanicos, acetonicos, en
acetato de etilo y en isopropanol de las diferentes partes (pulpa, semilla, céscara, hojas y
corteza de raiz) de las variedades americana, drymifolia, Hass, Quintal, Margarida, Fortuna,
Fuerte, Shepard, Bacon y Lorena contienen metabolitos como fenoles, flavonoides, taninos,
antocianinas, terpenoides, cumarinas, fitoesteroles, alcoholes grasos, acidos grasos,
tocoferoles, carotenos, clorofilas y carbohidratos; gracias a los cuales se cree que el aguacate
posee los siguientes efectos bioldgicos: Antioxidante, antimicrobiano, antifungico, antiviral,
citotoxico, antiproliferativo, proapoptético, antiinflamatorio, antiplaquetario, antitrombotico,
cicatrizante, neuroprotector, inmunomodulador, vasodilatador, hipolipemiante e

hipoglicemiante (7—26).

A los metabolitos secundarios presentes en las plantas se les ha atribuido la actividad
anticancer a través de diversas vias de sefializacion celular, tales como los compuestos
fendlicos, taninos, flavonoides, antocianinas, saponinas, betalainas, alcaloides,
antraquinonas, chalconas, auronas, esteroides, terpenos, cumarinas, carbohidratos, entre
otros, y que posiblemente dicho efecto se encuentre relacionado con la elevada actividad

antioxidante que presentan algunos de estos compuestos (76,85,95-112).

En la Tabla 2 se presentan los compuestos que han sido identificados en la semillay en la
cascara de aguacate Hass, mientras que en la Tabla 3 los metabolitos identificados en la
cascara de aguacate criollo. Cabe mencionar, que de la semilla de aguacate criollo sélo se ha

realizado la identificacidn de acidos grasos y sus derivados (acetogeninas alifaticas) (24,113).
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Tabla 2. Compuestos identificados en la semilla y cascara de aguacate Hass

Fenoles

Semilla Acido cafeico, acido dihidrocafeico, &cido ferulico, acido galico, 4cido sinapico,
acido malico, acido clorogénico, acido gentisico, acido homogentisico, acido
quinico, acido citrico, acido protocatecuico, &cido benzoico, 4&cido
hidroxibenzoico, &cido p-hidroxibenzoico, acido cafeoilquinico, &cido 1-
cafeoilquinico, acido 3-O-cafeoilquinico, acido 4-cafeoilquinico, acido 4-O-
cafeoilquinico, acido 5-O-cafeoilquinico, acido trans-5-O-cafeoil-D-quinico,
acido dicafeoilquinico, é&cido cafeoilshikimico, &cido p-cumarico, &cido
cumaroilquinico, &cido 3-p-cumaroilquinico, &acido 3-O-p-cumaroilquinico,
acido  4-p-cumaroilquinico, acido  p-hidroxicumaroilquinico,  acido
feruloilquinico, acido 3-feruloilquinico, acido 3-O-feruloilquinico, &cido 4-
feruloilquinico, acido 4-O-feruloilquinico, &cido 5-O-feruloilquinico, &cido
hidroxifertlico, acido B-D-glucésido, salidrosida, hidroxisalidrosida,
hidroxitirosol, hidroxitirosol glucosido, hidroxitirosol glucésido arabinddiso,
tirosol glucésido, tirosol glucésido arabinésido, acido vanilico glucésido, acido
protocatecuico glucésido, acido cafeico glucosido, acido dihidrocafeico
glucoésido, acido feralico glucosido, acido dihidroferulico glucosido, quercitina,
quercitina glucésido, quercitina diglucésido, quercitina 3-O-glucoésido,
quercitina 3-B-glucosido, quercitina acetilglucésido, quercitina rutinosido,
quercitina 3-O-rutin6sido, quercitina arabinésido, quercitina arabinésido
glucésido, quercitina glucorénido, isoramnetina arabindsido, isoramnetina
glucésido, apigenina, kaempferol, kaempferol arabindsido, kaempferol
arabinosido glucésido, kaempferol glucésido, naringenina, naringenina
glucosido, luteolina, sakuranetina, vanilina (7,11,87,91,114-122).

Céascara Acido vanilico, acido quinico, cido clorogénico, acido siringico, 4cido sinapico,
acido cafeico, acido dihidrocafeico, &cido mélico, &cido succinico, &cido citrico,
acido abscisico, acido gentisico, acido protocatecuico, acido fumarico, acido
benzoico, &cido p-hidroxibenzoico, acido 4-hidroxibenzoico, acido ferulico,
acido 3-O-feruloilquinico, acido 4-O-feruloilquinico,acido 5- O-feruloilquinico,
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Semilla

Céscara

Tabla 2. Continuacion

acido p-cumarico, acido cumaroilquinico, acido cafeoilshikimico, acido 3-O-
cafeoilquinico, acido 4-O-cafeoilquinico, é&cido 5-O-cafeoilquinico, &cido
dicafeoilquinico, quercitina, quercitina glucosido, quercitina-3-glucosido,
quercitina 3-O-glucédsido, quercitina diglucésido, quercitina-3,4’-diglucosido,
quercitina  glucosido ramnédsido, quercitina acetilglucosido, quercitina
rutinésido, quercitina 3-O-rutindsido, quercitina arabindsido, quercitina 3-O-
arabinésido, quercitina arabindsido glucosido, quercitina-O-arabinosil-
glucésido, quercitina-3-O-arabinosil-glucosido, quercitina 3-O-galactosido,
quercitina glucorénido, quercitina ramnosido, quercitina 3-O-ramnosido,
quercetina derivativa (1), salidrosida, hidroxisalidrosida, hidroxitirosol,
hidroxitirosol glucosido, hidroxitirosol glucosido arabinésido, tirosol glucésido,
tirosol glucésido arabinosido, acido protocatecuico glucésido, acido cumarico
glucosido, acido cafeico glucésido, acido cafeico glucdsido derivativo, &cido
dihidrocafeico glucoésido, acido feralico glucdsido, acido dihidrofertlico
glucédsido, rutina, apigenina, kaempferol, kaempferol arabinosido, kaempferol
arabin6sido glucésido, kaempferol glucésido, kaempferol rutinésido,
kaempferol O-glucosilramnésido, naringenina, naringenina glucésido, vanilina,
isoramnetina, isoramnetina derivativa, isoramnetina arabinosido, isoramnetina
arabinésido glucosido, isoramnetina glucosido, sakuranetina, luteolina
arabinosido glucosido (11,87,114,115,117-119,122-125).

Antocianinas

Cianidina 3-glucoésido (91).

Cianidina-glucésido, cianidina 3-O-glucosido, cianidina 3-O-galactosido (124—
128).
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Semilla

Céscara

Semilla

Caéscara

Semilla

Tabla 2. Continuacion

Taninos

Catequina, (+) catequina, catequina glucosido, catequina derivativa,
epicatequina, (-) epicatequina, epicatequina glucosido, epicatequina derivativa,
epicatequina galate, epigalocatequina, procianidina (B1, B2), dimeros de
procianidina (A, A2, A3, A4, A5, B, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10,
B11), trimeros de procianidina (A, Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, B, B1, B2, B3),
tetrameros de procianidina (Al, A2, A3, A4, A5, B1), pentdmeros de
procianidina (A, B1), hexameros de procianidina (7,11,87,91,114-118,120—
122).

Catequina, (+)-catequina, catequina glucosido, catequina derivativa,
epicatequina, (-)-epicatequina, epicatequina glucosido, epicatequina derivativa,
epigalocatequina, procianidina B2, dimeros de procianidina (A, Al, A2, A3, A4,
A5, B, B1, B2, B3, B4, B5, B6), trimeros de procianidina (A, Al, A2, B, B1,
B2), tetrdmeros de procianidina (B), pentdmeros de procianidina, hexameros de
procianidina (7,11,87,115,117,118,122-125).

Hidratos de carbono

Perseitol, celulosa, hemicelulosa, lignina, manoheptulosa
(115,116,119,121,129).

Perseitol, volemitol, arabinosa, fucosa, fructosa, galactosa, glucosa, sucrosa,

manosa, manoheptulosa, ramnosa, xilosa (119,123-125,129,130).

Esteroides y triterpenos

Ergosterol, 5a-colestano, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol, penstemida
(122,131,132).
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Tabla 2. Continuacion

Céscara Estigmasterol,  [B-sitosterol, = campesterol,  cicloartenol,  penstemida
(122,124,125).

Tabla 3. Compuestos identificados en la cascara de aguacate criollo

Fenoles

Naringenina, acido clorogénico, 4acido succinico, acido fumaérico, &cido quinico, acido
malico, acido vanilico, acido citrico, acido oxalico, acido sinépico, &cido p-cumarico,
quercitina, quercitina-p-glucoronido, quercitina-D-galactésido, quercitina-D-glucésido
(26,124).

Antocianinas

Cianidina-glucésido, cianidina 3-glucésido, pelargonidina-glucésido, pelargonidina 3-

glucédsido, hidroxidelfinidina 3-glucosido (26,124).

Taninos

Catequina, epicatequina, procianidina (B1, B2) (26,124).

Hidratos de carbono

Perseitol, volemitol, fructosa, glucosa, sucrosa, manoheptulosa (124).

Esteroides y triterpenos

Estigmasterol, B-sitosterol, campesterol, cicloartenol (124).
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2.2.  Antecedentes del Problema

2.2.1. Cancer de mama
Este tipo de cancer es considerado el mas comdn y es la primera causa de mortalidad en
mujeres de todo el mundo (2). Se estima que en el 2020 el nimero de casos prevalentes de
cancer de mama a nivel mundial fue de 7,790,717 y en México de 99,288 (30); mientras que
en Hidalgo en el periodo que comprende del afio 2000 al 2015 la cifra de muertes por cancer
de mama fue de 1,338 (133).

Existen mutaciones heredadas en algunos genes que elevan el riesgo de padecer cancer de
mama, tal como en el caso de los genes BRCAL y BRCAZ2 (36), cuyos productos se encargan
de la reparacion del dafio en el ADN (2); por otra parte, algunos genes supresores de tumores
mutados se encuentran envueltos en el desarrollo del cAncer de mama, como P53y PTEN; la
proteina p53 es un factor de transcripcion que regula el ciclo celular y la reparacion del ADN,
esto se lleva a cabo arrestando el ciclo y permitiendo reparar el ADN o inducir apoptosis; si
el gen P53 se encuentra mutado, las células con dafio en el ADN contindan replicAndose;
mientras que el gen PTEN se encuentra envuelto en la proliferacion celular, el ciclo celular

y la apoptosis de las células cancerosas (36).

Las cascadas de sefalizacion de Ras/Raf/MEK/ERK y de PI3k/PTEN/AKt juegan roles
importantes en la transmision de sefiales de los receptores de factores de crecimiento,
regulando la expresion génica y previniendo la apoptosis en células normales (36), cuando
hay mutaciones en los genes de estas vias protectoras, se inhibe la apoptosis en las células
cuando ya no son requeridas, lo que deriva en el desarrollo del cancer (2). El receptor de
tirosina cinasa llamado HER-2 o0 ERBB se encuentra sobreexpresado en el cancer de mama,
éste se une a factores de crecimiento, lo cual activa a las vias Ras/RafMEK/ERK y
PI3k/PTEN/AKt, resultando en la disminuciéon de la expresion de P53. La via PI3k/PTEN/Akt
también juega un papel importante en la regulacion de proteinas que controlan la
proliferacion celular. Las vias Ras/Raf/MEK/ERK y PI3k/PTEN/Akt interactian entre si
para regular el crecimiento y la tumorogénesis, tal como se muestra en la Figura 1 (36). Las

mutaciones de ambas vias se encuentran asociadas con la exposicion a los estrdgenos (2).
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Figura 1. Alteraciones moleculares que conducen al desarrollo del cancer
de mama. Los receptores ERBB, también llamados HER-2, se activan al unirse
a los ligandos ERBB que son liberados por las células estromales y/o producidas
por la activacién del receptor de estrégeno. RAS, RAF, PI3K y PTEN son los
sitios de alteraciones genéticas que resultan en la activacion de las cascadas
RAF/MEK/ERK y PI3k/AKT (36).

2.2.2. Cancer de cérvix
El cancer de cérvix es el segundo tipo de cancer mas comun entre las mujeres de todo el
mundo, sobre todo en los paises de bajo desarrollo (134); durante el 2020 las cifras de casos
prevalentes de cancer de cérvix a nivel mundial y en México fueron de 1,495,211 y 25,026,
respectivamente (30). En el estado de Hidalgo se reportaron 1,202 defunciones a causa de
esta enfermedad del afio 2000 al 2015 (133).
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Se ha demostrado que el cancer de cérvix puede tener una causa viral, sin embargo, la
infeccion de un virus no es suficiente, pero es el primer paso que conlleva al desarrollo del
cancer; los papilomavirus son un grupo heterogéneo de virus y hasta el momento han sido
identificados mas de 200 genotipos en los humanos; el cancer de cérvix es considerado como
una enfermedad de transmision sexual ya que se encuentra relacionado al virus del papiloma
humano (VPH); la conexidn entre la infeccion de VPH con el desarrollo del cancer de cérvix
se basa en la observacion de que la mayoria de los canceres de cérvix contienen ADN de
VPH (3,134,135). Los VPH se pueden agrupar en VPH de alto riesgo u oncogénicos (16, 18,
26, 31, 33-35, 39, 45, 51-53, 56, 58, 59, 66, 73, 82), los cuales estan asociados al desarrollo
del cancer y en VPH de bajo riesgo 0 no oncogénicos (6, 11, 40, 42-44, 54, 61, 70, 72, 81,
89), asociados a tumores benignos; de los 19 tipos de VPH de alto riesgo, 5 han sido

asociados con el cancer de cérvix (136).

En este tipo de cancer es frecuente la mutacion del gen supresor de tumores P53
disminuyendo su expresion y generalmente combinada con la infeccion de VPH; el producto
del gen P16 previene la progresion del ciclo celular al interferir con la activacion de la cinasa
dependiente de ciclina (CDK), su mutacion y baja expresion también se ha observado en el
cancer de cervix. Por otro lado, el VVPH sintetiza proteinas que intervienen en la replicacion
de su material genético y que a su vez pueden interactuar con diferentes proteinas de la célula
huésped causando el desarrollo del cancer, tal como: La proteina E6 que se une a p53
promoviendo su degradacion; E7 que se une a la forma activa de RB, promoviendo el
progreso de la fase S del ciclo celular y la consecuente replicacién celular; o E5 que regula
la actividad de receptores de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Las mutaciones en los genes RAS juegan un papel importante en los
estadios iniciales del cancer de cérvix, la sobre expresion del gen RAS P21y la mutacion del
gen H-RAS han sido encontradas en el cancer de cérvix (134,137).

2.2.3. Efecto de la semillay la cascara de diferentes variedades de P. americana sobre
el cancer
Se han llevado a cabo algunos estudios que evalUan el efecto anticarcinogénico de extractos

de cascara y semilla de aguacate sobre diferentes tipos de cancer; tal es el caso de Dabas et
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al (138), quienes evaluaron un extracto de semilla de aguacate Hass en metanol sobre lineas
celulares de cancer de pulmén (HI299), de colon (HT29), de préstata (LNCaP) y de mama
(MCF-7), y demostraron una inhibicién celular dependiente de la dosis en todas las lineas
celulares; Vo et al (139), mostraron que el extracto en etanol de la semilla de P. americana
Mill. inhibe el crecimiento celular en células de cancer de pulmon (A549) y de estbmago
(BGC823); Abubakar et al (81), reportaron que el extracto en etanol, una fraccién y un
triterpenoide de semilla de Persea americana posee actividad citotdxica en la linea celular
de cancer de higado (HepG2) y MCF-7; Widiyastuti et al (140) trabajaron con un extracto en
cloroformo de semilla de P. americana Mill sobre la linea celular MCF-7, el cual demostro
poseer actividad citotdxica y apoptoética, arrestando el ciclo celular en la fase G1/GO; un
estudio realizado por Alkhalf et al (131) evaluaron un extracto lipidico en
cloroformo/metanol de la semilla de Persea americana sobre la linea celular de cancer de
colon (HCT116) y HepG2, este extracto presento un efecto citotoxico dependiente de la dosis
en ambas lineas celulares, muy similar al control positivo sorafinib; Lara-Marquez et al (113)
analizaron el extracto lipidico en hexano de semilla de P. americana var. drymifolia rico en
acetogeninas sobre células de cancer de colon (Caco-2), el cual demostrd poseer actividad
citotoxica selectiva y actividad apoptoética via caspasa 8 y 9; Rodriguez-Martinez et al (141),
estudiaron un extracto hidroalcohélico de céscara de aguacate Hass, hallando que disminuye
la viabilidad en lineas celulares de cancer de cérvix (HelLa), Caco-2 y A549.
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una de las enfermedades de mayor prevalencia en la poblacion, representando
un grave problema de salud puablica (1), siendo el de mama y de cérvix los dos mas comunes
entre las mujeres a nivel mundial (2,3). Se ha reportado que diferentes variedades de
aguacate, entre ellas Hass y criollo pueden presentar multiples beneficios farmacoldgicos y
a la nutricion humana, se cree que estas actividades son gracias a su elevado contenido de
compuestos bioactivos; asi como que el efecto anticancer podria estar relacionado con la
actividad antioxidante que presentan algunos compuestos (7—26,112). A la fecha, algunos
estudios han probado que compuestos aislados y extractos acuosos, hidroalcohdlicos,
etanolicos, metanolicos, cloroférmicos y hexanicos de semilla y cascara de diferentes
variedades de aguacate, tales como Hass y criollo, son potenciales coadyuvantes en el
tratamiento de diversos tipos de cancer, entre ellos el de mama y cérvix (81,113,131,138-
141).

De acuerdo a lo anterior expuesto, este estudio se planteé como objetivo evaluar el efecto
citotoxico de los extractos de cascara y semilla de aguacate Hass y criollo en metanol y
acetato de etilo sobre lineas celulares de cancer de mama y de cérvix ya que son los que

principalmente afectan a las mujeres en México.
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IV. JUSTIFICACION

Debido a que el cancer de mama'y cérvix son los que mayoritariamente afectan a las mujeres,
es de gran importancia estudiar acerca de nuevas alternativas en su tratamiento. Durante
miles de afios las plantas han sido ampliamente usadas para el tratamiento de diversas
patologias, siendo el aguacate una de las frutas empleadas para el tratamiento del cancer y
otras enfermedades, lo cual ha conducido a que en los Gltimos afios investigadores alrededor
del mundo se interesaran en estudiar este fruto. Sin embargo, pocas investigaciones se han
enfocado en evaluar el efecto anticarcinogénico de la cascara y semilla de aguacate Hass y
criollo en los tipos de cancer de mamay de cérvix. Es por ello que se resalta la relevancia del
presente estudio, en el que se propone evaluar el efecto citotoxico de extractos organicos de
cascara y semilla de aguacate Hass y criollo sobre lineas celulares de cancer de mamay de
cérvix. Esto ayudara a aportar conocimiento sobre el uso del aguacate como tratamiento

complementario en los pacientes que padecen cancer de mama o Cérvix.
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V.

HIPOTESIS

Los extractos organicos de semilla y cascara de aguacate Hass y criollo mostraran actividad

citotoxica sobre lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-231) y de cervix (SiHa).

\Y

I. OBJETIVOS

6.1.  Objetivo general

Evaluar el efecto citotoxico de los extractos de semilla y cdscara de aguacate Hass y criollo

sobre

las lineas celulares malignas SiHa y MDA-MB-231.

6.2.  Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Preparar los extractos de semilla y cascara de aguacate Hass y criollo por maceracién
empleando metanol y acetato de etilo.

Calcular la actividad antioxidante de los extractos de semillay cascara por los métodos
ABTS-*y DPPH..

Cuantificar el contenido de fenoles totales, antocianinas, betalainas, taninos, saponinas
e hidratos de carbono en los ocho extractos de aguacate.

Determinar cualitativamente el contenido de alcaloides, antraquinonas, chalconas y
auronas, esteroides y triterpenos, y cumarinas en los ocho extractos de aguacate.
Analizar la actividad citotdxica de los extractos sobre eritrocitos humanos sanos por el
método de hemadlisis.

Evaluar la actividad citotdxica de los extractos sobre las lineas celulares malignas SiHa
y MDA-MB-231 por el método de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazolio (MTT).

Identificar el extracto y la linea celular sobre la cual se tiene mayor efecto citotoxico.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

7.1.  Contexto de la investigacion
Los estudios fitoquimicos de este estudio se llevaron a cabo en el Laboratorio 5 de Quimica
Organica del Area Académica de Quimica de la Universidad Autbnoma del Estado de
Hidalgo (UAEH). Los estudios bioldgicos se realizaron en el Laboratorio de Toxicologia del
Area Académica de Medicina de la UAEH. Durante el periodo que comprende del mes de
julio de 2019 al mes de julio del 2021.

7.2.  Disefio y tipo de estudio

Estudio experimental longitudinal in vitro.

7.3.  Estudios fitoquimicos

7.3.1. Material vegetal
El aguacate Hass fue adquirido en la Central de Abastos de la ciudad de Pachuca, Hidalgo,
México en el mes de enero de 2020. El aguacate criollo fue adquirido en la Central de Abastos
de la Ciudad de México, México durante el mes de septiembre de 2020. Ambas variedades

de aguacate fueron provenientes del Estado de Michoacan, México.

7.3.2. Obtencidn de los extractos

Por maceracion se prepararon ocho extractos a partir de la semilla y la cdscara de aguacate
Hass y criollo en metanol y acetato de etilo. A los dos tipos de aguacate se les retird la pulpa,
luego las cascaras y las semillas fueron lavadas y secadas en un horno a 50 °C, con circulacion
de aire, a continuacion, las muestras se molieron en un molino manual convencional hasta
obtener particulas de 1-2 mm, aproximadamente. Cada muestra fue macerada en metanol y
acetato de etilo, cada uno por separado, y a temperatura ambiente durante siete dias en
agitacion una vez al dia. Transcurridos los siete dias, todos los liquidos resultantes fueron
filtrados y evaporados en un rotavapor semi-automatizado R-114 (Buchi) equipado con un
bafio de agua B-480 (Biichi) a 65°C para eliminar los disolventes y se determind el
rendimiento; obteniendo los siguientes extractos: Cascara de aguacate Hass en metanol
(CHM), cascara de aguacate Hass en acetato de etilo (CHA), semilla de aguacate Hass en
metanol (SHM), semilla de aguacate Hass en acetato de etilo (SHA), cascara de aguacate
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criollo en metanol (CCM), cascara de aguacate criollo en acetato de etilo (CCA), semilla de

aguacate criollo en metanol (SCM) y semilla de aguacate criollo en acetato de etilo (SCA).

7.3.3. Determinacion cuantitativa de metabolitos en los extractos

7.3.3.1.  Fenoles totales
El contenido de fenoles totales fue determinado por el método Folin-Ciocalteau, cuyo
principio es la reduccion del reactivo Folin-Ciocalteau por parte del grupo de compuestos
fendlicos (50). Se prepard una curva de calibracion utilizando acido gélico (Sigma-Aldrich)
como estandar en agua desionizada a diferentes concentraciones (0, 100, 200, 300, 400, 500
y 600 pg/mL). Los extractos se prepararon disolviendo 200 mg en 2 mL de etanol. Para la
cuantificacion, se mezclaron 100 pL de cada concentracion de la curva o de los extractos con
500 pL de una solucidn de Folin-Ciocalteau (1:10, Sigma-Aldrich) y 400 pL de una solucion
de carbonato de sodio al 7.5 % (Sigma-Aldrich). Se dejaron reposar por 30 min en oscuridad
y se realizaron las lecturas de la absorbancia a 765 nm. Los resultados fueron expresados

como miligramos de equivalentes a &cido galico por gramo de muestra (mg EAG/g).

7.3.3.2.  Antocianinas
La cuantificacién de antocianinas de los extractos se llevé a cabo por el método de pH
diferencial, éste es un método espectrofotométrico que se basa en transformacion de las
estructuras de las antocianinas por el cambio en el pH (pH 1.0 coloreadas y pH 4.5 incoloras)
(142). Los extractos fueron preparados en metanol a 16.66 mg/mL y alicuotas de cada uno
de los extractos se mezclaron con las soluciones amortiguadoras de cloruro de potasio
(Sigma-Aldrich) 0.025 M a pH 1.0 y de acetato de sodio (Sigma-Aldrich) 0.4 MapH 4.5, a
continuacion, se realizaron lecturas de absorbancia a 510 y 700 nm en un lector de
microplacas Epoch (BioTek); la diferencia entre las absorbancias fue proporcional al
contenido de antocianinas. Los resultados se expresaron como miligramos de cianidina-3-

glucdsido por 100 gramos de muestra (mg cianidina-3-glucdsido/100 g).
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7.3.3.3.  Betalainas

Para la cuantificacion de betalainas de los extractos se realizd mediante un método
espectrofotométrico, para lo cual los extractos se prepararon a 200 mg/mL en metanol al 80
%, se dejo reposar durante 20 min a temperatura ambiente, se centrifugaron a 2,200 rpm
(VanGuard V6500), el sobrenadante se separ0 y se filtr6 para medir la absorbancia en el
espectrofotometro (Jenway, 6405) a 538 nm para las betacianinas y 472 nm para las
betaxantinas, mediante el uso de coeficientes de extincién de 60,000 y 48,000 L mol-1 cm-
1, respectivamente. Ambos resultados se sumaron para obtener el contenido total de
betalainas. Los resultados se expresaron como microgramos de betalainas por 100 gramos de
muestra (ug BE/100 g).

7.3.3.4. Taninos
La cuantificacion de taninos condensados se llevo a cabo por el método espectrofotométrico
descrito por Valadez-Vega et al (143). Los taninos fueron extraidos de los extractos de
semilla 'y cascara de aguacate, se pesaron 9 mg de cada extracto y se adicionaron 2.25 mL de
metanol, se agitaron en voértex y luego en placa de agitacion durante 1 h a temperatura
ambiente. Se prepar6 una curva de calibracidn con catequina (Sigma-Aldrich) como estandar
en el rango de 40 — 400 pg/mL. De cada extracto se tomaron 250 pL de los sobrenadantes de
las extracciones, se les afiadio 1.25 mL de vainillina al 0.5 % en metanol acidificado al 8 %
y se dejaron reaccionar por 45 min a temperatura ambiente. Se midié la absorbancia a 500
nm en el lector de microplacas Epoch (BioTek) y los resultados se reportaron como

miligramos equivalentes de catequina por 100 gramos de muestra (mg EC/100 g).

7.3.3.5.  Saponinas
Para la cuantificacidn de saponinas totales se empled la técnica descrita por Girdn (144), la
cual se fundamenta en la aglutinacion de los eritrocitos presentes en la sangre. Se emplearon
4 mL de sangre humana fresca tipo B+ de donador sano, quien firmo un consentimiento
informado (Anexo 12.2), se depositd en un tubo con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
al 2 % como anticoagulante, se mezclé con cuidado para no lisar los eritrocitos y se
centrifugaron a 1500 rpm por 10 min. Una vez separados los eritrocitos, fueron lavados y

diluidos al 4 % con una solucion salina isoténica al 0.9 %, y se reservaron para Su uso
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posterior. Las saponinas presentes en los extractos de semilla y cascara de aguacate se
extrajeron de 10 mg de cada extracto y se afiadieron 500 pL de etanol, se llevaron a un
agitador orbital por 30 min. Se empled una microplaca de 96 pozos de fondo cénico, se
colocaron 50 puLL de PBS en cada pozo, al primer pozo se le agregaron 50 pL de las saponinas
extraidas previamente y se realizaron diluciones seriadas en orden de dos en los siguientes
pozos, posteriormente se adicionaron 50 pL de los eritrocitos anteriormente preparados y se
incubaron por una hora a temperatura ambiente. Se registrd la maxima dilucién que presentd
la aglutinacion y los resultados se reportaron como unidades hemoliticas por miligramo de

muestra (UH/mg).

7.3.3.6.  Hidratos de carbono
Para la cuantificacion de hidratos de carbono se utilizd el método de fenol-sulfurico de
Dubois, en el cual los hidratos de carbono presentes son convertidos a furfural y compuestos
homologos por accion del acido y con fenol producen un complejo colorido cuantificable a
490 nm (145). Se tomaron 100 pL de los extractos y se afiadieron 100 pL de una solucion de
fenol al 5 % y 500 pL de acido sulfurico concentrado, la reaccion se dejo reposar 10 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agitaron y se dejaron reposar por 30 min mas.
Transcurrido el tiempo, se leyd la absorbancia en un lector de microplacas Epoch (BioTek)
a una longitud de onda de 490 nm. La concentracion de hidratos de carbono se estimo
interpolando la absorbancia obtenida con una curva de calibracion obtenida con estandares
de glucosa. Los resultados fueron reportados en microgramos por gramo de muestra (1g/g).

7.3.4. Determinacion cualitativa de compuestos

7.3.4.1. Alcaloides

7.3.4.1.1. Método de Mayer
Se preparo el reactivo de Mayer mezclando 1.3 g de cloruro mercurico con 5 g de yoduro de
potasio y aforando a 100 mL con agua destilada. A continuacion, se tomaron 2 mg de cada
extracto y se les afladid 1 mL de acido clorhidrico al 1 % mas 2 gotas del reactivo de Mayer.

Se consideré como resultado positivo (+) a la formacion de un precipitado blanco.
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7.3.4.1.2. Método de Dragendorff
Se elabord el reactivo de Dragendorff disolviendo 8 g de subnitrato de bismuto en 20 mL de
acido nitrico densidad 1.8, esta solucion se mezclo con otra que contenia 22.7 g de yoduro
de potasio disuelto en 20 mL de agua destilada; se dejé en reposo, se separé el acido nitrico
por decantacion y se afor6 a 100 mL con agua destilada. Posteriormente, se tomaron muestras
de 2 mg de cada extracto, a las cuales se les afiadieron 2 mL de &cido clorhidricoal 1 %y 2
gotas del reactivo de Dragendorff. La formacion de un precipitado pardo anaranjado se

reporté como resultado positivo (+).

7.3.4.2.  Antraquinonas
Se tomaron muestras de 2 mg de cada uno de los extractos, se les afiadieron 3 mL de acido
clorhidrico al 10 %y se llevaron a calentar durante 30 min; a continuacion, se dejaron enfriar
y se realizaron extracciones con éter, las fracciones etéreas se mezclaron con 2 mL de
hidroxido de sodio al 10 % y se agitaron. La presencia de una coloracion roja, debida a

antraquinonas, en la interfase se reporté como resultado positivo (+).

7.3.4.3.  Chalconas y auronas
Se tomaron muestras de 2 mg de los extractos, a cada una se les afiadieron 2 mL de &cido
clorhidrico concentrado y se agitaron. La coloraciéon roja se consideré6 como resultado

positivo (+) de la presencia de los compuestos.

7.3.4.4.  Esteroidesy triterpenos
Se pesaron 2 mg de cada uno de los extractos y se les afiadié 1 mL de anhidrido acético y 1
mL de cloroformo; a continuacion, se enfriaron a 0 °C en un bafio con hielos, se les afiade a
través de las paredes 1 gota de acido sulfurico también enfriado a 0 °C y se vuelve a enfriar.

La coloracién rojo naranja evidenci6 un resultado positivo (+).

7.3.45. Cumarinas
Se mezclan los extractos con 5 mL de agua destilada y se cubren con papel filtro humedecido
con hidroxido de sodio al 10 %, posteriormente se llevan a bafio maria con agua hirviendo

durante 5min; se dejan enfriar y los papeles filtro se observan con luz ultravioleta. La
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presencia de cumarinas forma una coloracion fluorescente verde, amarilla o roja,

reportdndose como positivo (+).

7.3.5. Actividad antioxidante de los extractos

7.35.1. Método ABTS:*
Se midio la actividad antioxidante de los extractos por el método ABTS:*, este método se
basa en la reduccién del cation radical ABTS-* por parte de los compuestos antioxidantes, el
cual es un cromoforo azul/verde formado a partir de la reaccion del ABTS-* con el persulfato
de potasio (146). Se usaron acido 2,2’ azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS:*,
Sigma-Aldrich) y acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcroo-2-carboxilico (Trolox, Sigma-
Aldrich) como estandares. EI ABTS-* se prepar6 a una concentraciéon de 3.6 mg/mL con 6
mg de persulfato de potasio (Sigma-Aldrich) en agua desionizada, se dejo reposar durante 24
h a temperatura ambiente y en oscuridad. EI ABTS-* se diluyo en etanol hasta llevarlo a una
absorbancia de 0.70 + 0.02 con una longitud de onda de 734 nm en el lector de microplacas
Epoch (BioTek). A su vez, se prepard una curva de calibracion de Trolox en el rango de
concentracion de 0 — 140 pg/mL en etanol (J.T. Baker). Los extractos se prepararon a 15
mg/mL de etanol. Para la cuantificacién, se tomaron alicuotas de 100 pL de cada extracto se
le afladieron 900 pL de la solucién de ABTS-*, se dejo reposar en oscuridad por 5 min y se
realizd la lectura en el lector de microplacas a 734 nm. Los resultados se reportaron como

miligramos equivalentes de trolox por gramo de muestra (mg ET/g).

7.3.5.2. Método DPPH-:
Se midio la capacidad antioxidante de los extractos por el método DPPH-, el cual se basa en
la reduccion del radical 2,2 difenil-1-picrihidracilo (DPPH:) color violeta por parte de los
compuestos antioxidantes a través del mecanismo de transferencia de atomos de hidrogeno,
lo que causa un cambio al color amarillo (147). Se prepar6 una solucion de DPPH- (Sigma-
Aldrich) al 7.5% en etanol y una curva de calibracion de trolox en un rango de concentracion
de 0 — 140 pg/mL en etanol. Los extractos se prepararon a la concentraciéon de 15 mg/mL en
etanol. A continuacion, alicuotas de 100 uL de cada extracto se le agregaron 900 uL de la
solucion de DPPH:, se dejaron reposar 60 min en oscuridad y se realizé la lectura de
absorbancia a 520 nm en un lector de microplacas Epoch (BioTek). Se tomaron como validas
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las curvas del calibrador de trolox con una R?>0.995. Los resultados se reportaron como

miligramos equivalentes de trolox por gramo de muestra (mg ET/g).

7.4.  Estudios bioldgicos

7.4.1. Actividad hemolitica
Una forma de conocer la citotoxicidad de un compuesto sobre células sanas es evaluar su
actividad hemolitica a traves del método de hemolisis, el cual se basa en la deteccion por
espectrofotometria de la hemoglobina que se libera de los eritrocitos, derivada del
rompimiento de las membranas por accion de compuestos toxicos (148). Se emplearon 4 mL
de sangre humana fresca tipo B+ de donador sano, el cual firmé un consentimiento informado
(Anexo 12.2), se depositd en un tubo EDTA al 2 % como anticoagulante, se mezclo
cuidadosamente para no lisar los eritrocitos, y se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min. Una
vez separados los eritrocitos, fueron lavados y diluidos al 4 % con un buffer de fosfatos pH
7.4y se reservaron para su uso. En un tubo Eppendorf se colocaron 20 pL de eritrocitos, los
cuales fueron tratados con 1 mL de los extractos en concentraciones de 100, 200, 400, 600,
800 y 1000 pg/mL, se incubaron durante 30 min a 37 °C. Posteriormente, los eritrocitos se
centrifugaron a 500 rpm durante 5 min y el sobrenadante se transfirié a una microplaca de
96 pozos y se midio6 la absorbancia en un lector de microplacas Epoch (BioTek) a 540 nm.
Se empled como control positivo eritrocitos tratados con Triton-X 100 al 20 %. Los

resultados se expresaron como porcentaje de hemolisis (% hemolisis).

7.4.2. Lineas celulares
Las lineas celulares MDA-MB-231 de cancer de mama (ATCC, HTB-26) y SiHa de cancer
de cérvix (ATCC, HTB-35) fueron donadas por el Dr. Alejandro Manuel Garcia Carranca
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, de la Universidad Nacional Auténoma de
México. La linea MDA-MB-231 es un adenocarcinoma que proviene del tejido epitelial de
glandula mamaria de una mujer caucésica de 51 afios de edad (149) y la linea SiHa es un
carcinoma de células escamosas grado Il proveniente del tejido epitelial de cérvix de una

mujer asiatica de 55 afios y contiene virus del papiloma humano (150).
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7.4.3. Cultivo celular
Las lineas celulares se cultivaron en un medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM,
Gibco) adicionado con suero bovino fetal al 10 % (FBS, Gibco), estreptomicina (Sigma-
Aldrich) y penicilina (Sigma-Aldrich) al 0.1 % en una incubadora con 4 % de CO. (Sanyo)
a 37 °C en una atmosfera humidificada.

7.4.4. Actividad citotoxica
La actividad citotoxica se determiné a través del método colorimétrico con bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio (MTT), éste se basa en la habilidad de las
mitocondrias funcionales para catalizar la reduccion del MTT a formazan insoluble, la
concentracion de colorante se mide por espectrofotometria (151). Para cada linea celular se
realizaron experimentos, en microplacas de 96 pozos fondo plano se sembraron 10,000
células/pozo para el ensayo a 24 h'y 5,000 células/pozo en los ensayos a 48 y 72 h, una vez
adheridas al fondo del pozo, se aplicaron los extractos en el rango de concentraciones que se
muestran en la Tabla 4, las cuales se establecieron a partir de experimentos preliminares para
determinar las condiciones experimentales, y se incubaron por 24, 48 y 72 h. Se afadieron
en cada pozo 110 pL de MTT al 5 mg/mL (Sigma-Aldrich) y se llevé a la incubadora por 3h.
Posteriormente, se removio el medio y el producto intracelular formazan se disolvié con 100
pL de dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich). Se midié la absorbancia a 540 nm en un
lector de microplacas Epoch (BioTek) y se calculé el porcentaje de viabilidad celular (%
viabilidad celular), donde la absorbancia de la muestra control se consideré como 100 % de
viabilidad celular, y a partir de este resultado se calculé la viabilidad de cada muestra en

estudio.

7.5.  Andlisis estadistico
El manejo de datos se realizo a través de Microsoft Excel y GraphPad Prism 8. Los resultados
obtenidos fueron analizados estadisticamente con el software Statgraphics Centurion XVI.1,
en el cual se llevaron a cabo pruebas t de student y ANOVAs de una via seguidos de pruebas

post hoc de Tukey, las diferencias se consideraron significativas a una p<0.05.
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Tabla 4. Concentraciones empleadas en los ensayos de citotoxicidad

Extracto SiHa (pg/mL) MDA-MB-231 (pg/mL)
CHM 100, 250, 300, 500 50, 100, 250, 500
CHA 250, 375, 500, 750 75, 250, 500, 750
SHM 10, 50, 100, 250 10, 50, 100, 250
SHA 50, 75, 100, 250 10, 50, 100, 250
CCM 10, 50, 75, 100 10, 50, 100, 250
CCA 10, 50, 100, 250 50, 100, 250, 500
SCM 50, 100, 250, 500 50, 100, 250, 500
SCA 50, 75, 100, 250 50, 100, 250, 500

CHM = cascara de aguacate Hass en metanol, CHA = céscara de aguacate Hass en
acetato de etilo, SHM = semilla de aguacate Hass en metanol, SHA = semilla de
aguacate Hass en acetato de etilo, CCM = cascara de aguacate criollo en metanol,
CCA = cascara de aguacate criollo en acetato de etilo, SCM = semilla de aguacate
criollo en metanol y SCA = semilla de aguacate criollo en acetato de etilo.

7.6.  Aspectos éticos
Este estudio fue revisado, aprobado y supervisado por el Comité de Etica del Instituto de
Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, con nimero de
oficio 9/2021 (Anexo 12.1). Las personas donantes de las muestras de sangre firmaron un

consentimiento informado (Anexo 12.2).
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VI1Il. RESULTADOS

8.1.  Estudios fitoquimicos

8.1.1. Preparacion de los extractos
De aguacate Hass se obtuvieron 540 g de semilla y 464 g de céscara, y de las muestras de
aguacate criollo se obtuvieron 2.846 kg de semilla'y 360 g de cascara. De la harina obtenida
se prepararon 8 extractos, 4 con metanol y 4 con acetato de etilo. En la Tabla 5 se muestran
los resultados de rendimiento obtenidos de cada extracto, en donde se puede observar que el
extracto CHM presento el valor més alto, mientras que SHA fue el que presentd el menor

rendimiento.

Tabla 5. Rendimiento en la obtencidn de los extractos de cascara y semilla de
aguacate Hass y criollo

Cascara Semilla

Metanol Acetato de etilo Metanol Acetato de etilo

Aguacate Hass (%0) 3.0 2.4 5.8 1.4
Aguacate criollo (%) 6.8 4.0 0.8 1.3

8.1.2. Determinacion cuantitativa de metabolitos de los extractos

8.1.2.1.  Fenoles totales
Se llevo a cabo la cuantificacion de fenoles totales de cada extracto, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 6, destacandose el extracto SHM, ya que presento la mayor cantidad de
dichos compuestos bioactivos, mientras que el extracto con menor cantidad fue SCA, siendo
aproximadamente 13 veces menor que SHM; asi como también que ambos extractos de
semilla en metanol eran los que poseian mas cantidad de compuestos fendlicos (SHM y
SCM). No se observaron diferencias significativas entre ambos extractos de cascara de
aguacate Hass y criollo en acetato de etilo (CHA y CCA), mientras que en el resto de los

extractos si hubo diferencias significativas (p<0.05).
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8.1.2.2.  Antocianinas
En cuanto a la cuantificacion de antocianinas, no se observo la presencia de estos metabolitos

en ninguno de los extractos de aguacate Hass y criollo.

8.1.2.3. Betalainas
La cantidad de betalainas presentes en los extractos de semilla y cascara de aguacate se
presentan en la Tabla 6, observandose que CHM present6 el mayor contenido de betalainas,
mientras que el resto de los extractos tenian concentraciones bajas, estando por debajo de un
microgramo por mililitro; presentandose diferencias estadisticamente significativas entre

todos los extractos (p<0.05).

8.1.2.4.  Taninos

Los resultados del contenido de taninos de los extractos se muestran en la Tabla 6; siendo el
extracto SHM el que exhibié la mayor concentracién de dichos compuestos bioactivos,
mientras que SCA fue el de menor concentracion, siendo SHM aproximadamente 87 %
mayor que SCA. Se puede observar que, en general, los extractos con mas taninos fueron los
preparados con metanol, exceptuando a CHA, que fue el segundo con mayor cantidad de
estos compuestos. De acuerdo al andlisis estadistico, existen diferencias significativas entre
todos los extractos (p<0.05), a excepcidn de los dos extractos de semilla de aguacate Hass y
criollo en acetato de etilo (SHA y SCA).

8.1.2.5.  Saponinas
En la Tabla 6 se presentan los resultados de la cuantificacion de saponinas en los extractos
de aguacate, de los cuales solo en cuatro se observé la presencia de estos compuestos, tres de
metanol y uno de acetato de etilo; SHM exhibid 2 veces mayor cantidad de saponinas que
CHM, SCM y SCA, siendo SHM diferente estadisticamente (p<0.05). Por otra parte, de
acuerdo a la metodologia empleada no se detect6 la presencia de estos metabolitos en los
extractos CHA, SHA, CCM y CCA.
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8.1.2.6.  Hidratos de carbono

Se realiz6 la cuantificacion de hidratos de carbono en los ocho extractos, la cual se presenta
en la Tabla 6, hallandose que el extracto con mayor cantidad de hidratos de carbono fue SCM,
mientras que el de menor cantidad fue CHM, siendo 99 % menor que SCM; también se
destacé que los extractos de semilla de aguacate contienen mas hidratos de carbono que los

de céscara.

Tabla 6. Composicion cuantitativa de metabolitos en los extractos de aguacate Hass y

criollo
Fenoles totales Betalainas Taninos Saponinas Hidratos de
(mg EAG/qg) (Mg BE/100g) (mg EC/100g) (UH/mg) carbono (ug/g)

CHM 14.35+0.912 3.49+0.0023? 159.02+8.16% 10+0.00? 2.28+0.15%
CHA  21.38+0.96" 0.59+0.0007° 235.70+8.58° ND 19.41+0.40°
SHM 90.18+3.63° 0.19+0.0001° 360.73+6.59¢ 20+0.00° 16.61+0.52°
SHA 11.07+0.91¢ 0.14+0.0003¢ 54.99+5.40¢ ND 71.61+2.159
CCM 31.68+1.27¢ 0.27+0.0001° 169.76+£2.11° ND 12.59+0.54¢
CCA 20.89+1.11° 0.17+0.0002f 120.43+6.71f ND 5.69+0.40°
SCM 75.20+1.09" 0.14+0.0003¢ 195.89+1.269 10+0.00? 232.39+2.33¢
SCA 7.07+0.75°9 0.11+0.0003" 47.66+2.11¢ 10+0.00? 41.07+0.92"

CHM = cascara de aguacate Hass en metanol, CHA = cascara de aguacate Hass en acetato de
etilo, SHM = semilla de aguacate Hass en metanol, SHA = semilla de aguacate Hass en
acetato de etilo, CCM = cascara de aguacate criollo en metanol, CCA = céscara de aguacate
criollo en acetato de etilo, SCM = semilla de aguacate criollo en metanol, SCA = semilla de
aguacate criollo en acetato de etilo, mg EAG/g = miligramos equivalentes de acido galico
por gramo, g BE/100 g = como microgramos de betalainas por 100 gramos, mg EC/100 ¢
= miligramos equivalentes de catequina por 100 gramos, UH/mg = unidades hemoliticas por
miligramo, y pg/g = microgramos por gramo. Titulos de hemolisis de saponinas para CHM,
SCMy SCA = 2; para SHM = 4. Las letras a, b, ¢, d, e, f, g, h mindsculas corresponden a las
diferencias estadisticamente significativas entre extractos para cada tipo de compuestos
halladas en las pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de tres
repeticiones independientes + DE. ND = No detectado.
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8.1.3. Determinacion cualitativa de compuestos
En la Tabla 7 se muestran los resultados de los ensayos cualitativos de metabolitos presentes
en los extractos, donde se observa la presencia de alcaloides en los extractos CHM, SHM,
SHA, CCM, SCM y SCA, mientras que ambos extractos de cascara en acetato de etilo no los
contenian (CHA y CCA); en cuanto a esteroides Yy triterpenos, estos se encontraron presentes
unicamente en los dos extractos de semilla en metanol (SHM y SCM). No se hallo presencia
de antraquinonas, chalconas, auronas, ni cumarinas en ninguno de los extractos de semilla 'y

cascara de aguacate.

Tabla 7. Composicion cualitativa de metabolitos

en los extractos de aguacate Hass y criollo

Alcaloides Esteroides y
Extracto Mayer  Dragendorff  triterpenos
CHM + + -
SHM + - +
SHA + - -
CCM + + -
SCM + - +
SCA + - -

CHM = céscara de aguacate Hass en metanol, SHM =
semilla de aguacate Hass en metanol, SHA = semilla
de aguacate Hass en acetato de etilo, CCM = cascara
de aguacate criollo en metanol, SCM = semilla de
aguacate criollo en metanol y SCA = semilla de
aguacate criollo en acetato de etilo. Los resultados
representan la presencia (+) o ausencia (-) de los
compuestos.
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8.1.4. Actividad antioxidante
La prueba de actividad antioxidante de los 8 extractos de aguacate por el método de ABTS:*,
cuyos resultados se pueden ver en la Tabla 8, donde se encontr6 que el extracto con mayor
actividad fue SHM, siendo casi 15 veces mayor que SCA, el cual fue el que presento una
menor capacidad antioxidante; en los resultados sobresale que los extractos metanolicos
(CHM, SHM, CCM y SCM) fueron los que mostraron mayor actividad por este método,
presentandose diferencias estadisticas entre seis de los extractos (p<0.05), a excepcién de los

dos de cascara en acetato de etilo (CHA y CCA).

En cuanto al ensayo por el método DPPH-, los resultados se muestran en la Tabla 8, de los
cuales SHM presentd la actividad antioxidante mas elevada, siendo 90.8 % mayor que SHA,
el cual fue el que present6 la menor capacidad; también se destaca que los cuatro extractos
metandlicos presentaron el mayor efecto (CHM, SHM, CCM y SCM). No se encontraron
diferencias significativas de los extractos CHM y CHA con respecto a CCA, sin embargo, se
observaron diferencias estadisticamente significativas en los extractos SHM, SHA, CCM,
SCMy SCA (p<0.05).

Al comparar entre los dos métodos se observa que la prueba de DPPH: exhibié mayores
valores de actividad antioxidante, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

8.2.  Estudios bioldgicos

8.2.1. Actividad hemolitica
En la Figura 2 se muestran los resultados de la actividad hemolitica de los ocho extractos de
aguacate, observandose un efecto dosis-dependiente. El extracto CCM presento el mayor
efecto hemolitico en las diversas concentraciones analizadas (8.5 — 73.24 % hemodlisis),
siendo aproximadamente seis veces mayor que la actividad hemolitica de SHM a la
concentracion mas alta, el cual fue el que presentd menor efecto; a su vez, se puede observar
que los cuatro extractos de céscara fueron los que provocaron una mayor lisis de los
eritrocitos humanos, en comparacion de los cuatro extractos de semilla. Se hallaron

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) al realizar las comparaciones entre
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extractos y entre concentraciones (Anexo 12.3.1.), sin embargo, en el caso de SHM, este
extracto no mostro diferencias significativas entre las concentraciones de 800 y 1000 pg/mL,
demostrando que incluso a concentraciones elevadas su actividad hemolitica no cambio,

manteniéndose baja.

Tabla 8. Actividad antioxidante de los extractos de aguacate Hass y

criollo
Extracto ABTS:* (mg ET/g) DPPH- (mg ET/g)
CHM 68.79+0.78% 190.20+0.81%,
CHA 56.22+1.58"% 179.36+4.25",
SHM 323.61+6.82°% 1623.53+6.39%
SHA 27.66 +1.35¢%, 150.07+2.79%
CCM 107.39+1.95% 232.53+3.32%
CCA 51.79+2.61° 183.17+4.19%,
SCM 92.74+2.67', 213.57+4.291,
SCA 21.78+1.28%, 160.15+4.949,

CHM = cascara de aguacate Hass en metanol, CHA = céscara de aguacate
Hass en acetato de etilo, SHM = semilla de aguacate Hass en metanol, SHA =
semilla de aguacate Hass en acetato de etilo, CCM = céscara de aguacate
criollo en metanol, CCA = céscara de aguacate criollo en acetato de etilo, SCM
= semilla de aguacate criollo en metanol, SCA = semilla de aguacate criollo
en acetato de etilo, y mg ET/g = miligramos equivalentes de trolox por gramo
de muestra. Las letras a, b, c, d, e, f, g en superindice corresponden a las
diferencias estadisticamente significativas entre extractos halladas en pruebas
post hoc de Tukey (p<0.05). Las letras y, z en subindice corresponden a las
diferencias estadisticamente significativas al comparar entre métodos de
actividad antioxidante halladas en t de Student (p<0.05). Los valores
representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar
(DE).
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Figura 2. Efecto hemolitico causado por los extractos de aguacate. a) Hass. b) Criollo.
CHM = cascara de aguacate Hass en metanol, CHA = cascara de aguacate Hass en acetato
de etilo, SHM = semilla de aguacate Hass en metanol, SHA = semilla de aguacate Hass
en acetato de etilo, CCM = cascara de aguacate criollo en metanol, CCA = céascara de
aguacate criollo en acetato de etilo, SCM = semilla de aguacate criollo en metanol y SCA
= semilla de aguacate criollo en acetato de etilo. ElI * indica las diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones para cada extracto (p<0.05). Los
valores representan la media de tres repeticiones independientes + desviacidn estandar
(DE).
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8.2.2. Actividad citotoxica
En la Figura 3 se presentan los resultados del efecto de los cuatro extractos de aguacate Hass
sobre la viabilidad celular de la linea celular SiHa. Como se puede observar en la Figura 3a,
CHM tiene un efecto citotoxico dosis-tiempo dependiente hasta la concentracion de 250
pg/mL, sin embargo, a partir de la concentracién de 300 pug/mL se observa un incremento en
la viabilidad, observandose esta misma tendencia a las 24, 48 y 72 h de exposicion; es
importante destacar que a las 72h se presento la viabilidad celular mas baja (15.12 %) en la
concentracion de 250 pg/mL; se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) al realizar comparaciones entre los tres tiempos y la mayoria de las concentraciones,
a excepcion de los resultados en las concentraciones de 250 y 300 pug/mL en los tiempos de
48y 72 h (Anexo 12.3.2.). En relacion al efecto sobre la viabilidad celular de CHA mostrado
en la Figura 3b, este extracto logré disminuir la viabilidad celular de forma dosis-tiempo
dependiente, demostrando poseer un efecto citotéxico, logrando disminuir la viabilidad
celular hasta 7.34 % a la concentracién de 750 pg/mL tras una incubaciéon de 72 h. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los tres tiempos en
todas las concentraciones (Anexo 12.3.3.). Con lo que respecta al ensayo a 24 h, se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre todas las concentraciones; mientras que
en el tiempo de 48 h se presentaron diferencias a bajas concentraciones, no asi entre las
concentraciones de 500 y 750 pg/mL, por otro lado, a 72 h la Gnica concentracion que

demostro ser diferente fue la de 250 pg/mL.

Con respecto a SHM sobre células SiHa, en la Figura 3c se observa que esta muestra
incrementa la viabilidad celular, puesto que éste estimula a las células de manera dosis y
tiempo dependiente, aumentandola hasta 162.80 % en el tiempo de 72 h a la mayor
concentracion analizada (250 pg/mL). Al comparar entre concentraciones para cada tiempo
de tratamiento, se observo que hubo diferencias significativas (p<0.05), a excepcién entre el
control y 10 pg/mL a las 24 h (Anexo 12.3.4.); asimismo se observaron diferencias entre los
tiempos de estudio en las diversas concentraciones evaluadas. Por su parte, SHA logrd
reducir la viabilidad de las células en los tres tiempos, lo cual se muestra en la Figura 3d,
indicando que hay un efecto citotoxico dependiente de la dosis y del tiempo. La viabilidad

celular méas baja (6.51 %) se present6 en el tiempo de incubacion de 72 h a 250 pug/mL; de
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acuerdo al analisis estadistico (Anexo 12.3.5.), este extracto mostré diferencias significativas
(p<0.05) entre los tiempos y las concentraciones, sin embargo, a 72 h no se hallaron

diferencias entre las concentraciones de 75, 100 y 250 pg/mL.
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Figura 3. Efecto de los extractos de aguacate Hass sobre la viabilidad de la linea
celular SiHa. a) CHM = cascara de aguacate Hass en metanol. b) CHA = cascara de
aguacate Hass en acetato de etilo. c) SHM = semilla de aguacate Hass en metanol. d) SHA
= semilla de aguacate Hass en acetato de etilo. Los puntos representan la media de tres
repeticiones independientes + DE.

El efecto de los extractos de aguacate criollo sobre la viabilidad en las células malignas SiHa
se presenta en la Figura 4. Como se puede observar en la Figura 4a, la disminucion de la
viabilidad celular por parte del extracto CCM es dependiente de la dosis y del tiempo, lo cual
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indica que posee efecto citotoxico; sin embargo, a las 24 h se destaca que la viabilidad
permanecio por arriba del 50 %, lograndose disminuir después de 48 h. La viabilidad celular
mas baja observada fue de 7.53 % y se encontré a las 72 h a la concentracion de 100 pg/mL.
De acuerdo a los analisis estadisticos (Anexo 12.3.6.), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres tiempos y entre las concentraciones, a excepcion
entre el control y 10 pg/mL a 24 h, y entre las concentraciones 75y 100 pg/mL a las 72 h.
En cuanto a CCA, los resultados se presentan en la Figura 4b, el extracto demostrd tener
actividad citotdxica, y que ésta fue dosis-tiempo dependientes; la vialidad celular mas baja
(6.84 %) se detectd a las 72 h a 250 pg/mL. En los analisis estadisticos (Anexo 12.3.7.) se
pudo comprobar que existen diferencias significativas (p<0.05) entre los tiempos y las
concentraciones, sin embargo, entre 0 y 10 pug/mL a las 24 y 48 h no hubo diferencias, asi

como tampoco entre 100 y 250 pug/mL a las 72 h.

Con respecto a SCM, los resultados se presentaron en la Figura 4c, observandose disminucion
de la viabilidad a 24 y 48 h hasta la concentracion 250 pg/mL, pero a la concentracion mas
alta se presentd recuperacion de la viabilidad de 29.43 y 44.0 %, respectivamente; por su
parte, a 72 h se presentd disminucion de la viabilidad del 88 % hasta 100 pug/mL, sin embargo,
a concentraciones superiores se observd recuperacion de las células incrementandose la
viabilidad en un 61.64 %. Con respecto a los analisis estadisticos (Anexo 12.3.8.), se hallaron
diferencias significativas (p<0.05) entre todas las concentraciones y todos los tiempos
analizados. Referente a la muestra SCA, los resultados se muestran en la Figura 4d,
observando disminucidn de la viabilidad celular de forma dosis-tiempo dependiente, lo que
indica que tiene efecto citotdxico; presentandose la menor viabilidad celular a las 72 h en la
concentracion de 250 pg/mL (5.82 %). De acuerdo a lo hallado en los analisis estadisticos
(Anexo 12.3.9.), existen diferencias significativas (p<0.05) entre los tiempos y las
concentraciones utilizadas, exceptuando entre 100 y 250 pg/mL a48 h, y 75y 100 pg/mL a
72 h.
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Figura 4. Efecto de los extractos de aguacate criollo sobre la viabilidad de la linea
celular SiHa. a) CCM = céascara de aguacate criollo en metanol. b) CCA = céscara de
aguacate criollo en acetato de etilo. ¢) SCM = semilla de aguacate criollo en metanol. d)
SCA = semilla de aguacate criollo en acetato de etilo. Los puntos representan la media de
tres repeticiones independientes + DE.

En lo que respecta a la linea celular MDA-MB-231, en la Figura 5 se presenta el efecto sobre
la viabilidad causado por los extractos de aguacate Hass. En la Figura 5a se puede observar
gue CHM tiene efecto citotoxico hasta la concentracion de 100 pg/mL, presentandose la
menor viabilidad a las 72 h con 16.50 %, sin embargo, a concentraciones mas elevadas ésta
aumenta; observandose esta misma tendencia en todos los tiempos de tratamiento. Se puede
ver que en la concentracion de 500 pg/mL a las 24 y 48 h de exposicion, la viabilidad celular
aumenta incluso por encima del 50 %. Se presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre todas las concentraciones y todos los tiempos analizados (Anexo

12.3.10.). En el caso de CHA, cuyos resultados se presentan en la Figura 5b, se puede
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observar que la disminucidn de la viabilidad celular fue dependiente de la dosis y del tiempo,
exponiendo un efecto citotdxico; presentandose la menor viabilidad celular (9.88 %) a 750
pg/mL a las 72 h. El andlisis estadistico indicé diferencias significativas (p<0.05) entre los
tres tiempos y las concentraciones, a excepcion de 500 y 750 pg/mL a las 72 h de incubacion
(Anexo 12.3.11.).

En tanto al extracto SHM, el cual se muestra en la Figura 5c, demostré que eleva la viabilidad
de las células MDA-MB-231, puesto que esta aumento de manera dosis-tiempo dependiente;
el resultado mayor fue de 214.13 %, éste se presento en la concentracion de 250 pg/mL a las
72 h. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las
concentraciones y tiempos analizados; sin embargo, no se encontraron diferencias entre 0 y
10 pg/mL a 24 h, asi como tampoco entre 48 y 72 h a 10 pg/mL (Anexo 12.3.12.). En la
Figura 5d se muestra el efecto de SHA sobre la viabilidad celular, la cual disminuy6 de
manera tiempo-dosis dependiente, presentando un efecto citotdxico; la viabilidad celular mas
baja fue de 9.16 % presentandose a 72 h en la concentracion de 250 pg/mL. Se observaron
diferencias significativas (p<0.05) en gran parte de los tiempos y las concentraciones
estudiadas, exceptuando entre 0y 10y 100 y 250 pg/mL a las 24 y 72 h respectivamente, asi
como entre los tiempos de 48 y 72 h a la concentracion de 10 pg/mL (Anexo 12.3.13.).

Los resultados del efecto de los extractos de aguacate criollo sobre la viabilidad en la linea
celular MDA-MB-231 se presentan en la Figura 6. En la Figura 6a se muestran los resultados
de CCM, éste demostro tener un efecto citotdxico puesto que redujo la viabilidad celular de
manera tiempo-dosis dependiente, logrando bajarla hasta 7.41 % a 72 h; se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) exceptuando entre 0 y 10 pg/mL a 24 h,
y entre 100 y 250 pug/mL a 72 h, asi como entre 24 y 48 h en la concentracion de 10 pg/mL
(Anexo 12.3.14.). En lo que respecta a CCA, en la Figura 6b se observa una disminucién de
la viabilidad de manera dosis-tiempo dependiente exhibiendo efecto citotoxico, el valor mas
bajo de viabilidad (11.46 %) se presentd a las 72 h a 500 pg/mL; no se presentaron diferencias
significativas (p>0.05) entre las concentraciones de 250 y 500 pug/mL a 72 h, sin embargo,

entre el resto de las concentraciones y los tiempos estudiados si las hubo (Anexo 12.3.15.).
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Figura 5. Efecto de los extractos de aguacate Hass sobre la viabilidad de la linea
celular MDA-MB-231. a) CHM = céscara de aguacate Hass en metanol. b) CHA =
cascara de aguacate Hass en acetato de etilo. ¢) SHM = semilla de aguacate Hass en
metanol. d) SHA = semilla de aguacate Hass en acetato de etilo. Los puntos representan
la media de tres repeticiones independientes + DE.

En el caso de SCM, esta muestra logro inhibir la viabilidad celular hasta 72.21 % a 250
pg/mL tras la incubacion de 72 h, no obstante, al aumentar la concentracion, la viabilidad se
elevo por encima del 50 %, dicha tendencia se observo en los tres tiempos de exposicién, tal
como se presenta en la Figura 6c¢. El andlisis estadistico indico diferencias significativas
(p<0.05) entre la mayoria de los tiempos y concentraciones evaluadas, no siendo asi entre
250 y 500 pg/mL a 72 h (Anexo 12.3.16.). Los resultados del extracto SCA se presentan en

la Figura 6d, éste mostré un efecto citotoxico dependiente de la dosis y del tiempo en esta
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linea celular maligna, inhibiendo la viabilidad celular hasta 91.98 % a 72 h en la maxima

concentracion analizada; presentandose diferencias s
de exposicion y las concentraciones, excepto entre 25
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Figura 6. Efecto de los extractos de aguacate criollo sobre la viabilidad de la linea
celular MDA-MB-231. a) CCM = cascara de aguacate criollo en metanol. b) CCA =

cascara de aguacate criollo en acetato de etilo. ¢)

SCM = semilla de aguacate criollo en

metanol. d) SCA = semilla de aguacate criollo en acetato de etilo. Los puntos representan

la media de tres repeticiones independientes + DE.
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En la Tabla 9 se presentan las dosis inhibitorias medias (Dlso) de los ocho extractos de
aguacate Hass y criollo sobre las dos lineas celulares. Con respecto a las células SiHa, se
puede observar que la Dlso disminuye de manera tiempo dependiente, existiendo diferencias
significativas entre los tiempos de tratamiento (p<0.05). ElI mayor efecto citotdxico lo
mostraron los extractos de aguacate criollo, siendo SCA el que presento los valores mas bajos
de Dlso en los tres tiempos de exposicion, exhibiéndose estadisticamente diferente a todos los
extractos (p<0.05). De manera general, las muestras de semilla fueron més toxicas que las de
cascara en ambos tipos de aguacate, siendo los extractos en acetato de etilo los que
presentaron Dlso mas baja; por el contrario, CHA fue el extracto menos toxico, el cual mostrd
diferencias significativas con respecto a los otros extractos (p<0.05). En el caso de SHM no
se logrd calcular la Dlso en ninguno de los tiempos evaluados, puesto que esta muestra

incrementé la viabilidad celular.

Los resultados para la linea celular MDA-MB-231 muestran que la Dlsg disminuy6 de manera
significativa (p<0.05) al aumentar el tiempo de incubacion; observandose el mayor efecto
toxico por el aguacate Hass, siendo el extracto CHM el mas citotdxico en los tres tiempos de
tratamiento, con diferencias significativas al compararlo con la mayoria de los extractos
(p<0.05), exceptuando CCM a 72 h. Los extractos de semilla de aguacate criollo fueron méas
toxicos que los de cascara; sin embargo, en el aguacate Hass en ambas partes morfoldgicas
se observa mucha variabilidad en los resultados de Dlso, por lo cual no se puede saber qué
parte es la méas citotoxica. Al comparar las muestras de acuerdo al disolvente, en la mayoria
de los casos los extractos en acetato de etilo fueron los que mayor dafio causaron a las células,
siendo superado Unicamente por el extracto CHM; opuesto a lo antes mencionado, SCM fue
la muestra menos tdxica, observandose diferencias estadisticamente significativas
comparandolo con los otros extractos (p<0.05), no siendo asi con CHA a 72 h. Por otro lado,
debido a que el extracto SHM promovié aumento de la viabilidad celular, no se pudo calcular

la Dlso en ninguno de los tiempos de estudio.
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Tabla 9. Dlso de los extractos de aguacate Hass y criollo sobre ambas lineas celulares en los ensayos de citotoxicidad

SiHa MDA-MB-231
(Eu’g/ﬁcl_tg’ 24h 48 h 72h 24 h 48 h 72h
CHM 202.41+2.68%  183.01+187%,  162.05:¢3.10% | 78.88:239%  6247+120%  36.50:0.40%
CHA 434.68:8.33%  305.10+3.74%  234.07+849% | 205.32+2.60%  176.75+1.66%  135.82+6.02°
SHM NC NC NC NC NC NC
SHA 142.17+4.97%  6551+506%  46.37+1.39% | 130.46:483%  89.01+1.15%  67.69+0.65%
ccm NC 62.78+1.01%  38.53t0.77%, | 150.85:5.80%  88.44+2.82%  4454+137%,
CCA 164.23+4.18%  90.12+3.68%,  49.86+1.27%, | O1.87+150%  80.83:130%  67.57+1.23%
SCM 219.52+43.44%  185.14+135%,  69.80:0.93% | 230.85:4.15%  213.35:6.40%  139.03+11.25,
SCA 132.44+596'  5470:2.61%,  31.12:021%, | 165.76+4.14%  113.71:7.92,  71.57+0.71°,

CHM = céscara de aguacate Hass en metanol, CHA = cascara de aguacate Hass en acetato de etilo, SHM = semilla de aguacate
Hass en metanol, SHA = semilla de aguacate Hass en acetato de etilo, CCM = cascara de aguacate criollo en metanol, CCA =
cascara de aguacate criollo en acetato de etilo, SCM = semilla de aguacate criollo en metanol y SCA = semilla de aguacate
criollo en acetato de etilo. Las letras diferentes en superindice a, b, c, d, e, f indican diferencia estadistica significativa entre
extractos, para cada tiempo. Letras diferentes en subindice x, y, z indican diferencia estadistica significativa entre los tres
tiempos de ensayo para cada extracto, halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de

tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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IX. DISCUSION

9.1.  Andlisis fitoquimico de los extractos de cascara y semilla de aguacate Hass y

criollo
9.1.1. Determinacion cuantitativa de compuestos

En la Tabla 6 se presentan los resultados del contenido de fenoles de los extractos de aguacate
Hass y criollo. En relacién a los extractos de semilla de aguacate Hass analizados, algunas
muestras tuvieron concentraciones superiores a lo reportado para extractos obtenidos con
diferentes disolventes en semillas de la misma especie de las variedades Hass, Fuerte y
Shepard, cultivadas en diversos paises (7,92,118,152); mientras que la muestra SHA mostro
resultados similares a los extractos metanolicos obtenidos de dos de las variedades
anteriormente mencionadas (118); por el contrario, varios de los extractos presentaron
valores inferiores a lo reportado para extractos de semilla de aguacate Hass y Fuerte
(7,92,116,120,122,153).

En cuanto a los extractos de cascara de aguacate Hass, el contenido de estos compuestos fue
entre 3y 99 % superiores a los de extractos acetdnicos, hidroalcohdlicos y metandlicos de
cascara de las variedades Hass y tipo Hass (92,125,154); sin embargo, algunos valores
coincidieron con los resultados de los extractos de aguacate Hass y Shepard (118,154);
contrariamente, en otros extractos las concentraciones fueron de 2 - 36 veces inferiores a las
reportadas por diversos autores en extractos de aguacate Hass y Fuerte (7,122,124,130,153—
156).

En lo que respecta al contenido de fenoles de las muestras de aguacate criollo de este trabajo,
al compararlos con extractos de la variedad drymifolia, la muestra SCM presento entre 61 -
93 % mayor contenido de fenoles que el extracto de semilla en hexano y sus fracciones en
metanol y cloroformo, mientras que la concentracion de SCA fue similar al mismo extracto
y su fraccion en cloroformo (157). En cuanto a las muestras de cascara CCM y CCA, el
contenido de estos compuestos mostraron diferencias a lo reportado para la variedad

drymifolia, siendo inferiores al extracto metandlico y muestran resultados variables a los
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extractos metanol-acido trifluoroacético, lo cual se debid al arbol del cual se realizo la colecta
(26,124). Es importante destacar que la técnica utilizada detecta y cuantifica cualquier
metabolito que tenga grupos fendlicos en su estructura, tales como acidos fendlicos, flavonas,
taninos, flavonoides, entre otros, que han sido identificados en la semilla y cascara de

aguacate Hass y criollo por otros autores y previamente descritos en las Tablas 2 y 3.

Las diferencias observadas entre los resultados de este estudio comparados con los de otros
autores pueden estar relacionadas a la variedad del aguacate utilizado, las condiciones
agronémicas donde fue cultivado (92), las condiciones de procesamiento de las muestras
(114), la etapa de maduracion del aguacate (130,158), el tipo de disolventes usados en las
extracciones y la variabilidad en las metodologias utilizadas.

En el presente estudio no se detectaron antocianinas en ninguno de los extractos de aguacate
Hass y criollo, lo cual es contrario a lo publicado por diversos autores quienes hallaron estos
compuestos en extractos de semilla y cascara de aguacate Hass y criollo (var. drymifolia)
cultivados en México, Nueva Zelanda, Sudéafrica y Espafia, como se muestra en las Tablas 2
y 3(93,122,126-129). La ausencia de antocianinas en los extractos estudiados puede deberse
a que fueron expuestos a la luz y a temperaturas de hasta 65 °C durante su procesamiento, y
debido a que este tipo de compuestos poseen una baja estabilidad, pueden ser degradados por
la luz, oxigeno, enzimas, metales, presencia de otros oxidantes, pH y temperatura (159);
mientras que en los estudios antes mencionados, las muestras fueron secadas por liofilizacién
0 con nitrégeno liquido, maceradas a 4 °C o a temperatura ambiente, los disolventes
evaporados a maximo 40 °C y en condiciones de oscuridad usando lamparas verdes para

minimizar la degradacion de las antocianinas (93,122,126-129).

En el presente trabajo se detectaron concentraciones de betalainas muy bajas en todos los
extractos, destacando el extracto CHM, ya que fue el que mostré6 mayor cantidad, 3.49 ug
BE/100g (Tabla 6), siendo 99.99 % menor que el contenido de estos metabolitos en extractos
metanolicos al 80 % de pitahaya de mayo amarilla y roja (160). Se sabe que algunas de las
plantas ricas en betalainas son el betabel, el amaranto y la pitahaya (99,161,162). Sin

embargo, no se encontraron reportes que demostraran la presencia de este tipo de compuestos
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en aguacate, lo cual podria deberse a que estos metabolitos son caracteristicos de plantas del

orden Caryophyllales (163), mientras que el aguacate pertenece al orden Laurales (91).

Se sabe que la cascara y la semilla del aguacate son ricas en taninos, siendo superior a la
concentracion en pulpa (87). Las concentraciones de estos compuestos en los extractos de
semilla de aguacate Hass y criollo presentados en la Tabla 6, mostraron que el contenido de
estos metabolitos fue entre 71 — 98 % superior a lo reportado por otros autores quienes
evaluaron extractos acuosos y etandlicos de semilla de aguacate Hass (11,152); mientras que
fueron entre 98.8 — 99.8 % inferiores a la fraccion en acetato de etilo de un extracto

hidroalcohdlico de P. americana cultivado en Brasil (120).

En el caso de los extractos de cascara en ambos tipos de aguacate, estos fueron inferiores,
aproximadamente entre 91-56 %, con respecto a lo reportado para extractos metanolicos y
acuosos de P. americana (155,156); mientras que fueron entre 96 - 98 % superiores al
extracto acuoso de cascara de aguacate Hass analizado por Calderon-Oliver et al. (11). Un
estudio realizado por Salmeron (130), quien evalud extractos acuosos y etanolicos de semilla
de aguacate cultivado en México, demostro que el contenido de estos compuestos fue similar
a CHM y CCM, superior a CCA e inferior a CHA. Las variaciones entre los resultados
podrian deberse a la fase de maduracion de Persea americana (130,158), al tipo de disolvente
usado para obtener los extractos y a la metodologia utilizada. Diversos estudios han
demostrado que la semilla y la cascara de aguacate Hass y la cascara de aguacate criollo
contienen diversos tipos de taninos, como se describen en las Tablas 2 y 3, entre los que se

encuentran catequinas y procianidinas.

En el presente estudio se detectaron saponinas en un extracto de cascara de aguacate Hass
(CHM) y en tres extractos de semilla de ambos tipos de aguacates (SHM, SCM y SCA)
(Tabla 6), lo cual concuerda con lo publicado por diversos autores quienes detectaron estos
compuestos en extractos acuosos, metanolicos, etandlicos, etanol-hexano y cloroformo, de
semillas y cascara de Persea americana cultivadas en diversos paises (152,158,164-167).
Contrariamente, algunos autores no encontraron la presencia de saponinas en extractos

acuosos y metanolicos de cascara de la misma variedad de aguacate (155,156). Por otro lado,
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un estudio demostrd la presencia de estos metabolitos en extractos hidro-alcohélicos de
cascara de aguacate Hass cultivado en México, en un rango de 3.88 — 40.84 mg/g (154), lo
que coincide con lo hallado en CHM. Por otro lado, no se encontraron trabajos que informen
de la presencia de saponinas en aguacate criollo. Los extractos analizados en el presente
trabajo causaron bajo efecto hemolitico debido a las saponinas, ya que los titulos resultantes
fueron de 2 y 4, lo cual es un indicativo de que la concentracion de saponinas es bajo, pues
extractos de amaranto han reportado titulos de hemolisis entre 7 — 14 veces superiores a los

de los extractos de aguacate (168).

Los resultados de este estudio, realizado en los extractos de aguacate, mostraron que los
extractos de semillas contienen una mayor cantidad de carbohidratos que los de cascaras
(Tabla 6); sin embargo, esto difiere con Araujo et al. (115), quienes refirieron que la cantidad
de estos compuestos es muy similar en la semilla (42 — 81 %) y en la cascara (43 — 81 %) de
diferentes variedades de este mismo fruto. Se han reportado diversos estudios sobre el
contenido de carbohidratos totales, realizados mediante analisis quimicos proximales de
harinas de cascara y semilla de Persea americana, indicando que contienen entre 36.3 — 71.3
% (115,122,130) y 28.1 — 79.54 % (91,115,122,158), respectivamente; asi como también se
ha descrito la composicion de hidratos de carbono en la cascara y la semilla de aguacate Hass
y en la cascara de aguacate criollo, identificando diversos monosacéridos, oligosacaridos y
polisacaridos, como se muestran en las Tablas 2 y 3. Las diferencias entre los resultados de
este trabajo y los publicados por los autores anteriormente mencionados, estan relacionadas
con el tipo de muestra analizada, ya que todos ellos cuantificaron los carbohidratos a partir

de harinas, mientras que en el presente estudio se realiz6 en los extractos organicos.

9.1.2. Determinacion cualitativa de compuestos
En el presente trabajo, los cuatro extractos en metanol de semillay cascaray los dos extractos
de semilla en acetato de etilo mostraron la presencia de alcaloides (Tabla 7), lo cual es similar
a lo reportado por diferentes autores quienes hallaron este tipo de compuestos en semilla
(152,158,164-166) y cascara de aguacate Hass (155,156,167). Por otro lado, en los dos
extractos de semilla en metanol se observo la presencia de esteroides y triterpenos, mientras

gue en ningun extracto de cascara fueron encontrados (Tabla 7), estos resultados coinciden
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con distintos investigadores, quienes analizaron extractos de semilla de Persea americana,
hallando estos metabolitos (122,152,158,165,166), y no encontrandolos en céscara
(155,156,167). A través de métodos cuantitativos se ha reportado la presencia de
fitoesteroles, fitoestanoles y terpenos en extractos acuosos, metandlicos y etanolicos de
cascara de aguacate Hass y criollo (var. drymifolia) cultivados en México y Espafia,
identificando algunos de estos compuestos, como se indican en las Tablas 2 y 3
(122,124,125). Por otra parte, en ninguno de los extractos analizados en el presente estudio
se observd la presencia de antraquinonas, chalconas, auronas, ni cumarinas, esto resulta
parecido a lo reportado por diversos autores, quienes no hallaron antraquinonas en semilla
de Persea americana (165,166), asi como tampoco cumarinas en cascara (155);
contrariamente, en un estudio llevado a cabo en extractos etandlicos y cloroférmicos de
semilla de este mismo tipo de aguacate si se encontraron cumarinas (152); sin embargo, no
se descarta la posibilidad de que estos metabolitos si se encuentren presentes en los extractos
analizados en el presente trabajo, puesto que las técnicas empleadas fueron cualitativas, por
lo que seria necesario llevar a cabo la cuantificacion de estos compuestos, empleando otros

métodos para comprobar los resultados obtenidos.

9.1.3. Actividad antioxidante
De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo para la actividad antioxidante
por el método ABTS-* en la semilla de aguacate Hass y criollo, los cuales se muestran en la
Tabla 8, los cuatro extractos fueron entre 1.2 - 20.8 veces superiores a lo reportado por
Kosinska et al. (118), quienes estudiaron extractos metandlicos de semilla de las variedades
Hass y Shepard; asimismo, SHM mostré actividad antioxidante aproximadamente 68 %
superior a las variedades Hass y Fuerte estudiadas por Tremocoldi et al. (7). Por el contrario,
los cuatro extractos de semilla fueron inferiores alrededor de 3y 4 veces a lo reportado para
la variedad Hass usando diferentes disolventes (116,122); mientras que SHA, SCM y SCA

fueron sobre el 55 % menores a extractos etanolicos de semilla de aguacate Hass y Fuerte

(7).

Acorde a lo publicado por Lee et al. (153), el extracto metanolico de semilla de aguacate

Hass mostrd un mayor porcentaje de atrapamiento de radicales libres que el extracto de
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cascara, lo cual fue similar a lo hallado en este trabajo, mientras que Zavala-Guerrero (157),
quien estudio semillas de la variedad drymifolia, demostrando que la fraccion metanolica
poseia mayor porcentaje de atrapamiento que el extracto hexanico y la fraccion cloroférmica,
lo cual coincidi6 con lo hallado en el presente estudio con los extractos en metanol y acetato

de etilo.

Con respecto a los extractos de cascara del presente estudio, estos fueron alrededor de 3 veces
mayores a lo reportado por Kosinska et al. (118) para las variedades Hass y Shepard
cultivadas en Australia; sin embargo, los cuatro extractos de cascara mostraron entre 53 - 99
% menor actividad antioxidante que extractos acuosos, etanolicos e hidroalcohdlicos de P.
americana var. Hass y Fuerte (7,122,154).

En cuanto a la actividad antioxidante medida por el método DPPH:, mostrada en la Tabla 8,
las cuatro muestras de semilla analizadas fueron entre 7 — 17 veces superiores a lo hallado
por diferentes autores quienes evaluaron muestras de aguacates Hass y Fuerte extraidas con
etanol/agua y acetona/agua/acido acetico (7,92,122); igualmente SHM presento
aproximadamente 6 veces mayor actividad antioxidante que los extractos aceténicos y
etandlicos de la variedad Hass cultivada en México; por el contrario, SHA, SCM y SCA
fueron menores alrededor de 30 % (116). Un estudio realizado en Corea, demostré que el
extracto metandlico de semilla de aguacate Hass presentd un mayor porcentaje de
atrapamiento de radicales libres que el de céscara, lo cual es coincidente a lo hallado en el
presente trabajo (153). Mientras que el caso del extracto hexanico y sus fracciones en metanol
y cloroformo de semilla de la variedad drymifolia, las tres muestras presentaron porcentajes
de atrapamiento similares entre si (157), lo cual es contrario a lo hallado en el presente estudio
puesto que la actividad antioxidante de los extractos en metanol fue superior a la de los
preparados con acetato de etilo, esto se debe a que cada disolvente extrae metabolitos
distintos debido a la afinidad por su polaridad.

Con respecto a los dos extractos de cascara de aguacate Hass, estos mostraron resultados
alrededor de 2 — 17 veces por encima de lo reportado por diversos autores para Persea

americana variedades Hass, tipo Hass y Fuerte, cultivadas en distintos paises y usando
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diferentes disolventes (7,92,122,124,125). Mientras que en el caso de los dos extractos de
cascara de aguacate criollo, al compararlos con la variedad drymifolia cultivada en México,
ambos mostraron actividad antioxidante arriba del 89 % que la encontrada para muestras
obtenidas en metanol-acido trifluoroacético (124) y aproximadamente 99 % inferiores a

extractos metandlicos (93).

La variabilidad entre los resultados puede estar ligada al procesamiento de las muestras
analizadas (114), la etapa de maduracion del fruto (130), la variedad de Persea americana

(115), el método de extraccion y disolvente utilizado.

Los resultados de este estudio demostraron que los extractos en metanol presentaron mayor
actividad antioxidante que los de acetato de etilo por ambos métodos, asi como también que
el método de DPPH- mostro valores superiores comparados con los de ABTS:*; ambos
resultados podrian deberse al hecho de que el método ABTS:* detecta la capacidad
antioxidante de compuestos polares y no polares, mientras que DPPH- Unicamente de
compuestos polares (169) y a la diferencia entre los compuestos extraidos por cada disolvente

debido a su polaridad.

Se observé una relacion entre los resultados de actividad antioxidante por ambos métodos y
el contenido de fenoles totales y taninos de los extractos de aguacate, debido a que los
extractos con mayor actividad antioxidante fueron los que presentaban mayor concentracion
de dichos compuestos, esto concuerda con lo observado en diferentes estudios en los que se
analizaron extractos etandlicos y acetonicos de semilla y cascara de aguacate Hass en los que
se demostrd que a mayor contenido de fenoles, mayor capacidad antioxidante (116,122,141);
puesto que se sabe que los compuestos fendlicos poseen alta capacidad de atrapamiento de
radicales libres (170).
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9.2.  Estudios bioldgicos
9.2.1. Actividad hemolitica

Los resultados del presente estudio mostraron que los ocho extractos poseen menor actividad
hemolitica a dosis bajas (Figura 2), lo cual es similar a extractos hexanicos de semilla de
aguacate variedad drymifolia y al etandlico de cascara de aguacate Quintal sobre cultivo

primario de células epiteliales mamarias bovinas, eritrocitos humanos y ovinos (8,24,113).

Se ha reportado que el extracto acetdnico de pulpa de aguacate protege de la oxidacion a
eritrocitos humanos (171). Diversos autores han reportado por diferentes métodos que
extractos metandlicos, hexanicos y cloroférmicos de pulpa de aguacate Hass y Fuerte, poseen
baja citotoxicidad sobre lineas celulares no cancerosas como fibroblastos de pulmoén de
hamster chino (V79), células de tejido conectivo de ratdn (L-929) y células epiteliales orales
(TE1177) (172-174). Contrariamente, en un estudio realizado por Kulkarni et al. (175), se
encontrd que extractos metandlicos de hojas y pulpa de P. americana poseen alta
genotoxicidad, puesto que provocaron aberraciones en metafase sobre linfocitos humanos.

Se sabe que las saponinas tienen la propiedad de causar hemolisis (176); de los extractos
analizados solamente CHM, SHM, SCM y SCA mostraron la presencia de estos compuestos,
siendo SHM el extracto con mayor actividad de saponinas, sin embargo, con el menor
porcentaje de hemolisis, contrariamente, CCM fue el que presentd el mayor porcentaje de
lisis de eritrocitos pero no mostrd presencia de saponinas, por lo que a estos metabolitos no

se les puede atribuir exclusivamente el efecto hemolitico observado en todos los extractos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, de manera individual no se observo relacion entre la
actividad hemolitica causada por los extractos de aguacate y la actividad antioxidante, asi
como el contenido de compuestos fendlicos, alcaloides, esteroides y triterpenos, sin embargo,
no se descarta que estos metabolitos pudieran tener un efecto sobre la actividad biologica de
manera sinérgica o que posiblemente los extractos presenten otros compuestos que pudieran

contribuir a la lisis de los eritrocitos.
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9.2.2. Actividad citotoxica

Los extractos CHA, SHA, CCM, CCA 'y SCA presentaron actividad citotoxica tiempo y dosis
dependiente en ambas lineas celulares (Figuras 3b, 3d, 4a, 4b, 4d, 5b, 5d, 6a, 6b y 6d),
resultados similares han sido hallados por accion de diferentes extractos organicos de
distintas partes del aguacate, incluyendo extractos etanolicos, metanolicos, cloroférmicos,
hexanicos y en cloroformo/metanol de cascara, semilla, cubierta de semilla y pulpa de P.
americana variedades Hass y drymifolia sobre lineas celulares de cancer de mama (MDA-
MB-231 y MCF-7), cérvix (HeLa), colon (Caco-2, HT29 y HCT116), higado (HepG2),
pulmon (H1299 y A549), prostata (LNCaP), estdmago (BGC823) y orales (83-01-82CA)
(81,113,122,131,138-141,153,174). Por otro lado, se han observado resultados similares a
los obtenidos al probar compuestos aislados, como triterpenoides y defensinas PaDef de
semillay pulpa de aguacate Hass y criollo (var. drymifolia) sobre células MCF-7, HepG2 y
de leucemia mieloide (K562) y linfoide (Jurkat) (81,177-179).

Se ha sugerido que los compuestos fendlicos presentes en las plantas son los responsables de
la actividad anticancer (100,180-182), inhibiendo la iniciacion y la progresion de la
enfermedad al modular genes que regulan procesos claves como la transformacion
oncogénica de las células normales, desarrollo de tumores, angiogénesis, metastasis y
apoptosis (183). Tal es el caso de extractos etanolicos ricos en fenoles obtenidos de semilla,
cubierta de semilla y cascara de aguacate Hass, que disminuyeron la viabilidad y
proliferacion celular, ademas de reportar incremento del nimero de células apoptéticas en
las lineas celulares Caco-2, A549 y Hel a (cancer de cérvix) (122,141). Se ha publicado que
compuestos fenolicos puros que se encuentran en la cascara o semilla de aguacate, como es
el caso del 4&cido protocatecuico que tiene actividad citotoxica y antiproliferativa
dependientes de la dosis, induciendo apoptosis, arresto del ciclo celular en fase Go/M y
autofagia en lineas celulares de cancer de ovario (OVCAR-3, SKOV-3y A2780) (184); asi
como el &cido clorogénico, el cual tuvo efecto citotoxico sobre células 4T1 de cancer de
mama de raton e indujo la apoptosis via Bax, Bcl-2, p53 y caspasa 3 (185); otro compuesto
fenodlico es la quercitina, que demostrd efecto citotdxico dosis-dependiente sobre las lineas
celulares HepG2, Hep3B, MDA-MB-231 y HCT116, provocando la muerte celular a través

de la activacion de los lisosomas por el factor de transcripcion EB y la induccion de
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ferroptosis gracias a la peroxidacion lipidica generada por el aumento de especies reactivas
de oxigeno (ERO) (186); y la (-)-epicatequina disminuy0 la proliferacién celular de células
MDA-MB-231 y MCF-7 e indujo la apoptosis a través de la produccion de ERO (187).

Una de las principales hipotesis es que a mayor concentracion de fitoquimicos, mayor
capacidad antioxidante y, por lo tanto, mayor actividad anticAncer (188), sin embargo, en este
trabajo se observd que la mayoria de los extractos con baja actividad antioxidante y bajo
contenido de fenoles y taninos, tales como CHA, SHA, CCA, SCA y CCM, fueron los que
mostraron una constante actividad citotdxica; algunos autores han sugerido que este hecho
podria deberse a que la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos no juega un papel
importante durante las etapas tardias de la carcinogénesis, la promocion y la progresion,
siendo los mecanismos de accion principales el antiproliferativo y la induccion de apoptosis
y arresto del ciclo celular, mientras que en la iniciacion el efecto antioxidante es mas
relevante, cuando las ERO y otros carcindgenos prooxidantes provocan mutaciones en el
ADN (188,189).

Por otro lado, el extracto SHM incrementd la viabilidad de ambos tipos de células (Figuras
3c y 5¢), ademas presentd el mayor contenido de fenoles, taninos y la actividad antioxidante
mas elevada por ambos métodos (Tablas 6 y 8), asi como la actividad hemolitica mas baja
(Figura 2). Este incremento se puede deber a que el extracto contiene alta actividad
antioxidante promovida por los compuestos fendlicos, lo cual reduce la concentracion de
radicales libres en las células evitando la muerte celular y elevando la viabilidad celular; ya
que se ha demostrado que el aumento intracelular de especies reactivas de oxigeno (ERO)
induce la apoptosis, como es el caso del extracto cloroférmico de pulpa de aguacate Hass, el
cual aumento la cantidad de ERO en la linea celular 83-01-82CA, promoviendo la apoptosis
mediante vias intrinsecas y extrinsecas, mientras que en celulas orales normales no
aumentaron (174); en el caso del extracto hexanico de semilla de aguacate variedad
drymifolia, éste aumentd la produccion de ERO en la linea celular Caco-2, lo cual provoco
disminucion de la viabilidad celular y aumento de apoptosis via caspasas 8 y 9 (113);
asimismo los extractos etanolicos de semilla y hoja de aguacate Hass elevaron la generacién

de peroxido de hidrogeno induciendo apoptosis via p53 y caspasa 3 en células Jukart de
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leucemia, mientras que al ser combinados con el antioxidante N-acetil-cisteina se redujo el
peroxido de hidrégeno y se inhibio la apoptosis (190); asi como el péptido antimicrobiano
PaDef presente en la semilla de P. americana var. drymifolia indujo la produccion de
perdxido de hidrégeno y anion superdxido en células Jukart, estimulando la apoptosis por via
intrinseca y extrinseca, y realizando cambios epigenéticos en histona 3 (179); estos resultados
dan evidencia de que el aumento en la viabilidad celular inducida por el extracto podria estar
ligada a su elevada actividad antioxidante, aumentando el atrapamiento de ERO

intracelulares y evitando la muerte celular.

Por otro lado, se ha reportado que el factor nuclear eritroide 2 (NRF2) en las células
cancerosas se encuentra envuelto en la progresion de la enfermedad y que incluso puede
conferir resistencia hacia la quimioterapia y la radioterapia (191). NRF2 es un factor de
transcripcion que regula la expresion de diversos genes de enzimas antioxidantes endogenas,
ya que se une a una secuencia del ADN llamada elemento de respuesta antioxidante, y su
actividad es regulada por la proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch (Keapl), la cual se une a
NRF2 provocando su degradacion (192). Sin embargo, los compuestos antioxidantes pueden
inhibir a Keapl (193), lo cual se traduce en una sobre activacion de NRF2, aumentando la
expresion de enzimas antioxidantes que disminuyen las ERO intracelulares evitando la
apoptosis (194); esto podria haber sucedido en ambas lineas celulares malignas tratadas con
el extracto SHM, ya que mostro elevado contenido de compuestos fendlicos, los cuales
podrian causar blogueo de la accion de Keapl, evitando la degradacion de NRF2 y

sobreexpresando genes antioxidantes.

Los extractos CHM y SCM presentaron actividad citotoxica a dosis bajas, mientras que a
dosis altas mostraron recuperacion de la viabilidad en ambas lineas celulares (Figuras 3a, 4c,
5a y 6c); este incremento en la viabilidad podria ser explicado por el hecho de que en los
ensayos se utilizaron concentraciones de hasta 500 pug/mL de dichas muestras, por lo que al
aumentar la concentracion del extracto, también se eleva la concentracion de antioxidantes;
lo cual podria disminuir las ERO intracelulares por vias antioxidantes indirectas

(Keapl/NRF2) y directas, evitando la muerte celular, como se mencion6é en parrafos
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anteriores; sin embargo, no se descarta la accion de otro tipo de compuestos, pues ambas

partes morfoldgicas del aguacate contienen diferentes metabolitos.

La presencia de otros compuestos detectados en algunos de los extractos de cascara y semilla
de aguacate Hass y criollo, tales como saponinas, alcaloides, esteroides y triterpenos también
podrian haber contribuido al efecto bioldgico observado, puesto que algunos autores han
reportado que estos metabolitos mostraron actividad citotdxica sobre las lineas celulares
malignas de pulmon (NCI-H460 y Calu-1), colon (SW480 y Caco-2), ovario (CaOV-3 y
OVCAR-3), higado (HepG2) y mama (MDA-MB-231y MCF-7) (195-200).
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X.

CONCLUSIONES

El extracto SCA presento el mayor rendimiento.

Los ocho extractos contenian elevados niveles de fenoles y taninos, siendo SHM el
de mayor contenido.

Cuatro extractos presentaron saponinas, destacandose SHM con la mayor actividad.
Seis extractos mostraron presencia de alcaloides y dos de esteroides y triterpenos.

Todos los extractos presentaron alta actividad antioxidante por ambos métodos,
sobresaliendo SHM.

Todos los extractos mostraron baja actividad hemolitica, siendo SHM el de menor
actividad.

Los extractos con actividad citotoxica fueron CHA, SHA, CCA, SCA y CCM, cuyo
efecto fue dependiente de la dosis y del tiempo en ambas lineas celulares.

Los extractos CHM y SCM presentaron actividad citotoxica a bajas concentraciones,
sin embargo, a concentraciones elevadas se mostrd recuperacion de la viabilidad en
ambos tipos de células.

El extracto SHM incrementd la viabilidad celular de forma dosis-dependiente en las
dos lineas celulares.

La mayor actividad citotoxica se mostrd en las células SiHa por parte del extracto
SCA.
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XI.

RECOMENDACIONES
Se recomienda evaluar extractos que sean obtenidos a través de disolventes no
polares.

Se sugiere realizar la purificacion e identificacion de compuestos de los extractos
CHA, SHA, CCM, CCAy SCA, ya que fueron los que mostraron actividad citotoxica,

asi como de la muestra SHM, la cual caus6 aumento de la viabilidad celular.

Evaluar el efecto de las fracciones y metabolitos aislados sobre la viabilidad celular

en los mismos tipos de células utilizados.

Llevar a cabo estudios bioldgicos para determinar la actividad apoptética y la fase del
de arresto en el ciclo celular de los extractos CHA, SHA, CCM, CCA 'y SCA, por su

potencial uso como tratamientos para algun tipo de cancer de mama y cervix.

Es importante realizar estudios que evalten los mecanismos de accion de los extractos

con actividad citotdxica, asi como del que presentd aumento de la viabilidad celular.

Realizar estudios de citotoxicidad sobre otras lineas celulares.
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13.3. Analisis estadisticos de los ensayos bioldgicos

Anexo 12.3.1. Analisis estadistico del ensayo de actividad hemolitica causada por los extractos de aguacate Hass y criollo

% de hemolisis

Extracto 100 (ug/mL) 200 (ug/mL) 400 (pg/mL) 600 (ng/mL) 800 (png/mL) 1000 (pg/mL)
CHM 8.85+0.81%, 17.31+£0.21%, 33.73£3.05%, 52.58+0.34% 64.86+0.422, 73.24+1.48%
CHA 4.73+0.65°%, 11.97+0.11% 22.68+0.46",, 31.82+0.88"% 41.78+1.16° 47.96+0.26°
SHM 1.41+0.245%, 5.60+0.24¢, 7.83+£0.33% 10.4620.49% 11.60+1.59% 11.81+0.89%
SHA 9.83+0.294; 15.10+2.53¢, 24.65+0.224, 32.50+0.91° 39.80+1.004, 41.30+0.534,
CCM 15.33£0.73% 26.11+0.66°%, 46.35+0.84°, 61.28+0.97% 72.90+0.64°% 81.43+0.21%,
CCA 10.83+0.61%, 17.13+0.35%, 30.93+0.401, 43.35+1.07% 53.23+0.96', 63.06+0.12",
SCM 7.15+0.469, 12.72+0.45°, 21.79+1.80°, 30.34+0.45f 38.89+0.534, 44.34+1.049,
SCA 5.42+0.16°, 8.24+0.641, 12.72+0.88%, 17.01+0.419% 19.90+0.219, 23.83+0.66",

CHM = céascara de aguacate Hass en metanol, CHA = cascara de aguacate Hass en acetato de etilo, SHM = semilla de aguacate
Hass en metanol, SHA = semilla de aguacate Hass en acetato de etilo, CCM = cascara de aguacate criollo en metanol, CCA =
cascara de aguacate criollo en acetato de etilo, SCM = semilla de aguacate criollo en metanol y SCA = semilla de aguacate criollo
en acetato de etilo. Las letras a, b, ¢, d, e, f, g, h en superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre extractos
y las letras u, v, w, X, y, z en subindice diferencias entre concentraciones, halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los
valores representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.2. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto CHM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00%
100 97.55+1.43% 86.40+1.25° 74.59+1.11°,
250 27.89+1.50% 20.63+0.59¢ 15.12+1.61°,
300 32.45+1.38Y% 21.91+0.84% 17.12+0.68°,
500 41.71%0.41% 29.23+1.15%, 22.78+1.84%,

CHM = céscara de aguacate Hass en metanol. Las letras a, b, ¢, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.3. Anélisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto CHA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00%
250 79.87+1.86% 68.73+1.11% 46.55+1.94°,
375 57.19+1.06% 26.26+1.90°, 8.65+0.45%,
500 42.04+1.64% 16.64+1.78%, 7.88+0.28°,
750 22.70+1.44% 15.59+1.479, 7.34+0.14%

CHA = céascara de aguacate Hass en acetato de etilo. Las letras a, b, ¢, d, e en
superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones y las letras X, y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos
para cada concentracion, halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores
representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.4. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto SHM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.000.00% 100.000.00% 100.000.00%
10 104.11+2.10% 112.28+3.59°, 119.88+2.93",
50 115.09+4.03% 127.13+2.15%, 133.73+2.94,
100 130.52+2.39% 139.17+4.74%, 143.00+3.43¢,
250 140.56+3.50% 152.39+3.41°% 162.80+3.82¢,

SHM = semilla de aguacate Hass en metanol. Las letras a, b, c, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.5. Andlisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto SHA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72 h

0 100.000.00% 100.000.00% 100.00+0.00%
50 77.27+1.35% 52.760.40° 46.06+1.64°,
75 67.60+1.05% 48.08+1.42°% 8.76+1.46°%

100 60.01+1.18% 26.80+0.75Y 7.05+0.36%,

250 24.40+1.16% 11.03+0.85¢, 6.51+0.65%

SHA = semilla de aguacate Hass en acetato de etilo. Las letras a, b, c, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.6. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto CCM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72 h
0 100.000.00% 100.000.00% 100.000.00%
10 99.05+0.60% 97.27+1.18" 92.42+0.49°,
50 89.07+1.40% 58.87+1.37¢% 32.91+1.575
75 69.57+1.00% 41.54%1.12% 8.26+0.30;
100 53.11+1.19% 19.37+1.03% 7.5420.19%,

CCM = cascara de aguacate criollo en metanol. Las letras a, b, ¢, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.7. Anélisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto CCA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72 h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.000.00%
10 99.18+0.222, 98.10+1.212, 92.37+1.28"
50 83.02+1.20°% 67.64+0.84° 49.76+1.21%
100 68.75+1.17% 45.59+1.865% 7.52+0.38¢,

250 24.94+1.43% 12.42+0.32% 6.84+0.419,

CCA = cascara de aguacate criollo en acetato de etilo. Las letras a, b, c, d, e en
superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones y las letras X, y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos
para cada concentracion, halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores
representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.8. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto SCM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72 h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00%
50 94.03+0.44° 87.27+0.95°, 74.91+1.20°,
100 83.48+1.05% 76.29+0.36° 12.01+1.23%,
250 41.42+1.39% 29.95+0.95% 17.82+1.09%,
500 58.69+1.36% 52.56+1.34°% 31.31+1.05%,

SCM = semilla de aguacate criollo en metanol. Las letras a, b, ¢, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.9. Anélisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las células
SiHa tratadas con el extracto SCA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.000.00% 100.00+0.00% 100.000.00%
50 77.47+1.00% 53.08+1.65% 19.67+0.54°,
75 67.60+0.97% 35.99+1.53%, 7.04+0.44%,
100 57.00+1.28% 13.07+1.48%, 6.68+0.32°,
250 24.63+1.45% 11.30+1.56¢, 5.82+0.43%,

SCA = semilla de aguacate criollo en acetato de etilo. Las letras a, b, ¢, d, e en
superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones y las letras X, y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos
para cada concentracion, halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores
representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.10. Andlisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
células MDA-MB-231 tratadas con el extracto CHM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00%
50 66.96+1.29°% 58.31+1.00°, 31.50+0.75",
100 37.58+1.52% 25.02+0.56°% 16.50+0.83,
250 47.59+1.16% 35.97+1.58% 21.86+1.32%,
500 57.44%1.72% 51.07+1.98% 28.83+0.33,

CHM = céscara de aguacate Hass en metanol. Las letras a, b, ¢, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.11. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
células MDA-MB-231 tratadas con el extracto CHA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00%
100 76.83+1.16% 70.53+1.29% 61.24+2.04,
250 38.62+0.60% 30.41+0.93% 14.24+1.37%,
500 30.19+1.34% 23.30+0.68Y%, 11.41+1.319,
750 24.78+1.08% 19.40+1.61° 9.88+1.23¢,

CHA = céscara de aguacate Hass en acetato de etilo. Las letras a, b, ¢, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.12. Andlisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
células MDA-MB-231 tratadas con el extracto SHM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.000.00%
10 104.45+2.16% 116.61+3.71% 122.48+4.58%
50 111.58+2.05% 145.11+5.60°% 158.10+5.02,
100 127.42+2.97% 159.07+2.79% 191.37+4.00¢%,
250 147.03+5.64% 194.62+4.56°% 214.1345.35%,

SHM = semilla de aguacate Hass en metanol. Las letras a, b, ¢, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.13. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
células MDA-MB-231 tratadas con el extracto SHA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.00+0.00%
10 98.94+0.40% 96.67+0.80° 95.59+1.30%
50 88.16+1.26" 82.38+0.79% 71.70+1.735,
100 57.29+1.73% 40.84+1.424, 10.45+1.149%,
250 21.64+1.14% 17.21+1.348, 9.16+0.77%,

SHA =semilla de aguacate Hass en acetato de etilo. Las letras a, b, ¢, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.14. Andlisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
celulas MDA-MB-231 tratadas con el extracto CCM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.000.00%
10 98.57+1.35% 96.62+0.89° 91.43+1.94%
50 85.76+1.13"% 69.12+1.51¢ 43.46%1.64°%
100 61.24+0.88% 44.16+1.879 8.84+0.81,

250 33.02+1.57% 14.28+0.35°% 7.41+0.849,

CCM = cascara de aguacate criollo en metanol. Las letras a, b, c, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, Z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.15. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
células MDA-MB-231 tratadas con el extracto CCA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.00+0.00% 100.00+0.00% 100.000.00%
50 83.40+1.58% 79.03+1.20°, 66.95+1.55°,
100 44.02+1.82% 31.93+1.42% 17.39+2.14°,
250 28.63+1.27% 25.17+1.46% 12.58+0.66",
500 19.22+1.63% 16.16+0.21°, 11.46+0.59%,

CCA = cascara de aguacate criollo en acetato de etilo. Las letras a, b, c, d, e en
superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones y las letras X, y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos
para cada concentracion, halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores
representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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Anexo 12.3.16. Andlisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
celulas MDA-MB-231 tratadas con el extracto SCM

%o de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.000.00% 100.000.00% 100.000.00%
50 98.69+0.53% 96.28+0.37% 92.51+1.63"
100 89.78+0.91°% 83.20+1.46°% 58.52+1.46°,
250 44.16%1.32% 39.23+2.079 27.79+1.49%
500 84.83+1.55% 71.73+1.42°%, 63.39+1.68°,

SCM = semilla de aguacate criollo en metanol. Las letras a, b, c, d, e en superindice
indican diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones y las letras
X, Y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos para cada concentracion,
halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores representan la media de
tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).

Anexo 12.3.17. Analisis estadistico de los ensayos de citotoxicidad sobre las
células MDA-MB-231 tratadas con el extracto SCA

% de viabilidad celular

Concentracion

(ug/mL) 24 h 48 h 72h

0 100.000.00% 100.000.00% 100.000.00%
50 91.74+0.81°% 86.17+0.96° 80.16+1.32°,
100 67.59+1.15% 52.82+1.85% 10.25+1.34%,
250 27.46+1.20% 22.81+1.64% 9.12+1.36%,

500 19.97+0.53% 16.83+1.45¢ 8.02+1.299,

SCA = semilla de aguacate criollo en acetato de etilo. Las letras a, b, c, d, e en
superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones y las letras x, y, z en subindice denotan diferencias entre los tiempos
para cada concentracion, halladas en pruebas post hoc de Tukey (p<0.05). Los valores
representan la media de tres repeticiones independientes + desviacion estandar (DE).
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