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RESUMEN

La pectina es un polisacarido complejo proveniente de la pared celular de los vegetales. Su
estructura quimica estd compuesta por una cadena central de &cido galacturénico (GalpA) unido
por enlaces glucosidicos a-(1,4), formando homogalacturonanos lineales (HG) intercalado con
ramificaciones con unidades de ramnosa y galactosa, es decir, de ramnogalacturonanos tipo 1 y Il
(RG-1 y RG-II), arabinano y arabinogalactano. Gracias a su diversidad estructural se pueden
obtener cadenas cortas denominadas oligosacaridos, que presentan distintas propiedades
funcionales y bioactividades. Es por lo anterior que surge el interés hacia la obtencion de
oligosacaridos a partir de recursos bioldgicos reutilizables como los residuos agroindustriales.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el papel del peso molecular de oligosacaridos de
pectina (OP) en su actividad antiproliferativa sobre células de adenocarcinoma colorrectal de
humano (Caco2). Los OP se obtuvieron a partir de la degradacion parcial de la estructura de la
pectina por hidrélisis quimica e hidrdlisis hidrotérmica y posteriormente por separacion de peso
molecular en rangos de <1, 1-10 y >10 kDa. A dichas fracciones se les determino el contenido de
azucares neutros por cromatografia de gases, la identidad molecular y el grado de metoxilacion por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier y el contenido de acido ferulico y acido
galacturonico por cromatografia liquida (HPLC). Para finalmente evaluar mediante (Bromuro de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) el efecto antiproliferativo de las fracciones
de OP sobre la linea celular de cancer colorrectal Caco2 y posible sinergismo de OP con
Doxorrubicina.

Las fracciones de OP estudiadas mostraron tener un contenido de monosacaridos similares entre
ellas, con un alto contenido de acido galacturénico. La fraccion de OP <1 kDa, presentd efecto
antiproliferativo (inhibicién crecimiento celular 20 y 70 %) sobre Caco2 en las concentraciones de
500 y 1000 ug/mL. Las otras dos fracciones de OP no presentaron efecto en inhibir el crecimiento
celular de Caco2. En la evaluacion de sinergismo de cada fraccion de OP con Doxorrubicina, la
combinacion de OP de 1-10 kDa y Doxorrubicina presentan efecto aditivo (0.9), sin embargo, las
combinaciones de OP <1 kDa y >10 kDa no fueron aditivas. La diversidad de los componentes
estructurales de las cadenas de OP, brinda gran posibilidad de interacciones celulares una vez en

contacto con la membrana celular. Ademas de tener un efecto antiproliferativo por si solo, los OP
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tienen también el potencial de sensibilizar células cancerigenas al estar en compafiia de una droga
anticancerigena.

Palabras claves: Oligosacéaridos de pectina, pectina, antiproliferativo, doxorrubicina, Caco2,
sinergismo.

11



ABSTRACT

Pectin is a complex polysaccharide from the cell wall of plants. Its chemical structure is
composed of a central chain of galacturonic acid (GalpA) linked by a-(1,4) glycosidic bonds,
forming linear homogalacturonans (HG) intercalated with ramifications with rhamnose and
galactose units, that is, type | rhamnogalacturonans and Il (RG-l1 and RG-II), arabinan and
arabinogalactan. Thanks to its structural diversity, short chains called oligosaccharides can be
obtained, which have different functional properties and bioactivities. It is for the above that
interest arises in obtaining oligosaccharides from reusable biological resources such as agro-
industrial waste.

The objective of this work was to determine the role of the molecular weight of pectin
oligosaccharides (OP) in their antiproliferative activity on human colorectal adenocarcinoma cells
(Caco2). The OPs were obtained from the degradation of the pectin structure by chemical
hydrolysis and hydrothermal hydrolysis and later by molecular weight separation in ranges of <1,
1-10, and >10 kDa. The content of neutral sugars was determined in these fractions by gas
chromatography, the content of functional groups by Fourier transform infrared spectroscopy, and
the content of ferulic acid and galacturonic acid by liquid chromatography (HPLC). To finally
evaluate by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) the
antiproliferative effect of OP fractions on the Caco2 colorectal cancer cell line and possible
synergism of OP with Doxorubicin.

The OP fractions studied showed similar monosaccharide content among them, with a high content
of galacturonic acid. The fraction of OP <1kDa, presented an antiproliferative effect (cell growth
inhibition 20 and 70 %) on Caco2 at concentrations of 500 and 1000 pg/mL. The other two OP
fractions had no effect in inhibiting Caco2 cell growth. In the synergism evaluation of each OP
fraction with Doxorubicin, the combination of 1-10 kDa OP and Doxorubicin present an additive
effect (0.9), however, the combinations of OP <1 kDa and >10 kDa are not additive. The diversity
of the structural components of the OP chains offers a great possibility of cellular interactions once
in contact with the cell membrane. In addition to having an antiproliferative effect on its own, it

also has the potential to sensitize cancer cells when in the company of an anticancer drug.

Key words: Pectin oligosaccharides, pectin, antiproliferative, doxorubicin, Caco2, synergism.
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1. INTRODUCCION

La pared celular vegetal forma una matriz extracelular continua de célula a célula,
constituyendo el esqueleto de los tejidos vegetales. Es un componente clave en la formacion de
paredes celulares de plantas superiores, siendo involucrada en varias propiedades como la
porosidad, la carga superficial, el pH, el equilibrio i6nico, la adhesién célula-célula, flexibilidad de
la pared celular y defensa contra el estrés bidtico (Bonnin et al., 2014).

La pectina es probablemente el polisacarido mas complejo y versatil presente en las paredes
celulares de las plantas. Consta de diferentes monosacaridos, que estan unidos mediante enlaces
glucosidicos entre si. Puede estar constituida por diferentes regiones estructurales asociadas como
los homogalacturonanos (HG), xylogalacturonanos (XGA), rhamnogalacturonanos tipo | (RGI),
rhamnogalacturonanos tipo Il (RGII), arabinanos y arabinogalactanos (Chan et al., 2017). Siendo
elementos primarios estructurales las regiones HG, RG 1 y RG Il. EI HG consiste en una columna
vertebral de restos de (1—4)-a-D-4cido galacturdnico, que pueden ser metilesterificados en el C-6
del acido galacturonico. La subunidad RG-I tiene repeticiones de residuos alternados de D-
galacturonosil-a-1,2-1-ramnosa unidos por a-1,4 y las unidades de ramnosa, a su vez, pueden
sustituirse con cadenas laterales de azucares neutros (Li et al., 2021; Remoroza et al., 2014).

Es de gran interés aclarar la estructura quimica de las pectinas, conocer mas sobre su organizacion
y diversidad estructural, asi como las dimensiones de las cadenas laterales y la naturaleza de los
residuos de monosacaridos terminales que desempefian un papel crucial sobre las propiedades

bioldgicas y fisiologicas, que presenta la pectina (Mari¢ et al., 2018; Patova et al., 2014).
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2. ANTECEDENTES

Los oligosacaridos son cadenas cortas de polisacaridos conformados de 2 a 10 monosacaridos en
su estructura, son indispensables como componentes en la alimentacién y se utilizan en
farmacéuticos, cosméticos y preparaciones nutracéuticas (Rajagopalan y Krishnan, 2019). Los
oligosacéridos en el tracto digestivo promueven la produccion de acidos grasos volatiles por la
microbiota coldnica, que pueden reducir la constipacion, reducir la glucosa en sangre, mejorar la
absorcién de minerales y el metabolismo de lipidos, prevenir el desarrollo de cancer de colon,
inhibir la adhesion de patégenos, y modular la actividad inmune (Tan et al., 2018). Ademas, los
OP presenta efectos antioxidantes al reducir la actividad de radicales libres (Ogutu y Mu, 2017,
Chen et al., 2019). Se ha observado el efecto inmunomodulador de los oligosacaridos sobre
diferentes tipos de inmunidad, siendo que tienen un efecto sobre el sistema inmune como
antiinflamatorio, por medio de regulacion de vias que promueven la inflamacion (Bezerra et al.,
2018), mejorando la respuesta inmune de la mucosa al incrementar la fagocitosis de macrofagos y
promover la variacion de mediadores proinflamatorios, entre otros (Ramachandran et al., 2011;
Fang et al., 2012; Kothari et al., 2014).

Existe una variedad de reportes sobre las propiedades anticancer de las fracciones de pectina citrica
modificada por calor, se ha visto su capacidad en inhibir el crecimiento celular de células de cancer
de colon e inducir citotoxicidad en células de cancer de prostata, entre otros. Su principal efecto
antiproliferativo es mediante la induccion de apoptosis, al inhibir el receptor de membrana
galectina-3, siendo que este se encuentra sobre expresado en células cancerigenas que promueven
su proliferacion celular y metastasis (Blanchard et al., 2014; Eliaz y Raz, 2019; Johnson et al.,
2007).

Se considera que las propiedades bioldgicas de oligosacaridos de pectina y pectina dependen de su
composicién quimica de monosacaridos, grado de esterificacion, longitud estructural, peso
molecular, ramificaciones y tipos de constituyentes entre otros. Por ello, el interés en su obtencion

y caracterizacion fisicoquimica en base a las propiedades bioldgicas (Gomez et al., 2017).
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2.1. Pectinas

Los polisacéridos de pectina son componentes estructurales vitales de las paredes celulares de las
plantas, y a menudo estan asociados con otros polisacaridos de la pared celular como la celulosa y
las hemicelulosas. El uso tradicional de la pectina es como agente gelificante, espesante y
estabilizador que se complementa con las propiedades de ser un sustituto de grasa y un ingrediente
funcional que promueve la salud (Luo et al., 2017; Babbar et al., 2016). Las aplicaciones no
alimentarias incluyen el uso en las industrias médica y farmacéutica, donde los beneficios que
promueven la salud y las bioactividades de la pectina han demostrado potencial para aplicaciones
biomédicas que incluyen administracion de medicamentos, ingenieria de tejidos y curacion de
heridas (Munarin et al., 2012).

Las pectinas se obtienen a partir de citricos o pomaceos, desperdicios de mango, amaranto,
remolacha azucarera, y también de la transformacion de sus desechos agroindustriales, como
cascaras, bagazo y orujo de frutas, entre otros. Constantemente se buscan nuevas fuentes de
pectinas debido a la creciente demanday al creciente interés en agregar valor a fuentes alternativas
para obtener pectinas con propiedades funcionales de interés (Mdller-Maatsch et al., 2016; Lara-
Espinoza et al., 2018).

2.1.1. Estructura quimica de Pectinas Feruladas

El término pectina cubre una variedad de polimeros de acuerdo con su peso molecular,
configuracién quimica, y contenido de azucares neutros (Flutto, 2003; Bonnin et al., 2014).
Estructuralmente, las pectinas estdn compuestas por una cadena central de acido galacturénico
(GalpA) unido por enlaces glucosidicos a-(1,4) formando un HG que puede estar intercalado con
ramificaciones RG-1 y RG-II, otros elementos estructurales de los que puede estar atribuido son
los XGA, arabinano y arabinogalactano. Los grupos hidroxilo del acido galacturénico puede estar
parcialmente metilado o acetilado. Las cadenas de azlcares neutros pueden estar unidas a las

regiones “lisas”, generando regiones “ramificadas”. Los azlcares neutros mas comunes son
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ramnosa, galactosa y arabinosa. La pectina se produce comercialmente por extraccion a partir de
la materia prima con soluciones acidas y precipitacion adicional de alcohol (Combo et al., 2013;
Karaki et al., 2016; Prandi et al., 2018).

Galactano

Xilogalacturonano

Arabinogalactano
Tipo |

Apiogalacturonano

Homogalacturonano

Ramnogalacturonano Il

Arabinano
Arabinogalactano
Tipo Il

Acido glucurénico Acido Fertlico
Acidoacido desoxysiloheptulopuranosilarico (Dha)
Acido ceto desoxi manno octulopiranosilénico (KDO)

g) Acido galacturénico ? Metilo de éster
Ramnosa ? Acetilo de éster
O Arabinosa O Fucosa Ramnogalacturonano |
O  Galactosa Apiosa
@  Xilosa o Acido acético
o] 2
O
O

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura propuesta para pectina. Modificada a partir
de B. Gullon, et al., (2013), con inclusion de cido ferulico (AF).

En funcion del material vegetal de procedencia, las pectinas pueden variar en sus propiedades
funcionales. De hecho, el HG de diferentes materias primas puede presentar diferencias
estructurales significativas, que influyen en sus propiedades y aplicaciones. Por ejemplo, las
cadenas HG en la pectina de remolacha azucarera son mas cortas que las de citricos y pomaceos,
su RG-1 es méas abundante y puede presentar acido feralico (AF) en la cadena principal de
arabinano, en la arabinosa terminal, o en la columna vertebral principal de galactano. El &cido
feralico esta unido principalmente en la posicion O-2 de los residuos de arabinosa a-1,5 enlazados
en las cadenas laterales de arabinano y también puede encontrarse unido a galactanos p-1, 4 de la
cadena central, (figura 1) (Oosterveld et al., 1997; Ou y Sun, 2014). Las sustituciones de AF dentro
de la pectina pueden estar presentes como mondmeros o formar dimeros con otras cadenas laterales
a través de reacciones de acoplamiento oxidativo (Holck et al., 2011). Su contenido confiere a las

pectinas una caracteristica favorable para los efectos multifuncionales basados en la actividad
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antioxidante. Las pectinas extraidas de espinaca, remolacha azucarera y quinoa son las que
presentan cantidades significativas de &cido ferulico esterificado, por lo que se les puede denominar
como pectinas feruladas (Saulnier y Thibault, 1999; J. Zhu, et al, 2018).

2.2. Oligosacéridos de Pectina (OP)

La estructura de los oligosacéridos de pectina (OP) esta compuesta por unidades de monosacaridos
unidas por enlaces glucosidico, cada molécula de oligosacéarido tiene un extremo reductor y uno
no reductor. El extremo reductor es cuando la molécula presenta un grupo aldehido libre capaz de
actuar como agente reductor. La mayoria de los oligosacaridos se obtienen por la hidrolisis de
polisacaridos hacia unidades mas cortas por hidrdlisis &cida o enzimética (BeMiller, 2019). La
pectina es de los polisacaridos de mayor interés para la obtencién de oligosacaridos con

propiedades funcionales por su diversidad estructural (Prandi et al., 2018).

2.2.1. Métodos de Obtencién de Oligosacaridos de Pectina

El interés hacia la obtencion de OP funcionales de recursos bioldgicos reutilizables es recuperar
estructuras con mayor potencial de bioactividad (Holck et al., 2014). La extraccion de los
oligosacaridos de pectina se puede llevar a cabo por varios métodos fisicoquimicos, donde se lleva
a cabo primero, la obtencion de pectina y después, la degradacion de su estructura para obtener los
oligosacaridos.

La obtencion de oligosacaridos de pectina es a partir de la extraccion convencional de la pectina
que es a base de agua con la aplicacién de distintos aditivos quimicos, para llevar acabo la beta-
eliminacion de la cadena central de HG (Li et al., 2012). La extraccién de pectina'y OP se realiza
con hidrdlisis acida con valores de pH de 1.5-3.0 y temperaturas altas de 60-100 °C, por algunas
horas dependiendo del método especifico (Putnik et al., 2017). Se ha implementado, el tratamiento

hidrotérmico de pectina para producir la degradacion y desramificacién de la estructura quimica,
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este método se realiza a temperaturas de 130-230 °C y en algunos casos con presion mediante
autoclave (de Moura et al., 2015). Un método muy utilizado para la obtencion de OP es la hidrdlisis
enzimatica, el cual implica el uso de enzimas especificas con alta seleccién en regiones del
polisacarido, dependiendo de su sitio de accion en el polimero péptico, las enzimas que degradan
la pectina se pueden clasificar como degradadoras de HG y degradadoras de RG-I, a su vez, la
estructura puede sufrir dos tipos de degradacion: desesterificacion y despolimerizacién. Ademas
de afectar la masa molar global, las modificaciones estructurales pueden afectar los sustituyentes
no azucarados o las cadenas laterales de azlcares (Concha y Zufiga, 2012; Karaki et al., 2016).
Una vez obtenidos los OP, deben ser purificados para eliminar compuestos no deseados que
pudieron formarse durante la extraccion. Se han propuesto varias técnicas, que incluyen extraccion
de etanol y solventes organicos, evaporacion al vacio, precipitacion de solventes, liofilizacion,
separacion cromatografica, adsorcion, intercambio idnico o tecnologias de membrana, entre otras
(Dranca y Oroian, 2018).

Posteriormente, es posible emplear métodos de caracterizacion fisicoquimica para conocer la
estructura quimica, peso molecular, grado de esterificacion, acetilacion y polimerizacion. Esto
requiere de la combinacion de varias técnicas analiticas, como la cromatografia liquida de alto
rendimiento acoplada a un detector de masas (HPLC-MS), cromatografia de intercambio ionico
(HPAEC), métodos de ionizacion por electro pulverizacion y desorcion/ionizacion laser asistida
por matriz (MALDI), espectrometria de masas, espectroscopia infrarroja y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (NMR) (Sabater et al, 2019).

La identificacion y caracterizacion fisicoquimica de los oligosacaridos de pectina es la base para
comprender como sus distintos componentes pudieran interactuar a nivel bioldgico y asi guiar hacia

posibles rutas o mecanismos de accion relacionados a sus efectos benéficos en la salud.

2.3. Cancer

El cancer pertenece al grupo de enfermedades complejas y devastadoras que implican un
crecimiento celular incontrolado con el potencial de invadir o afectar cualquier parte del cuerpo. A

nivel mundial, el cancer es una enfermedad que va en aumento y es considerada como una de las
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principales causas de muerte, su incidencia y mortalidad va en un acelerado aumento, siendo que,
en 2018, se estimd que la carga del cancer ascendié a 18 millones de casos nuevos y 9.6 millones
de muertes, una de las razones de esto lo anterior es el envejecimiento y el crecimiento poblacional,
ademas de los factores de riesgo del cancer (Bray et al., 2018). En México, la magnitud de los
efectos del cancer en la salud no es muy diferente al panorama mundial, siendo la tercera causa de
muerte, después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Anualmente en el pais se
suman mas de 128,000 casos de cancer en mexicanos. De acuerdo con organismos internacionales,
los canceres de mama, prdstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmoén son los mas recurrentes en
la poblacion en general para ambos sexos. En un analisis epidemioldgico encontraron que en los
estados del norte del pais se registré un incremento en la mortalidad por cancer. La Sociedad
Mexicana de Oncologia (SMeQ) considera que las cifras elevadas de muertes por cancer se deben
a diagnosticos tardios, donde el 60 % de los casos de cancer en México es detectado en etapas
avanzadas (Sociedad Mexicana de Oncologia A.C, 2016).

2.3.1. Cancer Colorrectal (CCR)

El CCR es causado por factores externos como el tabaco, alcoholismo, obesidad, sedentarismo y
dietas altas en carnes rojas y procesada. Como factores de riesgo interno son los antecedentes
familiares de cancer colorrectal y algunas enfermedades hereditarias (Instituto Nacional de
Cancerologia & Instituto Nacional de Salud Pablica, 2015).

En México el CCR representa una de las principales causas de muerte, siendo de las patologias
mas frecuentes en la poblacion general, con un aumento en su frecuencia. En general se reporta en
pacientes de arriba de 50 afios, pero se ha notado un aumento de este padecimiento en poblacion
mexicana mas joven. El tratamiento de CCR, consiste principalmente en cirugia, quimioterapia
como adyuvante y terapias dirigidas. Sin embargo, estas presentan un bajo pronéstico de
supervivencia debido al diagndstico tardio y a su sintomatologia tardia de la enfermedad, ademas
de que los tratamientos son agresivos y presentan efectos secundarios nocivos para la salud (Tirado
y Mohar, 2008; Burbano et al., 2016).

Se ha visto que la dieta juega un factor importante en el desarrollo del cancer, ya que el contenido
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de esta puede ayudar a prevenir e influir en la evolucion de este, esto cuando esta compuesta por
un consumo apropiado de frutas y verduras, por su alto contenido de fibra, nutrientes, vitaminas y
minerales. La fibra de los vegetales esta formada por cadenas biopoliméricas de polisacaridos, que
le confieren proteccion y estructura, entre ellos la pectina, como se ha mencionado anteriormente
(Stepien et al, 2016).

La resistencia a drogas en las células tumorales complica la eliminacion de éstas, ademas la
aplicacion de quimioterapias presenta una gran cantidad de efectos secundarios en el organismo.
Estudios sobre la pectina y sus derivados, han podido establecer un rol de los anteriores sobre la
inhibicion a metéstasis. Principalmente estas propiedades estan asociadas a la pectina proveniente
de la dieta, con efecto en la inhibicion de crecimiento tumoral y regulacion de oncogénesis (Jeon
et al., 2011; Naqash et al., 2017).

2.3.2. Tratamientos en CCR

El tratamiento para CCR depende del estadio de la enfermedad, a partir del diagnostico y
confirmacion de CCR mediante las pruebas de colonoscopia, sangre en heces, hemograma,
tomografia, pruebas de laboratorio, signos y sintomas. Estos permiten la clasificacion de las etapas
de CCR I, 11 Il y IV (Argilés et al., 2020). De acuerdo a la Sociedad Americana de Cancer, en los
estadios I, 11, donde el cancer se encuentra localizado se emplea la reseccion del tejido cancerigeno
por cirugia, y posteriormente tratamientos locales; en el estadio 111, el cancer esta localizado en
colon y presenta diseminacién a ganglios linfaticos cercanos o a un solo tejido del cuerpo, como
tratamiento en esta etapa ademas de la cirugia se pueden emplear tratamientos sistémicos como la
quimioterapia; en el estadios 1V, hay metastasis en otros tejidos cercanos o lejanos y ganglios, en
estas etapas se evalUa la viabilidad de la cirugia y se escoge tratamientos de quimioterapia. Como
parte de los medicamentos para tratar el cancer colorrectal se emplea 5-fluorouracilo (5-FU),
Capecitabina, Irinotecan, Oxaliplatino como los mas comunes, dependiendo del estado del paciente

estos se pueden emplear en combinacién (ACS, 2020; Arnold et al., 2017).
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2.3.3. Doxorrubicina

Doxorrubicina (Dox), es una droga antineoplésica perteneciente a la clase de antraciclinas, utilizada
para tumores sélidos, canceres de sangre, y neoplasias diseminadas, a su vez, también tiene uso
como adyuvante terapéutico (Peres Diaz et al., 2020). La estructura quimica de Dox se muestra en
la Figura 2, la molécula de Dox puede formar fuertes enlaces de hidrdégeno con otros radicales
hidroxilo o grupos amino, lo que relaciona la liberacion de Dox activada por el pH en el medio
(Ruoshi et al., 2021).

Doxorrubicina ingresa a las celulas mediante difusion celular y por captacion mediada por
portadores, esto dependiendo del ambiente extracelular que se ve afectado por la temperatura y pH.
Dentro de la célula su principal accion y distribucion es sobre el material genético en el nucleo, por
su interaccién con la enzima Topoisomerasa Il, inhibiendo su actividad de intercalarse con el ADN,
esto resulta en el desdoblamiento de la hebra de ADN ocasionando la generacion de nucleosomas

inestables, resultando en la induccion de apoptosis y autofagia (Sritharan y Sivalingan, 2021).

NH,

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura quimica de Doxorrubicina.

Intracelularmente doxorrubicina se une especificamente a la membrana de fosfolipidos interna
mitocondrial e inhibe el complejo | y Il de la cadena de transporte de electrones, favoreciendo la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles), en el citoplasma la

estructura quimica de doxorrubicina sufre una reduccion de un electron a un radical libre, una
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especie de semiquinona catalizada por microsomas, sarcosomas y mitocondrias. En presencia de
oxigeno molecular, los radicales de semiquinona de doxorrubicina se reoxidan rapidamente en un
proceso que genera superoxido (Davies y Doroshow, 1986; Thorn et al., 2011).

El uso de doxorrubicina esta limitado por una toxicidad cardiaca Unica que puede ser el resultado
de la formacion de radicales libres inducida por la antraciclina. Los efectos secundarios del uso de
Dox como tratamiento se pueden presentar a partir de la primera administracion, donde puede haber
disfuncion cardiaca, arritmias, cardiomiopatias, ademas de vOmitos, nausea, problemas
gastrointestinales, y en algunos casos en el sistema neuroldgico (Tacar et al., 2013).
Adicionalmente, se han buscado variaciones en la formulacion de Dox, tratamientos combinados
0 adyuvantes para disminuir la toxicidad de Dox. También hay un interés en administrar un
tratamiento previo a Dox para proteger o prevenir los efectos secundarios (Varela-Lopez et al.,
2019).

La mayoria de los agentes anticancerigenos no pueden diferenciar especificamente el tejido
cancerigeno de las células normales, lo que lleva a una toxicidad sistémica con efectos secundarios
muy nocivos. Los efectos secundarios graves en otros tejidos limitan en gran medida la dosis
sistémica maxima permitida, lo que resulta en concentraciones inadecuadas del farmaco que llegan
al tumor. La administracion de farmacos convencional no dirigida sigue siendo un impulso
importante para el régimen de tratamiento tradicional porque reduce gradualmente los efectos
secundarios al tiempo que extiende la biodisponibilidad de los farmacos antineoplasicos
quimioterapéuticos. Sin embargo, esta modalidad no ha dado el resultado esperado (Banerjee et
al., 2017).

2.4. Potencial Antiproliferativo de OP

A pesar de la disponibilidad de muchos medicamentos contra el cancer, el perfil de la enfermedad
por patogenicidad evidencié de manera convincente que la mortalidad de los pacientes afectados
se debe a la diseminacion metastasica. El cancer gastrico esta estrechamente relacionado con
factores dietéticos y alteraciones en el estado oxidante/antioxidante, aumento de la proliferacién

celular, angiogénesis y desregulacion de la apoptosis. La pectina dietética es fermentada en el colon
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a cadenas cortas de acidos grasos que normalizan la microbiota del tracto gastrointestinal
disminuyendo el pH y previniendo desarrollo patogénico, afectando la red de galectina, regulando
proteinas apoptoticas en el colon (Gomez et al., 2014; Louis et al., 2014).

Se ha reportado que los oligosacéridos o fracciones de pectina (OP) ricas en regiones estructurales
de HG y RGI presentan actividad antiproliferativa en células cancerigenas al inducir la apoptosis,
siendo que las cadenas laterales de galactano estan relacionadas con la actividad y las de arabinano
en proporcionar un efecto aditivo leve, la combinacion de estas regiones se ha relacionado con un
efecto antiproliferativo potenciado, siendo que esta adopta una conformacién cooperativa que
maximiza la disponibilidad de cadenas laterales de galactanos (Suganya et al., 2016; Nagash et al.,
2017)

En este sentido se ha visto que los OP pueden participar en la inhibicion de la funcién de la proteina
pro-metastasica galectina-3 (Gal3), esto a traves de una interaccion con las cadenas laterales de
galactanos, blogueando su interaccion con otras proteinas y péptidos, deteniendo todas las vias
posibles que implican adhesion celular, migracién, y apoptosis (Jackson et al., 2007; Newlaczyl y
Yu, 2011). Por lo anterior se postul6 como un mecanismo de accion potencial y a su vez da lugar
a la teoria de que las regiones RGI de pectina, particularmente las cadenas laterales de galactanos,
son importantes para la bioactividad (Gao et al., 2013; Maxwell et al., 2015). Aunado a lo anterior,
las pectinas modificadas con quimicos, calor, radiacion y/o enzimas, teniendo como resultado
oligosacaridos poseen una mayor actividad antitumoral que las pectinas nativas o no modificadas
(Vladislav et al., 2009). A su vez, se ha sugerido que los oligosacaridos de bajo peso molecular
muestran una mejor propiedad inhibidora de la galectina-3 en comparacion con la pectina (Kapoor
y Dharmesh, 2017).

Por otro lado, la pectina citrica modificada (PCM) por calor utilizada comercialmente, tiene efecto
inmunomodulador, activando células T citotoxicas y células asesinas naturales (NK, por sus siglas
en ingles), esto sobre una linea celular de leucemia mieloide crénica promoviendo la citélisis en
estas, esta activacion fue de manera dosis dependiente de PCM (Ramachandran et al., 2011).

La estructura de los oligosacaridos de pectina y pectinas modificadas pueden variar dependiendo
del tratamiento empleado para su extraccién y obtencion. Por esto, se han encontrado diferentes
mecanismos antiproliferativos en relacion con el proceso de modificacion o hidrélisis, como lo

muestra la Figura 3.
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Figura 3. Representacion esquematica de las distintas actividades biolégicas de pectinas
modificadas. Tomado de Leclere et al., 2013.

2.4.1. Potencial Antiproliferativo de OP en Relacidn con su Peso Molecular

Se ha reportado que existe una posible relacion de la actividad antiproliferativa de los OP
dependiendo de su tamafio y peso molecular, asi como la composicion de azucares de la que esta
formada su estructura.

Las fracciones de pectina citrica modificada (PCM) obtenidas mediante tratamiento hidrotérmico
(por autoclave), y compuestas con un alto contenido de HG, presentaron efecto antiproliferativo en
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lineas celulares de hepatocarcinoma humano y céncer de pulmén humano, la inhibicion del
crecimiento celular fue por la activacion de caspasa-8 e induccion de autofagia (Leclere et al.,
2015). A su vez la PCM fraccionada en tamafio molecular de 30, 10 y 3 kDa, present6 efecto
antiproliferativo sobre lineas celulares de cancer de colon (HTC116 y HT29) y de prostata (PC3),
su efecto dependi6 del tamafio molecular, y se relacion6 con un alto grado de esterificacion, alto
contenido de galactosa (PCM10/3) y acido galacturénico (PCM30/10). Las fracciones de 30 a 10
kDa 'y de 10 a 3 kDa tuvieron mayor efecto sobre las células de cancer de colon que sobre las
células de préstata, induciendo muerte celular por necrosis y necroptosis sobre HTC116 y PC3 (do
Prado et al., 2019)

Por otro lado, Maxwell et al. (2015), realizaron la degradacion de pectina de papa por hidrolisis
acida y la separacion de fracciones concentradas de HG y RGI. En este sentido, RGI redujo
significativamente la proliferacion de células DLD1(cancer colorrectal), dependiente de la dosis.
Al parecer, lo anterior se debi¢ al desprendimiento celular, ya que el tratamiento con RGl en DLD1
condujo a una disminucion en la expresion de la molécula de adhesion ICAM1, lo que lleva a la
disminucion de la proliferacion celular. El andlisis estructural de los RGI sugiere que los segmentos
de HG en RGI (asi como la presencia de cadenas laterales de azUcares neutros) son esenciales para
la bioactividad (Maxwell et al., 2015).

También Maxwell et al. (2016), evaluaron el efecto antiproliferativo de la fraccion soluble de
pectina de remolacha azucarera extraida por tratamiento alcalino, donde presentd efecto sobre la
linea celular de cancer de colon HT29 al inducir apoptosis. Su estructura quimica esta compuesta
por un alto contenido de &cido galacturénico, ramnosa y galactosa. Ademas, al eliminar la region
de RGI de la ramificacion de la estructura observaron que la actividad se mantenia, sugiriendo que

la cadena central de HG también puede ser bioactiva (Maxwell et al., 2016).

2.4.2 Interaccion de OP con Receptores Celulares en Caco2

La linea celular de adenocarcinoma de colon Caco2 es un modelo apropiado de simulacién in vitro
para estudios de respuesta celular de CCR teniendo una relacién confiable para estudios sobre la

absorcion de farmacos y otros compuestos después de la ingesta oral en humanos (Verhoeckx et
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al., 2015). Esta linea celular presenta transportadores de azucar a lo largo de la membrana siendo
los siguientes: GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT5 y SGLT1(simportador de sodio-glucosa, una
molécula de glucosa con 2 iones sodio) (Chen et al., 2015). GLUT1, GLUT2 y GLUT3 absorben
glucosa, GLUT2 junto con SGLT1 absorben glucosa y galactosa, GLUT5 absorbe fructosa
(Mueckler y Thorens, 2013).

Estos receptores también se encuentran en distintos tipos de células normales, estadios de
desarrollo y en distintas enfermedades. En células cancerigenas hay sobreexpresion de receptores
y transportadores de azucares en la membrana celular (Koepsell, 2017), debido a que en los tumores
aumenta la captacion celular de glucosa que alimenta la glucélisis aerdbica.

Por otro lado también se ha reportado que la expresion de SGLT1 promueve el crecimiento tumoral
y es un predictor de la progresion en cancer colorrectal (Guo et al., 2011). La expresion de SGLT1
se ve afectada por el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). El EGFR, ubicado en
la superficie celular, es una glicoproteina transmembrana compuesta de tres partes: un dominio de
unién extracelular, un dominio que abarca la region transmembrana hidrofobica y un dominio de
tirosina quinasa intracelular (Macarulla et al., 2006). La union del ligando al dominio extracelular
activa la proliferacion celular, la supervivencia, la angiogenesis, la metastasis y protege a la célula

de la apoptosis.

2.4.2.1 Galectina-3. A su vez Caco2 también expresa el receptor de membrana Galectina-3
(Bermudez-Oria et al., 2019), la importancia de este receptor consiste en que Gal-3 es una proteina
de unién a B-galactésido, que se une a la porcién de carbohidrato de las glicoproteinas o
glicolipidos de la superficie celular. Se expresa en células normales y neoplasicas, regula el
crecimiento celular, la adhesion celular, diferenciacion y muerte celular. Se ha relacionado su
expresion con la transformacion neoplasica de algunos tipos celulares y con el potencial
metastasico en ciertos tumores malignos (Dong et al., 2018; Newlaczyl y Yu, 2011; Fortuna-Costa
et al, 2014).

En base a la actividad antiprolieferativa de las fracciones de pectinas modificadas se ha reportado
una importante relacién en la interaccion de las fracciones de pectina con un receptor de membrana
Galectina-3 (Gal-3), al surgir esta interaccion consecutivamente la proliferacion celular disminuyo

en lineas celulares cancerigenas estudiadas como las de cancer de colon (HCT116 y HT29) por
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Pedrosa y colaboradores, 2020 y por do Nascimento et al. 2020. Las conclusiones de ambos
estudios coinciden con las de Kapoor y Dharmesh, 2017, donde encontraron una relacion en su
composicion quimica, la presencia de galactosa, acido galacturénico y un menor peso molecular
de las fracciones es lo que favorece la interaccion y un mejor efecto de inhibicion sobre Gal-3 en

comparacion con la pectina sin modificaciones.

2.4.2.2 Caspasa-8 y Caspasa-3. Por otro lado, la principal respuesta celular en base al efecto
antiproliferativo de OP, sobre células de cancer de colon, es la apoptosis. La caspasa-8 es un crucial
iniciador en la apoptosis mediada por receptor de muerte celular. Implica la formacion del complejo
de sefalizacion que induce la muerte que se compone de receptores de muerte, proteinas
adaptadoras y procaspasa-8 que conducen a la dimerizacion y activacion de la procaspasa-8.
Finalmente, la caspasa-8 activada escinde las caspasas efectoras corriente abajo, lo que da como
resultado la apoptosis. Se ha explorado que la caspasa-8 desempefia un papel destacado en el
desarrollo del cancer y sirve como marcador terapéutico o pronostico potencial. Siendo que la
regulacion a la baja de caspasa-8 podria ser un mecanismo importante de resistencia a la
quimioterapia.

El papel de la caspasa-3 en la apoptosis es dividir y activar las caspasas-6, -7 y -9 para descomponer
las células apoptdticas antes de eliminarlas. Después de este proceso, la proteina caspasa-3 es
escindida y degradada por las caspasas-8 y 10. La escision secuencial y la activacion de estas
proteinas es crucial para la etapa de ejecucion de la muerte celular programada. Su expresion puede
ser indicador de prognosis en cancer y quimiosensibilidad (Alberts et al., 2015; Kashyap et al.,
2021).
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3. HIPOTESIS

El rango de peso molecular de los oligosacaridos de pectina (OP) determina su efecto
antiproliferativo en la linea celular de cancer colorrectal Caco2.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Conocer el efecto del peso molecular de los oligosacaridos de pectina sobre su actividad

antiproliferativa en la linea celular de cancer colorrectal Caco2

4.2. Objetivos Especificos

1. Extraer la pectina de la pulpa de remolacha por hidrolisis acida.

2. Generar oligosacaridos de distintos pesos moleculares a partir de pectina de remolacha mediante
hidrolisis hidrotérmica.

3. Analizar las caracteristicas fisicoquimicas de las fracciones de oligosacaridos de pectina.

4. Evaluar el efecto antiproliferativo de OP de distinto peso molecular sobre la linea celular Caco?2.

5. Evaluar el efecto aditivo de las fracciones de OP junto con Doxorrubicina sobre Caco?2.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materia Vegetal

Pulpa de remolacha es un subproducto de la obtencidn de etanol a partir de remolacha azucarera
(B. vulgaris). El material se obtuvo de las instalaciones de Destiladora del Noroeste en Caborca,

Sonora.

5.2. Reactivos

Los reactivos utilizados se adquirieron de la casa distribuidora Sigma-Aldrich y se enuncian a
continuacion: acido clorhidrico, agua miliQ, alcohol etilico 96 %, acetona 99.5 %, agua bidestilada,
monosacaridos de Sigma-Aldrich (ramnosa, arabinosa, xilosa, manosa, galactosa, glucosa, inositol,
manitol, acido galacturonico), acido sulfarico, amoniaco 25 %, borohidruro de sodio, DMSO
(dimetilsulféxido), 1-metilmidazol, anhidrido acético, cloroformo, hidréxido de sodio, TMCA
(&cido 3,4,5-trimetoxi-trans-cinamico), metanol 99.8 %, acetonitrilo, acetato de sodio, &cido
trifluoroacético, DPPH (hidrato de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), ABTS™ [sal de di amonio de 2,29-azino bis (3-etilbenzotiazolin-
6-sulfonico)].

Para medio de cultivo: medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suero fetal bovino
(SFB), penicilina-estreptomicina, L-glutamina, L-arginina, L-asparagina, bicarbonato de sodio,
piruvato de sodio, doxorrubicina, buffer PBS, tripsina, EDTA (&cido de etilendiaminotetraacético),
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro de difenil tetrazolio), isopropanol acidico, todos

provenientes de Sigma-Aldrich.
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5.3. Extraccién de Pectina

Se extrajo la pectina de remolacha por hidrdlisis &cida de acuerdo con Li et al. 2015, con ligeras
modificaciones. EI material vegetal se suspendié en HCI 0.1M en una relacion sélido liquido 1:10
(p/v) de muestra 'y HCI por 2 horas a 85 °C. Después de la hidrolisis se filtro el volumen total por
una tela para filtrar y eliminar los restos sélidos. A continuacion, se agreg6 2 veces su volumen
con alcohol etilico al 96 % y se dejé precipitar una noche en refrigeracion (0-4 °C). Una vez
precipitada la pectina se llevo a centrifugacién a 10,000 g, 25 °C x 10 min y se realizaron tres
lavados con alcohol (50, 75y 96 %). Una vez lavada la pectina y en alcohol al 96 % se filtro a
vacio con un embudo de filtracion de vidrio (Robu Filter Borosilicate Glass 3.3 Porosity 3) y con
acetona, una vez filtrado el alcohol y acetona se obtuvo el polvo de pectina por intercambio de
solvente con acetona (Li et al., 2015).

5.4. Obtencidn de Oligosacéridos de Pectina (OP)

Se prepar0 una solucion de pectina a una concentracion de 2 % (p/v) en agua bidestilada, se calento
por 2 h a 121 °C, bajo una presion de 17.2-21.7 psi (110-150 kPa). Lo anterior fue para obtener

los oligosacéaridos de pectina (OP) mediante hidrdlisis hidrotérmica (Leclere et al., 2015).

5.5. Ultrafiltracién de OP

La solucion de OP se llevo a fraccionamiento mediante ultrafiltracion utilizando dos membranas
de 1kDay 10kDa de celulosa con una celda Amicon® con agitacion (Merck Millipore, Alemania),
para obtener las fracciones de peso molecular, bajo (<1 kDa), medio (1-10 kDa) y alto (>10 kDa)
(Swennen et al.,, 2005). Las soluciones separadas se congelaron a -80 °C para posterior

liofilizacion. EIl material seco se almacend en frascos &mbar, en un ambiente seco.
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5.6. Caracterizacion Fisicoquimica de OP

La caracterizacion de OP, consistié en la identificacion de los componentes de la estructura
quimica. La metodologia incluye la identificacion de grupos funcionales por espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier, el contenido de monosacaridos neutros por cromatografia
de gases, el contenido de compuestos fendlicos (acido ferdlico (AF), y dimeros AF) y el contenido
de acido galacturénico por cromatografia liquida de alta presion.

5.6.1. Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FT-IR de polvo seco de los oligosacaridos de pectina se registraron en un
espectrémetro IR (Nicolet Instrument Corp. Madison, WI, EE. UU.). Las lecturas procesadas por
transformada de Fourier se utilizaron para inferir el grado de metilacion, segin se reportd por
Monsoor et al., (2001).

5.6.2. Contenido de Monosacaridos Neutros

El contenido de monosacéridos de las fracciones de OP se determin0 mediante la técnica de
preparacion de alditoles de acetato a partir de monosacéaridos con algunas modificaciones segun
reportado por Blakeney y colaboradores (1983). Se usé como estandar interno inositol en cada
muestra. Se llevo a cabo la hidrolisis de las muestras (20 mg) con 1mL de acido sulfurico 3N a 100
°C por 3 h, después de enfriar con hielo para detener la reaccion, se agreg6 0.5 mL de amoniaco al
25 %. Los estandares (ramnosa, arabinosa, Xilosa, manosa, galactosa, glucosa e inositol (como
estandar interno) se prepararon en 1 mg/mL y se hidrolizd 0.1 mL de cada estandar con 0.4 mL de
acido sulfarico 7.5N y amoniaco al 25 %. Se redujeron los monosacaridos con solucion de

borohidruro de sodio (2 g) en dimetilsulfoxido (100 mL), preparado a 100 °C. Los alditoles
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resultantes se acetilaron usando 1-metilmidazon (150 puL) como catalizador y anhidrido acético (2
mL). Después de 10 minutos a temperatura ambiente se adicion6 6 mL de agua miliQ para
descomponer el exceso de anhidrido acético. Se afiadio cloroformo (2 mL) y se agito en vortex
para la separacion de fases, se elimind la fase superior y se realizaron 2 lavados con agua, se
recuperd la fase inferior (donde estan los acetatos de alditol) en un vial de 1 mL y se filtr6 por 0.45
um antes de pasar al tubo de inyeccion. Los acetatos de alditol se separan completamente mediante
cromatografia de gases (Clarus 580, Perkin Elmer), con un detector de ionizacion de llama y una
columna capilar DB 225 (15 m X 0,32 mm, J&W Scientific). Se inyectaron 2 uL de muestra a 220
°Cy con deteccion a 260 °C. con una temperatura del horno de 205 °C (Blakeney et al., 1983).

5.6.3. Determinacion de Acido Galacturénico

El contenido de acido galacturdénico de las muestras de OP se determind después de la hidrolisis
de la muestra con &cido trifluoroacético 2N a 120 °C durante 2 h. La reaccion se detuvo en hielo y
los extractos se evaporaron al aire a 50 °C, se enjuagaron dos veces con 200 uL de agua MiliQ. El
extracto evaporado se solubilizo en 500 uL de acido sulftrico 0.001N. Se utiliz6 manitol como
estandar interno. Las muestras se filtraron a traves de 0.45 mm (Whatman) y se analizaron por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) usando una columna MetaCarb H Plus (7.8 X 300
mm; Varian, St. Helens, Australia), usando como fase movil acido sulfarico 0.1N (Wltered 0.2 m,
Whatman) a 0,6 mL/min y 80 °C. Con un detector de indice de refraccion Star 9040 (Varian, St.
Helens, Australia) (Carvajal-Millan et al., 2007).

5.6.4. Determinacion de Acido Ferulico

Para la cuantificacion del contenido de compuestos fendlicos (acido feralico (AF) y dimeros-AF)
en las muestras de las fracciones de OP, se llevd a cabo la saponificacion de 100 mg de muestra

con 10 mL de NaOH 2N, se desplazé el aire con nitrégeno y se protegio de la luz dejando la
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reaccion en constante agitacion por 2 h a 35 °C. Después se afiadieron 100 uL de &cido 3,4,5-
trimetoxi-trans-cindmico (TMCA, estandar interno, 5 mg), a pH 2.00 £ 0.02 ajustando con HCI
2N, para la acidificacion. Los fenolicos se extrajeron dos veces con dietiléter. Los extractos secos
se solubilizaron en 0.5 mL de metanol se filtraron (0,45 mm) y se inyectaron (20 mL) en RP-HPLC
usando una columna Alltima (Alltech, Deerfield, IL) C18 (250 X 4,6mm de diametro interno). La
deteccion se realiz6 mediante absorbancia UV a 320 nm. El gradiente de elucion se fue usando
acetonitrilo y tampon de acetato de sodio 0.05M, pH 4.0 a 1 mL/min a 35 °C. Se utilizé un detector
de matriz de fotodiodos Waters 996 (Millipore Co., Milford, MA) para registrar los espectros de
AF y dimeros. Se siguid la metodologia reportada por Vansteenkiste y colaboradores (2004) con

ligeras modificaciones.

5.7. Actividad Antioxidante

Las determinaciones de DPPH y ABTS", estan basados en principios similares, que permiten
determinar la capacidad antioxidante por medio de reaccion de transferencia de electron al reducir
un agente antioxidante para generar el radical ya sea DPPH o ABTS* (Mendez-Encinas et al.,
2019).

5.7.1. Capacidad Antioxidante por DPPH

El ensayo de DPPH, (hidrato de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), se utiliza para predecir las
actividades antioxidantes mediante el mecanismo en el que los antioxidantes actdan para inhibir la
oxidacion de lipidos, eliminando el radical DPPH y determinar la capacidad de eliminacion de
radicales libres. Para la determinacién se prepararon los compuestos a utilizar en la reaccion, Se
prepar0 Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) a 75 ug/mL, se disolvio
3.75 mg Trolox en 50 mL de agua HPLC y se ajusté pH a 7.2 con NaOH. De la solucién

concentrada se hicieron disoluciones para realizar la curva dosis-respuesta, con las concentraciones
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de Trolox siguientes: 1, 1.9, 3.75, 7.50, 11.5, 15 y 19 pg/mL. Se prepar6 DPPH (91.3 uM),
disolviendo 1.8 mg de DPPH en 30 mL de metanol (MetOH). Se agregaron 20 mL de agua
bidestilada y se agitd rapidamente para preparar una disolucién al 60% de MetOH, posteriormente
se filtr6 por membrana 41 (Whatman) y se dejo en la oscuridad a temperatura ambiente. Se utilizé
dentro de 1 h. Se transfirié una alicuota (400 pL) de las fracciones de OP a un tubo de centrifuga
de 2 mL y se agregaron 350 pL de metanol seguido de 750 pL de solucion de DPPH, lo que resultd
en un medio de reaccion de metanol acuoso al 53 %. La mezcla se agité con vortex y se dejé en la
oscuridad durante 35 min. Posteriormente se transfirié a una cubeta de 2 mL después de agitar en
vortex para lectura de absorbancia a 515 nm que se tomaron a los 40 y 60 min. La C150 se determind

a partir del grafico de % de inhibicion de DPPH contra [Trolox], donde:

% Inhibicion de DPPH = a[Trolox] + b (1)

Donde a y b son valores numéricos obtenidos a partir de la ecuacién lineal de la curva dosis-
respuesta. Con los valores anteriores se calculd el % de inhibicion de DPPH de las muestras con

las siguientes ecuaciones (Malunga y Beta, 2015).

% Inhibicién de DPPH = [1 _ (A muestra—4 b‘“”“’)] x 100% )

(A control—A blanco)

] _ [% Inhibicién de DPPH — b] (3)

[equivalente de Trolox "

5.7.2. Ensayo de Eliminacion de Radicales ABTS+

En esta metodologia, ambas fases de las muestras (soluble e insoluble) entran en contacto con el
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radical ABTS" [sal de di amonio de 2,29-azino bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)]. Asi, la parte
soluble ejerce su capacidad antioxidante eliminando los radicales presentes en el disolvente
(reaccion liquido-liquido) y la parte insoluble (antioxidantes unidos a polisacéridos) ejerce su
capacidad antioxidante en la interfase sélido-liquido (Rosa et al., 2013).

El reactivo ABTS" se prepar6 haciendo reaccionar una solucion acuosa de ABTS a 7 mM con
persulfato de potasio de 2.45 mM vy se disolvié adicionalmente en la mezcla de etanol:agua (50:50
v/v). Se prepard Trolox 600 uM, para la curva dosis-respuesta con concentraciones de Trolox y
ABTS". Se afadieron 3 mL de reactivo ABTS" a 5 mg de las muestras de OP y la mezcla se agit6
con vortex durante 2 min para realizar la reaccion de superficie. Después de la centrifugacion a
9200 g durante 2 min, se midio la absorbancia del sobrenadante 6pticamente transparente a 734 nm
exactamente 14y 21 min de mezcla de la muestra con el reactivo ABTS. De la absorbancia obtenida
se obtuvo el porcentaje de inhibicion y de esta ultima se calculo la capacidad antioxidante
equivalente de mM de Trolox (TEAC) por kg de muestra mediante una curva dosis-respuesta (Re
etal., 1999).

5.8. Cultivo Celular de Caco-2 y ARPE-19

Se cultivo la linea celular de cancer colorrectal Caco-2 [Caco2] (ATCC® HTB37™) (no se utilizo
la linea de colon normal CCD841 por no llegar a confluencia 90-100 %), y la linea celular no
cancerigena del epitelio pigmentado de la retina ARPE-19 (CLR-2302™), ambas lineas celulares
crecieron en medio de cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) con penicilina-
estreptomicina 1 %, L-glutamina 7.5 mL/L, L-arginina 0.116 g/L, L-asparagina 0.036 g/L,
bicarbonato de sodio 2 g/L, piruvato de sodio 10 ml/L, suplementado con suero fetal bovino al 15
% para Caco2 y con 10 % SFB (suero fetal bovino) para ARPE-19, se incubaron a 37 °C con 5 %
CO- en atmosfera hiumeda. Se monitore0 el crecimiento celular sobre el microscopio optico y se
cambid el medio de cultivo cada 2-4 dias, o dependiendo del estado del cultivo. Al alcanzar
confluencia del cultivo del 90 %, las células se des adhieren de la superficie de la caja de cultivo
al retirar el medio y lavar las células con solucion salina de fosfato 1X (PBS) y con tripsina/acido

de etilendiaminotetraacético (EDTA) con 5 mL para Caco2 y 2 mL para ARPE-19, y se incuban
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por 9y 3 min respectivamente. Una vez des adheridas se neutralizé la tripsina-EDTA con la mezcla
de D10F y PBS 1X, posteriormente todo el volumen se recuper6 en un tubo falcon de 50 mL, para
llevar a centrifugacion a 300 g x 7 min a 4 °C. Se realiz6 la cuenta celular para recuperar un
volumen de suspensién celular necesario y utilizar las células en los siguientes analisis ([Caco2]
(ATCC® HTB37™) y ARPE-19 (CLR-2302™).

5.8.1 Prueba de Viabilidad Celular por Ensayo de MTT

La viabilidad celular se obtuvo realizando la prueba de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
bromuro de difenil tetrazolio), en una placa con 96 pozos (Costar, Corning, N.Y. USA), se pusieron
2.0x10* células por pozo en Caco2 y 1.0x10* células por pozo en ARPE-19 en un volumen de 50
uL por pozo, se incuban por 24 h, al siguiente dia se agregaron sobre las células los tratamientos
de OP a diferentes concentraciones (125, 250, 500, 1000 ug/mL) y con cada peso molecular (<1,
1-10 y >10 kDa) para evaluar el efecto antiproliferativo, también se puso Doxorrubicina en
concentraciones de 7.2, 14.5, 28.9 y 57.9 ug/mL, como un farmaco antiproliferativo control, estas
concentraciones se pusieron sobre la linea celular Caco2, sobre ARPE-19 para evaluar
citotoxicidad celular se aplicaron las mismas concentraciones de las fracciones de peso molecular
de OP, y con concentraciones menores de Doxorrubicina (3.6, 7.2, 14.5, 28.9 pug/mL) por la alta
toxicidad del farmaco en células normales. Se agregaron 50 ul de tratamiento (tx) por pozo, y se
incubaron las placas por 48 h a 37 °C con 5% CO> en atmosfera himeda. Después de la incubacion
con las fracciones de OP, se retird el volumen total del medio con los tratamientos (100 uL),
seguido de un lavado rapido con 100 pL de solucion salina de fosfato 1X (PBS), después se agregd
100 pL de medio D15F (DMEM suplementado con 15% de SFB) y 10 pL del reactivo de MTT
(5mg/mL) y se dejo en incubacion por 4 horas. Después de la incubacion se agregd 100 pL de
isopropanol acidico (Sigma-Aldrich) y se homogeneiz6 hasta la disolucion de los cristales de
formazan precipitados en todos los pozos. La absorbancia a 570nm y 650nm se midi6 en un lector
de microplacas de ELISA (Multiskan EX, ThermoLabSystem). La viabilidad celular del tiempo de
incubacion se expresa como un porcentaje de células viables relativo a las células no tratadas
(control negativo) igual que a las células tratadas (Alday et al., 2015; do Nascimento et al., 2020;
Rajulapati et al., 2021).
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5.8.2 Combinacién de Tratamientos Fracciones de OP con Doxorrubicina

Para conocer un posible sinergismo presente en la combinacién de tratamientos de Doxorrubicina
y las fracciones de cada peso molecular (PM) de los oligosacéridos de pectina, se realiz6 la mezcla
de las mismas concentraciones de cada tratamiento individual estudiados en Caco2. Para cada
fraccion de OP <1, 1-10 y >10 kDa se utilizaron las concentraciones siguientes: 125, 250, 500,
1000 pg/mL, mas la adicion de Doxorrubicina en estas concentraciones 7.2, 14.5, 28.9 y 57.9
ug/mL. Quedando la combinacion de tratamientos de la siguiente manera: 125 + 7.2, 250 + 14.5,
500 + 28.9, 1000 + 57.9 ug/mL (OP + Dox). Una vez expuestas estas combinaciones de
tratamientos sobre Caco?2 se realizé la prueba de MTT como se describio anteriormente.

5.8.2.1 Analisis de la combinacion de tratamientos por isobolograma. Para realizar el analisis de
los resultados de proliferacion celular de Caco2 con las combinaciones de tratamientos anteriores,
se utilizé el método de isobolograma, el cual tiene la finalidad de estudiar las interacciones de las
drogas o farmacos de interés, en nuestro caso los tratamientos (Doxorrubicina y cada fraccion de
peso molecular de los oligosacaridos de pectina). Para evaluar la interaccion de las drogas, primero
se obtiene la concentracion inhibitoria del 50 % (CI50) del crecimiento de poblacion celular
correspondiente a cada droga, a partir de la accion de los tratamientos individuales sobre Caco2,
las C150 individuales se obtuvieron de las pruebas de MTT anteriores.

De manera general la eficacia de la combinacion de dos farmacos se muestra en una gréafica, donde
el eje de las x y el eje de y representan las dosis de las drogas X y Y, respectivamente, y Ay B
representan la dosis de la misma eficacia cuando ambas drogas son usadas solas, es decir su eficacia
individual que se expresa con su CI50, que se obtiene a partir de la ecuacién de la pendiente, una
vez graficada el % de proliferacidn celular obtenido por cada concentracién estudiada del farmaco.
La base para obtener la interaccion de drogas es estableciendo primero la linea aditiva. Para esto
se obtienen primero las CI50 individuales de cada farmaco, a partir de las concentraciones de A'y
B se conectan como una linea aditiva. Cuando se utilizan dos farmacos en combinacion se
establecen concentraciones en proporciones fijas de cada farmaco, es decir que, en combinacion,

la proporcién del farmaco siempre sera la misma. Y las concentraciones a utilizar en la
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combinacion son un minimo de cuatro concentraciones que estén por arriba 'y por debajo de la C150
individual de cada farmaco (A y de B). Se utilizaron las concentraciones mencionadas en el Cuadro
1, donde la suma de las concentraciones se expresé en forma de logaritmo (Log), el cual se utiliz6
para la presentacion de resultados de proliferacion.

Cuadro 1. Concentraciones de la combinacion de tratamientos y su Log correspondiente.

Componente Tratamiento 1 | Tratamiento 2 | Tratamiento 3 | Tratamiento 4
Dox (ug/mL) 7.2 14.5 28.9 57.9
OP (pg/mL) 125 250 500 1000
Suma de 132.2 264.5 528.9 1057.9
Concentraciones

Log de la suma de conc. 2.121 2.422 2.723 3.0244

Una vez evaluadas las combinaciones, se determina la C150 de cada farmaco en combinacion, es
decir la CI50 de a (Dox (A) en combinacion con OP (B)) y la CI150 de b (OP (B)) en combinacién
con Dox (A)), estos valores se plasman en las coordenadas horizontal y vertical de la grafica de
aditividad, a partir del valor de C150 en combinacién (a'y b) y de su posicion en la gréafica se puede
observar el efecto sinérgico entre los dos farmacos de acuerdo. Si las dosis de a o de b, se
encuentran por debajo de la linea aditiva se clasifica como sinérgico o aditivo, por arriba de la

linea, se clasifica como subaditivo, como se representa en la Figura 4.

Linea Aditiva

Farmaco B ,

Farmaco A\
Figura 4. Gréfico de isobolograma
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Para conocer de manera especifica si la combinacion de los farmacos presenta aditividad o no, se

utiliza la siguiente ecuacion de efecto aditivo (4):

+
WS

=1 (4)

> | Q

Donde se sustituyen los valores de las CI50 individuales de los farmacos (A y B) y CI50 de los
farmacos en combinacién (a 'y b). Cuando el resultado de este calculo es 1 la combinacion presenta
un efecto aditivo, <1 efecto sinérgico o super-aditivo, >1 efecto sub-aditivo. Este nos confirma los

datos obtenidos por la grafica anterior (Huang et al., 2019; Tallarida, 2000).

5.9. Analisis Estadistico

En los experimentales correspondientes a la caracterizacion fisicoguimica se realizé estadistica
descriptiva para reportar su media, desviacion estandar y coeficiente de variacion por cada prueba.
En los experimentales correspondientes al efecto proliferativo de OP por PM en Caco2, se realizd
un analisis completamente al azar por ANOVA de una via, con prueba de Tukey. Todos los analisis

anteriores se realizaron en el programa de anélisis de datos NCSS 2019.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Andlisis FTIR

Se utilizo6 espectroscopia FTIR para caracterizar la identidad molecular de los OP obtenidos por
hidrolisis hidrotérmica. Como se muestra en la Figura 5, todas las muestras mostraron un perfil
caracteristico de FTIR. Se observaron bandas de estiramiento en el rango de 3200-3600 cm™
correspondientes a los grupos —OH y 3000-2800 cm™ para vibracion de estiramiento C—H,
relacionados con metilo y metileno. Las bandas a 1760-1730 cm™ corresponden a grupos carboxilo
esterificados y las de 1630-1600 cm™ se relacionan con grupos carboxilo no esterificados (Peng et
al., 2016). Se observa en la Figura 5 que la intensidad de las bandas de absorcion de 1740 cm™ y
1644 cm™ de las tres fracciones de peso molecular de los OP obtenidas mediante hidrolisis
hidrotérmica, se modifica significativamente indicando un bajo grado de metoxilacion. Estas
bandas se asocian con grupos carboxilo esterificados e ionizados en moléculas de la pectina, lo que
sugiere que los enlaces ester se rompieron durante el proceso de degradacion por hidrolisis
hidrotérmica. Cabe sefialar que el rango de la banda de absorcion de vibraciones de estiramiento
O-H de la fraccion >10 kDa fue menor que el del resto de las fracciones, lo que indica la reduccién
de la interaccion de hidroxilo entre las moléculas de la estructura de los OP de peso molecular >10
kDa, que podria ser causada por la destruccion de las cadenas laterales como resultado del
tratamiento de fraccionamiento de hidrolisis hidrotérmica. Las bandas débiles de 1400 cm™ a 1250
cm, se atribuyeron al enlace hidroxilo fendlico y al estiramiento C-O del grupo fenilo (Liang et
al., 2019; Li et al., 2018). Ademas, las bandas alrededor de 1000 cm™ asociadas con las vibraciones
de estiramiento C-O podrian estar relacionadas con C-O-H y C-O-C del anillo de azlcar en
carbohidratos (Huang et al., 2020). Un ejemplo de la similitud en identidad molecular de OP se
meustra en la Figura 6, donde los FTIR de las fracciones de pectina citrica modificada con enzimas
(EMCP-N), presentan numeros de ondas en posiciones similares a los FTIR de los OP obtenidos
de remolacha azucarera de nuestro trabajo, y confirmando lo mencionado anteriormente sobre las
posiciones de las bandas (Zhang, et al., 2021; Zhu et al., 2019).

41



——<1kDa 1-10kDa >10kDa C-0

0.4

)
T
1007

-COOH
0.35

b=l
(=)}
w
L}
[

Abs
=)
o

0.15

0.1

0.05
e
0
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Numero de Onda (cm)
Figura 5. FTIR de los oligosacaridos de pectina de las fracciones de peso molecular de <1, 1-10 y

>10 kDa.
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Figura 6, FTIR de fracciones de pectina citrica modificada con enzimas (EMCP-N), reportado por
(Zhang, et al., 2021)

Los analisis de FTIR de las tres fracciones de peso molecular de OP, muestran que adn con el
tratamiento de degradacion y fraccionamiento de la estructura de la pectina con presion y calor

mediante el tratamiento hidrotérmico, se mantiene la identidad de la molécula.
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6.2. Composicion de Monosacaridos y Acido Galacturénico

A partir de 750 g de pulpa de remolacha azucarera se extrajeron 48.5 g de pectina, con un
rendimiento de 6.46% (peso pectina/p pulpa). Después de la degradacion de 20 g de pectina en
oligosacéridos de pectina y fraccionados en pesos moleculares de <1, 1-10 y >10 kDa, se
obtuvieron 8.08 g, 4.02 g y 8.4 g respectivamente (1.04, 0.5, 1.1% peso OP/peso pectina).

Con base al contenido de monosacéridos y acido galacturénico de nuestras muestras se realizé el
siguiente analisis y comparacion del contenido de oligosacaridos de pectina con el de la pectina de
remolacha azucarera.

En el Cuadro 2 se muestra la composicion de la pectina extraida de la remolacha por condiciones
acidas, reportado por (Ohlmaier-Delgadillo et al., 2021). De acuerdo con los resultados podemos
observar que el contenido en la composicién de monosacaridos de la pectina extraida de la pulpa
de remolacha muestra cambios evidentes despues de ser degradada y fraccionada por una hidrdlisis
hidrotérmica (HT) como lo muestra la composicion de monosacaridos de las tres fracciones en el
Cuadro 3: <1, 1-10 y >10 kDa. Donde se observa que entre las tres fracciones de OP la composicion
de monosacaridos no presenta una gran variacion entre sus valores, esto puede indicar que la
composicién de monosacaridos en la estructura quimica de la pectina se mantiene aun después de
la degradaciéon por hidrolisis hidrotérmica (HT) mediante autoclave, sin embargo, el contenido de
acido galacturonico si varia, siendo que la fraccién menor a 1 kDa tiene un valor menor en
comparacion con las fracciones de 1-10 y >10 kDa, que tienen un contenido similar. A su vez el
contenido de &cido galacturonico varia dependiendo de la fuente vegetal y del método de obtencion
de OP (Zhang et al., 2021). Después del tratamiento de degradacion hidrotérmica, la composicién
de ramnosa y arabinosa aumento significativamente, asi como el contenido de &cido galacturénico
total, siendo este mayor en comparacion al de pectina. La composicion de xilosa, manosa y glucosa
tuvieron valores similares al de la pectina, y la galactosa disminuy0 ligeramente en comparacion.
Lo anterior refiere a que la estructura de la pectina presento una separacion de las regiones
ramificadas de la cadena central como Ramnogalacturonano tipo | y tipo I, al igual que los
arabinogalactanos siendo estas de gran importancia en la pectina de remolacha en comparacién con
pectinas comerciales citricas. Estas regiones, como su nombre lo especifica, estan compuestas

principalmente de ramnosa, arabinosa y galactosa. Un contenido mayor de glucosa puede ser por
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la conversidn de galactosa a glucosa durante el proceso de hidrdlisis hidrotérmica (Liu et al., 2020).

En base a esto, es posible que los oligosacaridos obtenidos correspondan en su mayor parte a restos

de RGI, RGII, y a la degradacion de la cadena central de la pectina HG.

Cuadro 2. Composicién quimica de pectina de remolacha azucarera (Ohlmaier-Delgadillo et al.,

2021).

Componente Contenido
(mg/g de pectina b.s.)
Acido galacturénico 52.2+1.6
Ramnosa 1.50+0.02
Arabinosa 3.60+0.04
Xilosa 1.20+0.02
Manosa 5.00+0.04
Galactosa 20.7£0.4
Glucosa 12.3+0.2
Acido Ferulico 2.1+0.1

Cuadro 3. Comparacion de composicion de monosacaridos de los OP extraidos de remolacha
azucarera y de fracciones de pectina citrica modificada.

Monosacéarido Peso molecular (kDa)
Oligosacéridos de pectina de remolacha Fracciones de pectina citrica
(9/1009) azucarera modificada (do Prado et al., 2019)
<1 1-10 >10 3 10/3 30/10

Acido Galact. 56.3 £2.5 73.2 £3.7 79+£9.0 86.0+0.1 | 69.747.3 | 80.0+0.2
Ramnosa 7.00 £0.1 6.49 £0.0 6.19 £0.0 1.7+£0.0 2.0£0.0 2.7£0.0
Arabinosa 9.4 +0.1 9.27 £0.0 8.77 £0.1 0.840.0 0.940.1 1.1+0.0
Xilosa 0.48 £0.0 0.43 £0.0 0.43 £0.0 0.6+0.3 1.1+0.1 0.540.0
Manosa 4.53 +£0.03 5.49 £0.0 4.97 +0.1 0.540.1 1.4+0.1 1.2+0.0
Galactosa 7.8+0.1 8.77+£0.0 8.45 0.1 5.540.1 20.747.8 11.2+0.0
Glucosa 10.08 £0.0 | 10.51 +0.0 10.05 0.1 1.0+0.2 0.740.2 1.6+0.2

Por otra parte, el contenido de monosacaridos de las fracciones de OP de nuestro analisis también

se comparé con el contenido de monosacaridos de fracciones de peso molecular de pectina citrica

modificada (PCM) por hidrdlisis hidrotérmica por autoclave reportada por (do Prado et al., 2019).

La composicién de monosacéaridos de las fracciones de PCM, presentaron una menor proporcion

de ramnosa, arabinosa, manosa y glucosa en comparacion con las fracciones OP, pero con un

contenido de xilosa similar.

No obstante, el

contenido de galactosa en PCM varia
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significativamente entre sus fracciones, en comparacion de los OP del presente trabajo que
presentan un valor similar entre fracciones. A si mismo, el contenido de &cido galacturonico es
mayor en la fraccion de 3 kDa de PCM en comparacion con la de 1kDa de nuestros oligosacaridos
de pectina.

La composicion de monosacéridos de las fracciones de PCM se muestra con diferencias a los OP,
debido a la fuente vegetal y método de obtencidn, presentando variaciones entre su estructura

quimica en la cantidad de monosacaridos.

6.3. Contenido de Acido Fertlico

En el Cuadro 4 se muestra el contenido de &cido feralico presente en las fracciones de OP de
distinto peso molecular. El &cido ferulico presente en la estructura de los OP se encuentra en
cantidades extremadamente pequefias cercanas al limite de deteccion. Aun asi, la fraccion de OP
<1 kDa, es la que presenta un contenido mayor de acido ferulico total en comparacion al resto de
las fracciones. Siendo que el contenido de este disminuyd con forme aumento el tamafio de peso
molecular. Esto se puede relacionar a que la estructura de OP de menor tamafio presenta una mayor
disponibilidad de acido ferulico en su estructura. Donde la fraccion de mayor peso molecular (>10

kDa) es la que presento un menor contenido.

Cuadro 4. Contenido de &cido ferulico y sus dimeros en las fracciones de OP

<1kDa | 1-10kDa | >10kDa
Compuesto
(1g/mg)
AF 0.20+0.05 0.07+0.03 0.04+0.00
Di-AF total 0.006 +0.001 0.002+0.001 n.d.
8-5'-diFA 0.003+0.002 0.0008+0.001 n.d
8-0-4' -diFA n.d. n.d. n.d.
8-5'benzofuran-diFA n.d. n.d. n.d.
5-5'-diFA 0.003+0.00 0.0012+0.001 n.d
Tri-AF n.d. n.d. n.d.

n.d: no detectado
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Saulnier y Thibault, (1999), reportaron que el acido feralico en oligdmeros de pectina se encuentra
unido a dimeros y trimeros de arabinosa, y a dimeros de galactosa. a su vez se estimaron que el
contenido de acido ferdlico presente en la estructura de la pectina es de un 50% unido a residuos
de arabinosa y un 50% en residuos de galactosa, esto Ultimo es referente a la composicion principal
de la region de ramnogalacturonano |I. El contenido de &cido feralico puede variar conforme al
tratamiento de extraccion, asi como de la fuente vegetal. En nuestro caso la pulpa de remolacha
azucarera que fue nuestra fuente de extraccion de pectina y oligosacéridos es un residuo de la
industria agroindustrial, por lo que el hecho de que haya tenido varios procesos fisicoquimicos
puede afectar en su composicion (Gawkowska et al., 2018; Sato et al., 2013). El contenido de acido
ferulico total presente en nuestro resultado corresponde a toda la muestra por fraccion de peso
molecular, no podemos especificar a detalle si este contenido total se encuentra unido a los

oligosacéaridos de pectina 0 no, para eso serad necesario otro analisis.

6.4. Capacidad Antioxidante

La actividad antioxidante de las fracciones de OP fueron evaluadas mediante las determinaciones
de DPPHy ABTS*, ambos métodos estan basados en principios similares, que permiten determinar
la capacidad antioxidante por medio de reaccion de transferencia de electrén al reducir un agente
antioxidante para generar el radical ya sea DPPH o ABTS" (Mendez-Encinas et al., 2019). El
Cuadro 5 muestran los resultados de las determinaciones mencionadas, donde los valores de DPPH
disminuyen con forme aumenta el peso molecular de las fracciones OP, mientras que en ABTS" se
mantienen similares, disminuyendo muy poco entre fraccion con forme aumenta el peso molecular
de estas.

Zhang et al. el (2016), sefialaron que, entre mayor peso molecular de polisacaridos y oligosacaridos,
se considera que las estructuras se presentan empaquetadas por fuertes enlaces de hidrogeno
intramoleculares, lo que puede dificultar la exposicion de grupos hidroxilo activos, resultando en
una reduccién de la capacidad antioxidante. Por el contrario, los polisacaridos de bajo peso
molecular presentan una estructura no compacta con mas grupos hidroxilo disponibles, una mayor

superficie y mejor solubilidad en agua, por lo que presentan mas posibilidades de interactuar con
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los radicales libres (Yeung et al., 2021; Z. Zhang et al., 2016). A su vez, también se ha relacionado
el alto contenido de &cido galacturénico y el bajo peso molecular con una mayor capacidad
antioxidante, también se relacionaron con sus capacidades de donacién de electrones o hidrégeno
(Xiong et al., 2021).

Por lo tanto, se puede deducir que en las fracciones de los oligosacaridos de pectina se encuentren
estructuras quimicas con actividad antioxidante, las cuales serd necesario identificar a detalle en
futuras investigaciones. De manera general, las tres fracciones de peso molecular de OP cuentan
con actividad antioxidante, lo cual podria beneficiar los efectos bioldgicos de estas moléculas en

los organismos.

Cuadro 5. Actividad antioxidante de las fracciones de oligosacaridos de pectina.

OP Actividad antioxidante
(kDa) (umol TEAC/Q)
Muestra ABTS* DPPH
<1 51.3+0.1 40.7+5.0
1-10 50.9+0.2 37.4+0.6
>10 50.0+1.0 32.840.5

*Los valores de TEAC se obtienen a partir de la capacidad de un antioxidante individual o una mezcla para
inhibir el ABTS" en un punto de tiempo definido, en relacion con Trolox (antioxidante estandar que se
utilizé en la determinacion).

Se ha considerado que la composicion de polifenoles dentro de la estructura de la pectina podria
mejorar su actividad antioxidante. Teniendo en cuenta de que el mismo varia en diferentes pectinas,
asi como su contenido de grupos hidroxilos. Siendo que el grupo hidroxilo es el que reacciona con
el radical DPPH, cuanto mayor sea el contenido de grupos hidroxilo, mayor sera la capacidad de
eliminacion de radicales DPPH (Chen et al., 2020; Lu et al., 2019; Ahn et al., 2017)

Los métodos de DPPH y ABTS se consideran métodos indirectos, ya que se estudia la habilidad
del antioxidante para estabilizar algin radical libre, donde el uso de algunos radicales libres
metaestables, coloreados, con fuerte absorcion en el espectro visible, sirven como herramienta para
determinar actividad estabilizadora de radicales libres. Sin embargo, con estos métodos se puede
medir solo la capacidad para donar hidrégenos, y en muchos casos, no se correlacionan con la

capacidad antioxidante in vivo como con los métodos directos que estan basados en el estudio del
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efecto de un antioxidante sobre la degradacion oxidativa de un sistema, de los cuales los mas usados
han sido: proteinas, &cidos nucleicos, plasma sanguineo, grasas, lipoproteinas, membranas
bioldgicas, entre otros; siendo estos los que constituyen el sistema mas frecuente debido a la
importancia de su oxidacion en el desarrollo de enfermedades, asi como en el deterioro de la calidad
de los alimentos (Kuskoski et al., 2005; Londofio, n.d.). En cuestion de efectividad en determinar
la capacidad antioxidante, se considera el método ABTS mejor que DPPH, de acuerdo a un estudio
extensivo en alimentos por Floegel et al. (2011). Sus hallazgos sugieren que el ensayo ABTS es
superior al ensayo DPPH cuando se aplica a una variedad de alimentos vegetales que contienen
compuestos antioxidantes hidréfilos, lipofilos y altamente pigmentados (Floegel et al., 2011).

6.5. Efecto Antiproliferativo de OP

6.5.1. Citotoxicidad Celular

Como linea celular control, normal y no cancerigena, se utilizO ARPE-19, para evaluar si los
oligosacaridos de pectina de distinto peso molecular presentan citotoxicidad hacia una linea celular
normal. A su vez también se evaluo el efecto de Doxorrubicina sobre ARPE-19, como control
positivo de inhibicién celular, Figura 7. Doxorrubicina tuvo un efecto fuerte en el crecimiento
celular de ARPE-19, donde todas sus concentraciones (3.6, 7.2, 14.5 y 28.9 pug/mL) inhibieron el
crecimiento celular en mas del 50%, reforzando el hecho de que doxorrubicina es citotoxico
también para células normales no cancerigenas (Varela-Lépez et al., 2019).

La respuesta de ARPE19 a las fracciones de peso molecular de los oligosacaridos de pectina se
muestra en la Figura 8, donde los OP con distinto peso molecular se evaluaron con las siguientes
concentraciones de 125, 250, 500 y 1000 pg/mL. El crecimiento celular de ARPE-19 al OP de <1
kDa presentd una disminucion de 20% a la concentracion de 500 pg/mL y de 30% a la
concentracion de 1000 pg/mL, La fraccion de 1-10 kDa de OP, present6 una disminucion de un
25% de crecimiento celular a 1000 pg/mL. El oligosacarido de la fraccion >10 kDa, no tuvo efecto

en la proliferacion celular de ARPE-19, siendo este no citotoxico para la linea celular normal.
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Figura 8. Efecto citotoxico de las fracciones de oligosacaridos de pectina sobre la linea celular
ARPE-19

6.5.2. Efecto Antiproliferativo

En las siguientes graficas se muestran los resultados de la prueba de viabilidad celular en la linea
celular de adenocarcinoma de colon Cao2 en respuesta a la exposicion de los oligosacaridos de
pectina de distinto peso molecular (<1, 1-10, >10 kDa), con distintas concentraciones (125, 250,
500 y 1000 pg/mL) a partir del ensayo de MTT. Se utiliz6 como control positivo al farmaco
Doxorrubicina con las siguientes concentraciones 7.2, 14.5, 28.9 y 57.9 pug/mL y como control

negativo PBS 1X, (tampdn de fosfato salino), que fue también donde se disolvieron las muestras
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de las fracciones de OP. En la Figura 9, se presenta la respuesta del crecimiento celular de Caco?2
a Dox (control positivo), de manera dosis dependiente, es decir conforme se aumentd la
concentracion del farmaco, se disminuye el crecimiento celular de Caco2. En la Figura 10, se
muestra el grupo de graficos de la respuesta en crecimiento celular de Caco2 con los oligosacéaridos
de pectina (OP) de distinto peso molecular y concentracion. Caco2 en crecimiento con el
oligosacérido con peso molecular de <1 kDa presenta una disminucién entre un 20-30% en la
proliferacion celular a partir de los 500 pg/mL, con un aumento del 70% en inhibir el crecimiento
celular con una concentracién de 1000 pg/mL. De esa gréfica se obtuvo la concentracion inhibitoria
del 50% de la proliferacion celular (C150), del OP de <1 kDa fue de 893 ug/mL sobre Caco2. El
oligosacarido de pectina de 1-10 kDa no presentd un efecto antiproliferativo sobre Caco2 en
ninguna concentracion, efecto similar se obtuvo con la fraccion >10 kDa de OP. De las gréaficas
anteriores se recopilo la concentracion inhibitoria del crecimiento celular del 50% (C150) en Caco2,
solo en los casos que, si fue posible, los cuales fueron la C150 del OP de <1 kDa fue de 893 pg/mL
y del control positivo de efecto antiproliferativo de Doxorrubicina, que fue de 22.35 pg/mL, sobre
Caco2, en los que no fue posible determinar el CI150 se les asigné el valor de >1000 ug/mL, ya que

esa fue la concentracion mas alta evaluada. Estos datos son necesarios para el isobolograma.
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Figura 9. Efecto antiproliferativo con Dox sobre Caco?2
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Figura 10. Efecto antiproliferativo de fracciones de oligosacaridos de pectina sobre células de
adenocarcinoma colorrectal Caco2.

En un estudio por Wu et al., 2020, se evalud el efecto antiproliferativo de oligosacaridos de pectina
obtenidos por modificacion enzimatica, las fracciones WSP, EP-1, EP-2 y EP-3 con los siguientes
pesos moleculares respectivos 5.93x10°, 5.26x10°, 4.72x10°, y 3.70x10° g/mol, se evaluaron en
lineas celulares cancerigenas de pecho MCF-7 y carcinoma de pulmon A549, (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125
y 0.063 mg/mL). Sus resultados reflejaron una disminucion en la proliferacion celular de manera
dosis-dependiente. Encontraron una relacion en la inhibicion celular con la inhibicién de Galectina-
3, donde WSP tuvo mayor afinidad a este receptor y a su vez mayor efecto antiproliferativo en
ambas lineas celulares.

Por otro lado, do Nascimento et al. el 2020 concluyeron que la actividad bioldgica de
oligosacaridos provenientes de pectina de jaboticaba pudiera depender del contenido de &cido
galacturonico. En este sentido, un mayor contenido de acido galacturonico presenta un mayor
efecto inhibidor de Galectina-3 y reduccién de la viabilidad celular en cancer de colon humano
(HT116 y HT29).

Bermudez-Oria et al. el 2019, extrajeron oligosacaridos de pectina de olivos con peso molecular
menor a 3 kDa y con un alto contenido de &cido galacturénico. Estos OP presentaron efecto en
disminuir la proliferacion celular de Caco-2 a una concentracion de 3.33 mg/mL, sugirieron que
esto Gltimo se debid a la induccidn de apoptosis y no a la inhibicion de crecimiento celular por

toxicidad. Esto ultimo debido a la activacion de caspasa-3, con la interaccion de galectina-3 siendo
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que esta ultima se ve relacionada a la metéstasis tumoral. Sin embargo, observaron que en el
tratamiento con concentracion de 1.11 mg/mL e incubada por un periodo de 7 dias se promovio la
proliferacion celular, relacionaron lo anterior con la capacidad celular de proliferar después de un
periodo de exposicion a los oligosacaridos de pectina de olivos y con que disminuyo la expresién
de Galectina-3. Por otro lado, también estudiaron la linea celular, de leucemia monocitica (THP-
1) donde las concentraciones de 3.33 y 10 mg/mL de OP de olivos, presentaron también un efecto

de inhibicidn de proliferacion celular, pero en menor medida que sobre Caco?2.

6.5.3. Sinergismo en Combinacion de Doxorrubicina con OP

En la evaluacion de la combinacion de tratamientos de Dox més cada fraccion de peso molecular
de oligosacaridos de pectina (OP), se llevdo a cabo un isobolograma para identificar si la
combinacion de estos tratamientos presentaba sinergismo, es decir si Dox o los OP se beneficiaban
de la combinacion, donde a partir de las CI50 de los tratamientos individuales y las CI50 de las
combinaciones y con la ecuacién de efecto aditivo se conocid si su combinacion presentaba
sinergismo o0 no. En la Figura 11 se presentan las graficas del efecto en la proliferacion celular de

las combinaciones sobre Caco2.
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Figura 11. Efecto de la combinacion de tratamiento sobre proliferacion celular de Caco?2.
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A partir de los datos de la gréfica de la Figura 11, se obtuvieron las CI150 de Doxorrubicina en cada
combinacion de tratamientos, y las CI50 de cada OP dentro de la combinacion. Estos valores se
obtuvieron de acuerdo con la metodologia de isobolograma, y a partir del valor de Log
correspondiente.

Recordando la ecuacion para conocer el efecto aditivo (4), donde a: CI50 de Dox en la combinacién
de tratamientos, b: CI50 del oligosacéarido de pectina en la combinacion de tratamiento; A: CI50
de Dox en su tratamiento individual y B: C150 de OP en su tratamiento individual.

=1 4)

Para el oligosacarido de pectina <1 kDa en combinacion con Dox, se obtuvo a: 60.03 pg/mL y b:
>1000 pg/mL, A: 22.06 ng/mL, B: 893 pug/mL, sustituyendo los datos en la ecuacion se obtiene un
valor de 3.8, siendo este mayor que 1, la combinacion de estos tratamientos tiene un efecto
subaditivo. Por el contrario, la combinacién del oligosacarido de pectina de 1-10 kDa con Dox, se
obtuvo a: 15.86 ug/mL y b: 272.53 ug/mL, A: 22.06 ug/mL, B: >1000 ug/mL, sustituyendo los
datos en la ecuacion se obtiene un valor de 0.9, siendo este menor que 1, la combinacién de estos
tratamientos tiene un efecto aditivo.

Sin embargo, la combinacion del oligosacarido de pectina >10 kDa con Dox, se obtuvo a: >100
pug/mL y b: >1000 pg/mL, A: 22.06 pg/mL, B: >1000 pg/mL, sustituyendo los datos en la ecuacion
se obtiene un valor de 5.3, siendo este mayor que 1, la combinacion de estos tratamientos tiene un
efecto subaditivo.

En resumen, la combinacién de la fraccién de 1-10 kDa de OP con Dox, es la Gnica que presenta
un ligero efecto aditivo. Esto sugiere que la combinacién de ambos beneficia el uno al otro.
Comparando las C150 de los tratamientos individuales con las C150 de las combinaciones (Dox +
fraccion OP), la C150 disminuyd para cada componente estando en combinacion.

Para lograr inhibir el crecimiento celular de Caco2 al 50%, la CI50 de Doxorrubicina en
combinacion bajé de 22.06 pg/mL (Dox CI50 en tratamiento individual) a 15.85 ug/mL (Dox C150
en tx individual), y la CI150 del OP de 1-10 kDa bajo a 272.53 pg/mL de ser >1000 (OP CI50 tx

individual), notoriamente OP fue el que mas se beneficid de la combinacion de los tratamientos.
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Por lo tanto, la combinacion de OP de 1-10 kDa con una Dox, presenta un efecto aditivo, donde
ambos compuestos mostraron un mayor efecto antiproliferativo y aditivo al encontrarse en
combinacidn, en una concentracién menor.

Se ha reportado anteriormente que la combinacién de pectina citrica comercial modificada
(Pectasol) y Doxorrubicina, presentan sinergismo, siendo estudiada en células de cancer de
prostata. Este efecto sinérgico se presentd en la combinacion de 3 mg/mL y 250 nM
respectivamente, con una disminucion en la proliferacion celular a 28% en comparacion con los
tratamientos individuales 49 y 47% (Pectasol y Dox), lo cual indica que los valores de CI50
disminuyeron 1.5 veces (Tehranian et al., 2012).

A su vez, las fracciones de pectina citrica u oligosacaridos de pectina, han actuado sobre células
cancerigenas al modular su quimio resistencia, promoviendo su sensibilidad a los farmacos de
quimioterapias (Eliaz y Raz, 2019; Johnson et al., 2007).

Se han reportado estudios donde las pectinas modificadas combinadas con farmacos utilizados en
quimioterapias confieren sensibilidad a células cancerigenas y quimiorresistentes. Se sugiere que
la resistencia a los farmacos puede surgir de la inhibicién del transporte del farmaco y la
sefializacion asociada al objetivo, escapando de la respuesta inmune y la muerte celular inducida
por farmacos, asi como la formacion y el mantenimiento de células tolerantes a los farmacos (L. et
al., 2020; Luo et al., 2021; Marusyk et al., 2020). El desarrollo de la resistencia a los medicamentos
implica una reprogramacion generalizada de la expresion genica, y la creciente evidencia
demuestra que la regulacion epigenética es uno de los procesos fundamentales que impulsan la
resistencia a los medicamentos tanto inherente como adquirida en el CCR (cancer colorrectal), y
otros tipos de canceres, aun asi, los mecanismos que impulsan la resistencia son complejos y no
estan bien establecidos (Walker, 2016).

En base a la capacidad de las fracciones de OP para sensibilizar células cancerigenas, se ha
reportado que la pectina modificada puede aumentar la apoptosis en células tumorales resistentes
a farmacos. Por ejemplo, GCS-100, una pectina citrica modificada (PCM) comercial, supera la
resistencia a bortezomib y mejora la apoptosis inducida por dexametasona en células de mieloma
maultiple (Chauhan et al., 2005). Debido a que la pectina modificada aumento significativamente
la sensibilidad celular a los medicamentos de quimioterapia, se ha considerado aplicar un protocolo
de combinacion de pectina modificada y medicamentos de quimioterapia, pudiendo ser benéfico

para el pronostico de la enfermedad (Hossein et al., 2013; Lu et al., 2013; Zhang et al., 2015).
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En un estudio por Lu et al. (2013), se concluyd que la combinacién de pectina citrica de bajo peso
molecular con Oxaliplatino pudo mejorar la capacidad del oxaliplatino para inhibir la proliferacion
celular e inducir la apoptosis, lo que puede estar asociado con la activacion de la via de la apoptosis
mitocondrial.

La sensibilizacion de las células tumorales a los farmacos de quimioterapia se correlaciona con la
inhibicion de Gal-3 por pectinas modificadas. Una hipétesis sugiere que los inhibidores de Gal-3
pueden revertir la resistencia a los farmacos de las células tumorales debido a la participacion de
Gal-3 en la resistencia a la apoptosis y al mantenimiento de la resistencia a los farmacos (Fukumori
et al., 2007).

Otro modelo sugiere que Gal-3 interfiere con las interacciones entre el ligando inductor de
apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL, por sus siglas en inglés) y sus
receptores DR4 y DR5, que socavan la formacion del complejo de sefializacion inductor de muerte
(DISC, por sus siglas en inglés). Teniendo en cuenta que DR4 y DR5 se expresan en la superficie
celular, posiblemente las pectinas modificadas se unan a Gal-3 extracelular, eliminando la
interferencia de Gal-3 con TRAIL y DR4/DR5, transformando asi las células tumorales resistentes
a farmacos a sensibles a farmacos. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que MP
(pectina modificada), MP ingrese al citoplasma para inhibir la Gal-3 intracelular (Iimer et al., 2016;
Mazurek et al., 2012). El interés principal en inhibir este receptor se relaciona a su alta presencia
y sobreexpresion en distintos tipos de canceres y estadios celulares, ya que este promueve el
desarrollo, crecimiento y proliferacion celular, la migracion celular a otros tejidos y metastasis
(Ahmed y Alsadek, 2015; Dong et al., 2018; Takenaka et al., 2002).

En relacién con la interaccion con los oligosacaridos de pectina o cadenas de pectina y su posible
inhibicion del receptor Gal-3, se ha reportado que la pectina modificada puede ser transportada al
interior de la célula por Gal-3 u otros receptores dependiendo de la linea celular. Esta interaccion
se relacion6 a la estructura quimica de pectinas modificadas donde su mayor componente de
monosacarido es galactosa y acido galacturénico provenientes de la cadena central de la pectina
HG (homogalacturonanos), ademas de la region RG-1, siendo que los galactanos de cadena corta
han presentado mayor afinidad a Gal-3, también arabinosa puede llevar a cabo una interaccion con
Gal-3 en conjunto con galactosa (Gao et al., 2013; Mallikarjuna y Dharmesh, 2018; Zhang et al.,
2015).

Con base a los receptores de membrana presentes en Caco2 y las posibles interacciones con los
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OP, recordemos que la presencia de los distintos receptores celulares de transporte de azucares en
Caco2 puede guiarnos en identificar las posibles interacciones de los oligosacéridos de pectina y
Caco2. Recordando que en células cancerigenas hay una sobreexpresion de estos receptores y
transportadores de azucares en la membrana celular, por lo que la célula cancerigena presenta una
mayor recepcion de azucares presentes en la matriz extracelular y por consiguiente mayor uso de
estos para mantener su desarrollo celular. Esta capacidad les confiere una mayor adaptabilidad a
ambientes con alto contenido de azucares. De acuerdo con la composicion de monosacaridos de
nuestras OP, hay un contenido considerable de glucosa en su estructura, aungue no podemos definir
si este se encuentra libre u unido a la cadena de los OP, se puede relacionar con que la proliferacion
de Caco2 no se ve afectada significativamente estando en exposicion con los OP de 1-10 y >10
kDa, y con la capacidad de las células cancerigenas de utilizar mayor contenido de glucosa para su
proliferacion celular.

Por lo contrario, la combinacién de Doxorrubicina con la fraccion de OP de 1-10 kDa si presento
efecto antiproliferativo. En base a esta combinacion se realizo el Cuadro 6, donde se presenta la
relacion de las concentraciones utilizadas con el numero de moléculas equivalentes tanto de
Doxorrubicina como de las fracciones de OP, esto para mostrar el contenido de moléculas que se
encuentran tanto extracelular como intracelular en los cultivos de Caco2 durante los
experimentales. Se omitio el nimero de moléculas correspondientes al OP >10 kDa ya que su

contenido de moléculas es igual o menor al del contenido de la fraccién de 1-10 kDa.

Cuadro 6. Relacién entre concentraciones con moléculas de Dox y OP por célula.

Conc. Dox (pg/mL) 57.89 28.95 14.48 71.24

# Moléculas DOX x Célula 3.011x10% 1.5055x10%° 7.5275x10% | 3.7636x10%*
Conc. OP <1 kDa (pg/mL) 1000 500 250 125

# Moléculas OP x Célula 3.104 x10% 1.552 x10%® 7.76 x10'2 | 3.88 x10%
Conc. OP 1-10kDa (ng/mL) 1000 500 250 125

# Moléculas OP x Célula 3.104 x10% 1.552 x10%? 7.76 x10** | 3.88 x10%

Recordando que la combinacion de Dox + OP de 1-10 kDa present6 efecto aditivo, y que las C150

de la combinacién de Dox y del OP de 1-10 kDa fue de 15.86 y 272.53 pg/mL respectivamente,
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esto corresponderia a aproximadamente 1.5055x10'8 y 1.552 x10%. Si dividimos este nimero de
moléculas en el contenido de células por pozo que fue de 20,000 en teoria, cada célula estaria
expuesta a 7.5275 x10"y a 7.76 x10*! moléculas, respectivamente. Esta informacion nos dice que
respecto al numero de moléculas, doxorrubicina es el que se encuentra en mayor cantidad que los
oligosacéridos de pectina, sin embargo, estructuralmente los OP de 1-10kDa tienen mayor tamafio
y complejidad, esto ultimo por su composicion quimica (AcGal: 73.2, Ram:6.49, Ara: 9.27, Xil:
0.43, Man: 5.49, Gal: 8.77, Glu: 10.5 g/100mg), aunque su contenido de acido galacturdnico es
alto, las posibles combinaciones en la disposicién de las cadenas de los oligosacéridos es lo que le
brinda una gran cantidad de interacciones quimicas dentro y fuera de la célula. Para conocer mas a
detalle esto Ultimo se requierenanalisis adicionales, como la resonancia magnética nuclear (RMN)
para identificar el acomodo estructural, y SEC-MALLS para conocer a méas detalle los pesos
moleculares presentes en los OP.

Como recopilacion de la discusion de resultados, las fracciones de oligosacaridos de pectina tienen
un potencial en actuar sobre células cancerigenas para inducir apoptosis, inhibir la metastasis, y un
importante efecto como adyuvante en quimioterapias. Los datos experimentales de modelos
animales y modelos in vitro sugieren que la pectina modificada, incluidos los oligosacaridos de
pectina, pueden reducir el tamafio de tumores solidos. Sin embargo, algunos otros informes
sugieren que las pectinas modificadas no muestran citotoxicidad hacia células tumorales y
normales, y no inducen inhibicion en el crecimiento de estos. EI hecho de que algunas pectinas
modificadas puedan inhibir células tumorales depende del origen de la célula tumoral o de la
biodistribucion de los fragmentos de pectina (Ferreira-Lazarte et al., 2021; Kapoor y Dharmesh,
2017; Pedrosa et al., 2020).
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7. CONCLUSIONES

La hidrolisis hidrotérmica de la pectina permite obtener fracciones de bajo peso molecular
de este polisacérido las cuales presentan un contenido homogéneo en su composicién de
monosacaridos y un alto contenido de acido galacturénico. Los OP obtenidos no presentan un
contenido alto de &cido ferulico, pero tienen el potencial de actuar como antioxidantes sobre
radicales libres. Sin embargo, se requieren métodos directos para conocer si los OP son
antioxidantes en un sistema bioldgico o a nivel celular.

El rango de peso molecular de los oligosacaridos de pectina (OP) si influye en el efecto
antiproliferativo sobre la linea celular de adenocarcinoma colorrectal de humano (Caco?2), siendo
la fraccion de menor peso molecular (< 1kDa) la que presenta efecto antiproliferativo sobre Caco2.
La combinacion de Doxorrubicina con OP presenta un efecto antiproliferativo, ademas de presentar
aditividad con la combinacion de la fraccion de 1-10 kDa de OP con Doxorrubicina de manera
dosis dependiente, inhibiendo el crecimiento de la proliferacion celular de Caco2 en un 50%. Esto
indica que los OP pueden sensibilizar células cancerigenas lo cual favoreceria su uso como
adyuvantes en quimioterapias para mejorar el efecto por si solo de los farmacos anticancerigenos
e inducir muerte celular en células cancerigenas.

Los resultados indican que los OP son candidatos como adyuvantes en quimioterapias para mejorar
o facilitar el efecto de los farmacos sobre las células cancerigenas. Sera de relevancia conocer mas
a profundidad el efecto de esta combinacion en un sistema bioldgico y estudiar mas a detalle las

posibles respuestas de éste.
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