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Resumen

El estrés oxidativo provoca dafio a biomoléculas y favorece el desarrollo y progresion de enfermedades,
como el cancer. En estudios previos, el extracto aceténico de hojas de Ficus crocata, mostr6 actividad
antioxidante en células no tumorales, mientras que indujo citotoxicidad en células tumorales, siendo
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a-tocoferol y escualeno los compuestos de mayor abundancia. Objetivo: Evaluar el efecto de a-tocoferol y
escualeno sobre la viabilidad y el nivel de estrés oxidativo en células no tumorales HaCaT y células
tumorales cervicales SiHa. Materiales y métodos: Se determiné la concentracion inhibitoria media contra
los radicales DPPH y ABTS"; mediante el ensayo MTT se evalud la viabilidad de las células HaCaT y SiHa
y se determinaron los niveles de malondialdehido (MDA) para evaluar la lipoperoxidacion. Resultados: a-
Tocoferol mostréd actividad inhibitoria para ambos radicales (Clso DPPH= 1,015.27 pg/mL, Clso ABTS=
261.62 pg/mL), mientras que escualeno no presentd actividad antiradical por si solo, sin embargo, la
actividad antiradical de a-tocoferol aument6 >10% cuando se combin6 con escualeno. La exposicién a los
compuestos disminuyo el porcentaje de células SiHa viables (23.7 % respecto del control), en contraste, el
porcentaje de células HaCaT viables no disminuy6. El tratamiento con escualeno disminuyd el dafio
oxidativo inducido por H,O; en células SiHa (30-60%) y HaCaT (100-180%), mostrando actividad
antioxidante en ambas lineas celulares, sin embargo, el tratamiento con o-tocoferol favorecid el dafio
oxidativo inducido por H20; en células SiHa (>200% adicional), mientras que disminuyo el nivel de MDA
en células HaCaT. Conclusiones: a-tocoferol inhibe a los radicales DPPH y ABTS"; escualeno sinergiza
con a-tocoferol para mejorar su actividad antioxidante. El tratamiento con a-tocoferol y escualeno mostro
un efecto citotdxico en células tumorales SiHa, sin afectar a las células no tumorales HaCaT. Finalmente,
a-tocoferol mostr6 actividad antioxidante en células no tumorales HaCaT y un efecto prooxidante en células
tumorales SiHa.

Palabras clave: a-tocoferol, escualeno, DPPH, ABTS", MDA, HaCaT, SiHa.

Abstract

Oxidative stress causes damage to biomolecules and can stimulate the development and progression of
diseases such as cancer. It has been shown that some compounds with antioxidant activity in non-tumor
cells can have a cytotoxic effect on tumor cells. In previous studies, the acetone extract from Ficus crocata
leaves showed this behavior, being a-tocopherol and squalene the most abundant compounds. Objective:
To evaluate the effect of exposure to a-tocopherol and squalene on the viability and level of oxidative stress
in non-tumorigenic HaCaT and cervical SiHa tumor cells. Materials and methods: Mean inhibitory
concentration of a-tocopherol and squalene against DPPH and ABTS" radicals were determined. The
viability of HaCaT and SiHa cells was determined using MTT assays. Malondialdehyde (MDA) levels were
determined to assess lipoperoxidation. Results: a-tocopherol showed inhibitory activity for both radicals
(ICso DPPH= 1,015.27 pg/mL, ICso ABTS* = 261.62ug/mL), while squalene did not show antiradical
activity alone; however, the antiradical activity of a-tocopherol increased by more than 10% when the
compounds were combined. Exposure to the compounds decreased the percent of SiHa cells (23.7 %
concerning the control); in contrast, the percent of viable HaCaT cells did not reduce (remained above
100%). Treatment with squalene decreased (SiHa: between 30 and 60%, HaCaT: between 100 and 180%)
H.0.-induced oxidative damage, showing antioxidant activity in both cell lines; however, treatment with a-
tocopherol favored H.O»-induced oxidative damage in SiHa cells (up to 200 % more), while it decreased
the level of MDA in HaCaT cells. Conclusions: a-tocopherol inhibits DPPH and ABTS" radicals; squalene
synergizes with a-tocopherol to enhance its antioxidant activity. Treatment with a-tocopherol and squalene
showed a moderate cytotoxic effect on SiHa tumor cells without affecting HaCaT non-tumor cells. Finally,
a-tocopherol showed antioxidant activity in HaCaT non-tumor cells and a pro-oxidant effect in SiHa tumor
cells.

Keywords: a-tocopherol, squalene, DPPH, ABTS*, MDA, HaCaT, SiHa.
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Introduccion

El término estrés oxidativo (OS por sus siglas en
inglés), puede describirse como un desequilibrio
entre  moléculas oxidantes 'y  enzimas
antioxidantes, a favor de los oxidantes, lo que
conduce a una interrupcién de la sefializacion
redox y el control o dafio molecular (Sies H.,
2018). EI OS ocurre cuando la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas
en inglés) en el cuerpo excede la capacidad de las
células para neutralizarlas y eliminarlas, por
medio de un par de maquinarias antioxidantes:
componentes enzimaticos y compuestos no
enzimaticos de bajo peso molecular (Li et al.,
2018; Katerji et al., 2019).

Los oxidantes son moléculas que contienen
oxigeno (ROS) o nitrégeno (especies reactivas de
nitrégeno, RNS por sus siglas en inglés), pero son
las ROS las més estudiadas (Sies H., 2018). Los
niveles basales de ROS estan involucrados en la
activacion de la proliferacion  celular,
supervivencia, diferenciacion, motilidad y vias
sensibles al estrés, mientras que el aumento de los
niveles de ROS puede inducir dafio oxidativo a
acidos nucleicos, lipidos y proteinas (Prasad et
al., 2017; Chikara, et al., 2018). Si bien este dafio
ocasionado por las ROS afecta a la mayoria de los
tipos de biomoléculas, la aparicién de oxidacion
en los lipidos (peroxidacién lipidica, LPO por sus
siglas en inglés) provoca la degradacion de la
bicapa lipidica que compone las membranas
celulares, favoreciendo el desarrollo de estados
patoldgicos que incluyen inflamacion, cancer,
enfermedades neurodegenerativas, asi como
degeneracién ocular y renal (Gaschler vy
Stockwell, 2017; Agmon y Stockwell, 2017).

Existe suficiente evidencia de que las ROS
pueden promover o suprimir la supervivencia de
las células cancerosas debido a que estan
implicadas en todos y cada uno de los pasos del
desarrollo del tumor, incluida la transformacion
celular, supervivencia, proliferacion, invasion,
metastasis y angiogénesis. Las ROS afectan a
moléculas de sefalizacion necesarias para la
progresion del ciclo celular y la expresiéon de
varios  genes  supresores de  tumores,
respectivamente, regulando la inflamacién
crénica como uno de los principales mediadores
del cancer, por medio de distintas vias de
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sefializacion como, MAPK, VEGF / VEGFR,
MMP y PTEN (Wang et al., 2019; Aggarwal et
al., 2019). La mayoria de los agentes
quimioterapéuticos y radioterapéuticos
disponibles actualmente, inducen la muerte de las
células cancerosas al aumentar el nivel de ROS y
por lo tanto induciendo estrés oxidativo (Prasad et
al., 2016).

En relaciébn con el céancer cervicouterino
(CaCu), que es provocado principalmente por el
Virus del Papiloma Humano (VPH), se ha
observado una elevada expresion de SOD2, la
enzima encargada de la regulacién redox, debido
a que el estrés oxidativo se asocia a la infeccion
persistente por el VPH, que a su vez provoca
cambios en la expresion y funcién de las enzimas
antioxidantes (Termini et al., 2015; Silva et al.,
2018).

Los organismos aerobios poseen sistemas de
defensa antioxidante con la finalidad de disminuir
el dafio ocasionado por los radicales libres,
incluyendo enzimas y secuestradores quimicos
Ilamados antioxidantes, moléculas que sintetiza el
organismo de manera natural o que se pueden
adquirir en la dieta, pues se encuentran presentes
en los alimentos (Jamanca-Gonzalez y Alfaro-
Cruz, 2017; Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez,
2018).

La funcion de los antioxidantes consiste en
inactivar radicales libres, o bien, oxidandose ellos
mismos para inhibir otras reacciones de
oxidacion. Por esta razon, los antioxidantes a
menudo resultan ser agentes reductores tales
como tioles o polifenoles (Jamanca-Gonzéalez y
Alfaro-Cruz, 2017). Un ejemplo de un
antioxidante muy comun es la vitamina C, que, al
ser aplicada sobre la piel, cumple con una funcién
de proteccion contra la radiacién UV, un tipo de
radiacion no ionizante solar, debido a que los
gueratinocitos pueden acumular este compuesto y
promover la expresion de las enzimas
antioxidantes (Pullar et al., 2017). La capacidad
antioxidante de las plantas, se atribuye a los
compuestos fenolicos presentes que cuentan con
una estructura quimica con grupos hidroxilo, los
cuales actian como moléculas antioxidantes
primarias en el inicio o en la terminacién del
proceso oxidativo (Chen et al., 2013). Por
ejemplo, los compuestos fenolicos pueden actuar
como antioxidantes, inhibiendo radicales libres



debido a su capacidad de transferir un atomo de
hidrégeno a una especie radical (Malig et al.,
2017). Dentro del género Ficus, existe una gran
variedad de especies que se ha reportado tienen
actividad antiinflamatoria, antioxidante,
antibacteriana, analgésica, entre otras (Abusufyan
et al., 2018). En algunas especies de Ficus, como
son, F. ingens, F. cordata y F. palmata, se ha
logrado identificar el contenido polifenélico que
favorece a un efecto protector contra el estrés
oxidativo (Al-Musayeib, et al., 2017). En un
estudio reciente realizado por el grupo de trabajo
del Laboratorio de Biomedicina Molecular de la
Universidad Auténoma de Guerrero (UAGro), se
observd que los extractos de hojas de Ficus
crocata mostraron un efecto citotoxico en células
de cancer de mama MDA-MB-231 y células de
cancer cervical HelLa y SiHa (Sanchez-
Valdeolivar et al., 2020; De La Cruz-Concepcion
et al., 2021). Ademas, se observd que el extracto
acetonico de hojas de F. crocata (EAFc) posee
actividad antioxidante y mostr6 un efecto
protector sobre el dafio oxidativo en las células no
tumorales HaCaT, evitando la lipoperoxidacion y
citotoxicidad inducida por peréxido de hidrogeno
(H20.). Cabe destacar que, en la caracterizacion
fitoquimica del extracto, los metabolitos que se
encontraron en mayor concentracion fueron a-
tocoferol y escualeno (De la Cruz-Concepcion et
al.,, 2021), dos metabolitos considerados
antioxidantes.

El a-tocoferol (aT) representa la forma principal
de vitamina E en los tejidos y es un lipido esencial
para los eucariotas superiores, dentro de la
naturaleza puede presentarse como ocho
analogos; tocoferoles y tocotrienoles, en formas
a-, B-, y- y 98-, sin embargo, solo el aT alcanza
niveles plasmaticos altos y es considerado
esencial, actuando como un antioxidante quimico
al prevenir la peroxidacién lipidica (Jiang, 2014;
Galli et al., 2017; Azzi, 2018). Se ha reportado
que la Vitamina E afecta la actividad de los
receptores y las enzimas involucradas en la
regulacion de la expresion de genes asociados a
reacciones de oxido reduccion (Zingg, 2019). Por
otra parte, se sabe que la Vitamina E puede
participar en la prevencion del cancer de distintas
maneras, tanto a nivel nutricional como a nivel
molecular. Las bases moleculares del mecanismo
de accion de la Vitamina E radican en su actividad
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antioxidante, ademas de la union directa a
moléculas blanco, importantes en el desarrollo
tumoral (Azzi, 2018). Se ha reportado que
distintas formas de Vitamina E disminuyeron la
proliferacion e indujeron apoptosis en células de
carcinoma escamoso oral (Sylvester et al., 2014;
Zulkapli et al., 2017). En eritrocitos tratados con
oT, se ha observado actividad contra la
lipoperoxidacién ocasionada por radicales
hidroxilo (OH), sin afectar a los iones férricos
presentes en la fase acuosa (Fernandes et al.,
2013) ademas de que, la ingesta de Vitamina E y
su nivel en sangre, esta relacionada con un menor
riesgo de neoplasia cervical (Hu et al., 2017).

El escualeno (Sqg) es un metabolito clave en la
via de los esteroles y es fundamental en la
regulacion de la fisiologia celular en organismos
eucariotas, ademas, es de los componentes
principales presentes en las grasas, en conjunto
con los triglicéridos y los ésteres. Varios estudios
indican un papel dual del compuesto ligado
principalmente a su estructura quimica: la posible
implicacion de Sg en la respuesta celular
antioxidante y, por otro lado, su posible
contribucion en la exacerbacion de los efectos
perjudiciales de las enfermedades asociadas a
estrés oxidativo (Micera et al., 2020). En lipidos
de la superficie de piel humana se observo que
escualeno puede participar en diferentes
mecanismos de oxidacién, como el singlete de
oxigeno y oxidacion de radicales libres,
generando distintos isomeros de
monohidroperédxido de Sq (SQOOH) que pueden
ser Utiles para predecir mecanismos de oxidacion
en varias muestras, lo que podria ser Util para el
estudio y prevencién de enfermedades de la piel y
deterioro de alimentos a través de la regulacién de
la oxidacion del escualeno (Shimizu et al., 2019).
En cancer, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas se han determinado elevados
los niveles de prenilacion de las proteinas (adicion
de moléculas hidrofobicas a una proteina) y se ha
visto también que estan relacionadas con la
biosintesis de dos isoprenoides en particular, el
pirofosfato de farnesilo y pirofosfato de
geranilgeranilo junto con Sg como un metabolito
rio abajo de ambos compuestos, por lo tanto, la
biosintesis de Sq se ha sugerido como una
potencial estrategia terapéutica (Park et al., 2014).
Sq actla como metabolito intermediario en la



biosintesis del colesterol, y sus propiedades han
sido estudiadas en diversos tipos de lineas
celulares tumorales, en donde se ha reportado la
inhibicion de la proliferacion, invasion vy
metéstasis tras el knockout de la enzima
escualeno epoxidasa, que es la enzima encargada
de metabolizar al Sq y se ha considerado
recientemente como un oncogén (Qinetal., 2017;
Cirmena et al., 2018; Mahoney et al., 2019).
Considerando que en un estudio previo aT y Sq
fueron los compuestos mas abundantes en el
extracto de F. crocata, que mostr6 un efecto
citotoxico contra células tumorales y un efecto
protector en células no tumorales, la intencion de
este estudio fue evaluar el efecto de los
compuestos puros oT y Sq sobre la viabilidad y el
nivel de estrés oxidativo en células tumorales
SiHa y no tumorales HaCaT. Este estudio aporta
informacion sobre el posible uso de estos
compuestos como terapia complementaria contra
cancer, y su papel como antioxidantes en células
no tumorales.

Materiales y métodos

Ensayo de actividad antiradical
ABTS+)

Se realizaron diluciones dobles seriadas de los
compuestos oT y Sq a concentraciones de 50 a
800 pg/mL en placas de 96 pozos. Para las
combinaciones de los compuestos, se realizaron
diluciones seriadas de oT a concentraciones de
12.5a 100 pg/mL y se afiadieron 50 pg/mL de Sq.
Se agregaron 150 pL de la soluciéon de DPPH y
ABTS", por separado. Las placas se dejaron en
incubacion por 30 min., en oscuridad y a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la
lectura de la absorbancia se realizé en un lector de
microplacas (Star Fax 2100, Awareness
Technologies), para DPPH a 545 nm y para
ABTS" a 734 nm. El acido ascorbico fue utilizado
como antioxidante estandar como control
positivo, mientras que, para el control negativo, se
utilizaron solo los radicales (De la Cruz-
Concepcién et al., 2021).

Los valores de las absorbancias, fueron
utilizados para determinar el porcentaje de
inhibicién de los radicales y se utilizé la siguiente
foérmula:

(DPPH y
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Ab muestra
% de inhibicion = (1 — —) X 100

Ab control
Donde Ab representa la absorbancia de las
muestras.

La concentracion inhibitoria (Clso) de ambos
radicales se determind por medio de una regresion
lineal (Y= mX + b) en el programa Graphpad
prism v6.0 (De la Cruz-Concepcion et al., 2021).

Cultivo de células

Las células HaCaT (no tumorales) y SiHa
(tumorales  cervicales, VPH-16+), fueron
cultivadas en medio DMEM/F12 enriquecido con
10% de SFB y 1% de A/A a 37° C en una
atmosfera de 5% de CO; hasta una confluencia del
80%. Posteriormente, las células fueron
cosechadas y sembradas en las condiciones
adecuadas para cada determinacion.

Ensayo MTT

Se sembraron 5x10° células HaCaT y SiHa en
placas de 96 pocillos con medio DMEM/F12 con
10% de SFB durante 24 h. Posteriormente, las
células fueron tratadas con oT y Sq 25-1000
pg/mL diluidos en medio DMEM/F12 5% SFB
durante 24 y 48 h. Las combinaciones de los
compuestos se realizaron colocando 50-1000
pg/mL de oT mas 50 pg/mL de Sq. Transcurrido
el tiempo, se agregaron 100 pL de reactivo MTT
10% vy se incubaron durante 4 h para permitir la
formacion  de  cristales de  formazan,
posteriormente se afiadid isopropanol (0.04 N)
para disolver los cristales. La absorbancia se leyo
a 545 nm en un lector de placas ELISA y fue
proporcional al nimero de células viables (De la
Cruz-Concepcion et al., 2021). El porcentaje de
viabilidad celular fue determinado con Ia
siguiente féormula:

Ab muestra

Células viables = ( ) x 100

Ab control

Como control (vehiculo), las células fueron
tratadas con el diluyente de los compuestos
(DMSO <1%); como control positivo las células
fueron expuestas a Cisplatino (100 uM) para
inducir muerte celular; como control negativo, las
células se trataron con medio DMEM/F12 10%
SFB, para favorecer la proliferacion celular.



Determinacion de estrés oxidativo/

lipoperoxidacién (malondialdehido)

Se sembraron 1x10° células HaCaT y SiHa en
placas de 6 pozos, hasta una confluencia del 80%,
posteriormente se deseché el medio de cultivo y
se realizo un pretratamiento con los compuestos
aT, Sq y sus combinaciones durante 24h. Para las
células tumorales SiHa, las concentraciones
fueron las siguientes: aT (200 ug/mL), Sq (400
pg/mL), una combinacion de (400 pg/mL), para
las células HaCaT: oT (200 pg/mL), Sq (50
pg/mL), y la combinacion (400 pg/mL) diluidos
en medio DMEM/F12 5% SFB. Transcurrido el
tiempo de los tratamientos, se afiadio H,O, (0.1
M) durante 2 h. Las células fueron tripsinizadas y
se resuspendieron en 70 uL de Tris-HCI y se
homogenizaron en voértex por 1 min. Se
mezclaron 50 pL del sobrenadante y 50 pL de
Tris-HCI, 325 uL de reactivo MPI [10 mM] y 100
uL de HCI [37%], se agitaron y Se incubaron por
40 min a 45°C, se centrifugaron a 7000 rpm
durante 10 min. Se tomo el sobrenadante y se
realizo la lectura de la absorbancia a 586 nm
(NanoDrop 2000C). El porcentaje de MDA se
calculé con la siguiente formula (De la Cruz-
Concepcion et al., 2021):

_ AbMDA gpo trat/Prot tot gpo trat

%
AbMDA control/Prot tot gpo cont

x 100

Donde AbMDA representa la absorbancia de cada
una de las muestras de MDA, grp trat = grupo
tratado; Prot tot gpo trat = Proteina total grupo
tratado; Prot tot gpo cont = Proteina total grupo
control.

La normalizacién de los datos de cada muestra
se determind por medio del ensayo de Bradford.
En tubos Eppendorf, se colocaron 1, 2, 4, 6, 8y
10 pL de BSA 'y 49, 48, 44, 42 y 40 pL de agua
Milli Q, respectivamente. A todos los tubos se les
agregaron 450 uL del reactivo de Bradford. La
lectura de absorbancia se obtuvo a 595/750 nm
(NanoDrop 2000C).

Analisis estadistico

Se utiliz6 el software GraphPad Prism 6.0 para
la capturay el analisis de datos. Para la evaluacién
de las diferencias entre los grupos de datos
respecto del control, se utilizd la prueba de
ANOVA de una via, y la prueba de comparacion
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maltiple de Dunnett; los valores de p < 0.05
fueron considerados significativos. La Clsp para
viabilidad celular y actividad antiradical fue
calculada usando regresion lineal y la ecuacion de
la recta (y = mx + b).

Resultados

ol y Sq sinergizan mostrando una mayor
actividad antiradical

Para conocer la actividad antiradical de los
compuestos, se utilizaron los radicales libres
DPPH y ABTS". aT mostr6 actividad inhibitoria
sobre los radicales DPPH y ABTS" de manera
dependiente a la concentracién (Figura 1). Para el
DPPH (Figura 1A), el porcentaje de inhibicion
aumentd notoriamente a partir de 400 pg/mL
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Figura 1. Efecto de inhibicion sobre los radicales libres
por oT. A): radical DPPH; B): radical ABTS".
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Figura 2. Actividad antiradical de combinaciones de
aT y Sq. A): radical DPPH; B): radical ABTS™.

alcanzando un 30% de inhibicién, mientras que
para el ABTS" se observé un 15% de inhibicion
desde 50 pg/mL y fue aumentando de forma
dependiente a la concentracion hasta un 88%
(Figura 1B). La Clspde oT para el DPPH fue de
1,015.27 pg/mL, mientras que para el ABTS" de
261.62 pg/mL. En contraste, Sq no mostrd
actividad antiradical en ninguna de las
concentraciones analizadas.

Adicionalmente, se realizaron combinaciones
de los compuestos oT y Sq en concentraciones de
12.5, 25, 50 y 100 pg/mL, con la técnica de
tablero de ajedrez. Interesantemente, la
combinacion de los compuestos mostré una
mayor actividad inhibitoria para ambos radicales
(Figura 2); oT tuvo un porcentaje de inhibicion
para el DPPH de 1y 3% con concentraciones de
50y 100 pg/mL, respectivamente, este porcentaje
aumentd hasta los 17.4% y 18.7% tras combinarlo
con Sq (Figura 2A). En el caso del ABTS", oT
individualmente, mostrd una actividad inhibitoria
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mayor en comparacion con la combinacién con
Sg. Sin embargo, en las combinaciones de
concentraciones menores a 50 pg/mL de oT el
porcentaje de inhibicion fue mayor (Figura 2B).
Se obtuvo un porcentaje de inhibicién de ABTS*
de 27.6 %, 25.5 % y 22.3 % con 12.5 pg/mL, 25
pg/mL y 50 pg/mL de oT, respectivamente, en
combinacion con 50 pg/mL de Sg. Con la
combinacién de los compuestos, el porcentaje de
inhibicion para ambos radicales aument6 mas del
10%, lo que se puede interpretar como un efecto
sinérgico entre oT y Sq.

aT y Sq disminuyen la proliferacion de células
tumorales SiHa

Se determiné el porcentaje de viabilidad en
células HaCaT y SiHa después de haber sido
tratadas con distintas concentraciones de aT Yy Sq
(25-1000 pg/mL) y sus combinaciones (50-800
pg/mL) en tiempos de exposicion de 24 y 48 h. En
las células tumorales SiHa, los compuestos oT, Sq
y su combinacidn, disminuyeron alrededor de un
20% el numero de células viables. En los
tratamientos por 24 h, las concentraciones que
mostraron un efecto citotoxico fueron aT 25-50
pg/mL (Figura 3A), Sq 25-400 pg/mL (Figura
3C) y la combinacion oT/Sq 800/50 pg/mL
(Figura 3D). Para los tratamientos por 48 h,
solamente el tratamiento con Sq 400-1000 pg/mL
(Figura 3D) y aT 12.5 pg/mL mantuvieron el
ndmero de células SiHa viables alrededor del
80%.

En contraste, en las células no tumorales
HaCaT, no se observo efecto citotdxico del
tratamiento con los compuestos independientes ni
su combinacidn, incluso algunas condiciones de
tratamiento aumentaron el porcentaje de células
viables en comparacion con las células sin
tratamiento (V), principalmente a 24 h: oT 50,
400 y 800 ug/mL (Figura 4A), asi como la
combinacion de  estas altimas  dos
concentraciones con 50 ng/mL de Sq (Figura 4E),
ademas de Sq 25 pg/mL (Figura 4C). En 48 h de
tratamiento, sélo las concentraciones de 100 y
200 pg/mL de Sq, mostraron un mayor porcentaje
de células viables en comparacién con el control
(Figura 4D), el resto de los tratamientos no mostro
diferencias estadisticas significativas respecto de
las células sin tratamiento.
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aT mostré un efecto prooxidante en las células
tumorales SiHa, mientras que se comporté como
antioxidante en las células no tumorales HaCaT

Para evaluar el nivel dafio oxidativo
(lipoperoxidacion), se determind el nivel de
malondialdehido (MDA\) en las células HaCaT y
SiHa después de haber sido pre-tratadas con aT
(400 pg/mL), Sq (50 pg/mL), y su combinacion
por tiempos de 24 y 48 h, y posteriormente
tratadas con H,O; (0.1 M) por 2 h, condiciones
que se sabe inducen dafio oxidativo
(lipoperoxidacion) en células HaCaT (De la Cruz-
Concepcidn et al., 2021). En los tratamientos por
24 h en las células tumorales SiHa, solo la
combinacion de los compuestos (Mix 1: aT/Sq;
400/50 pg/mL) aumentd significativamente el
nivel de MDA (>300%) respecto a las células sin
tratamiento (Figura 5A). En 48 h, las tres
condiciones  analizadas = mantuvieron la
lipoperoxidacion inducida por H,O, en células
SiHa (Figura 5B). El pretratamiento con aT
durante 48 h, aumentd hasta 641.02 % el nivel de
MDA en las células SiHa (Figura 5B)
aparentemente en niveles mayores al control
positivo, interesantemente, esta condicién de
tratamiento disminuy6 en mas del 100% el nivel
de MDA en las células no tumorales HaCaT
respecto al control positivo (p<0.001) (Figura
6B), de tal modo que no se observaron diferencias
estadisticas en el nivel de MDA con estas
condiciones de tratamiento respecto a las células
no tratadas (p>0.05), lo que sugiere que oT
protegio a las células no tumorales HaCaT contra
el dafio oxidativo inducido por el H;O,
comportandose como antioxidante en estas
células (Figura 6B). La exposicion a Sq y Mix 1
también disminuyeron significativamente el nivel
de MDA inducido por H;O, en células HaCaT
principalmente a 48 h (Figura 6), pero en menor
medida que el pretratamiento con aT durante 48

h.

Discusion

El dafio oxidativo provocado a las biomoléculas
por la presencia de estrés oxidativo en el
organismo puede conllevar el desarrollo de
enfermedades como el cancer. Se ha reportado
que la terapia contra cancer puede tener efectos
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secundarios en los pacientes que la reciben y
afectar su calidad de vida. Por esta razon,
continda la busqueda de terapias alternativas que
permitan a los pacientes mantener la calidad de
vida, actuando sobre las células tumorales sin
afectar o protegiendo del estrés a las células
normales en el organismo.
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Figura 5. Efecto de aT, Sq y sus combinaciones sobre
el nivel de estrés oxidativo (lipoperoxidacién) en
células SiHa: A) Células tratadas por 24 h; B): Células
tratadas por 48 h. V: Vehiculo; células tratadas con
DMEM/F12 5% SFB. oT 400 pug/ml; Sg 50pg/ml; Mix
1: oT 400 pg/ml + Sq 50ug/ml(+): Control positivo;
células tratadas con H,O; (0.1 M). ANOVA de una via,
prueba de Dunette en dos momentos: (*) respecto a V,
(*) respecto a (+); p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y
**%% p<0.0001.
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Figura 6. Efecto de aT, Sq y sus combinaciones sobre
el nivel de estrés oxidativo (lipoperoxidacién) en
células HaCaT: A) Células tratadas por 24 h; B):
Células tratadas por 48 h. Ensayo de MDA. V:
Vehiculo; células tratadas con DMEM/F12 5% SFB.
oT 400 pg/ml; Sq 50pg/ml; Mix 1: oT 400 pg/ml + Sq
50ug/mi(+): Control positivo; células tratadas con
H20, (0.1 M). ANOVA de una via, prueba de Dunette
en dos momentos: (*) diferencias respecto a V; (*)
diferencias respecto a (+); p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001 y **** p <0.0001.

En este estudio, oT mostro capacidad de
inhibicién para los radicales ABTS" y DPPH,
aunque la Clso para ABTS" fue menor que para
DPPH, y puede deberse a que el ABTS es un
radical menos selectivo, con mayor estabilidad y
de amplio espectro, toda vez que puede actuar con
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos (Ilyasov et
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al., 2020), mientras que el DPPH es un radical
mas selectivo, de caracter hidrofébico (Romanet
et al., 2019). La capacidad de inhibicion de los
radicales DPPH y ABTS" por parte de aT, radica
en su composicion fendlica, ya que se ha
determinado que los compuestos fendlicos
pueden disminuir la cantidad de radicales DPPH
en concentraciones desde 10 a 30 pg/mL, como se
ha sugerido, todo depende de la donacion de
atomos de hidrdgeno presentes en el compuesto
(Huyut et al., 2017; Ozsoy et al., 2009). Por su
parte, el Sq al tratarse de un triterpeno con un
isoprenoide y seis dobles enlaces en su estructura
(Ramirez-Torres et al., 2011), su capacidad
reductora de los radicales se ve limitada, pues no
cuenta con los electrones necesarios para ser
donados y neutralizar a los radicales. Sin
embargo, se sabe que Sq puede actuar en sinergia
con aT (Finotti et al., 2000), y aumentar su
capacidad de inhibicién a los radicales DPPH y
ABTS", lo cual es acorde con las observaciones
en el presente estudio.

Respecto al efecto de los compuestos sobre la
proliferacién celular, para las células tumorales
SiHa, el efecto de aT, Sq y sus combinaciones
disminuyendo el porcentaje de células viables fue
mas evidente a 48 h que a 24 h, esto podria indicar
que los compuestos requieren un mayor tiempo de
exposicion para mostrar el efecto esperado. A
pesar de que oT puede actuar como un agente
eficaz en el tratamiento contra el cancer, se ha
reportado que distintas formas de vitamina E
(yT,0T, vTE, OTE) pueden tener efecto
anticancerigeno afectando distintas vias que
favorecen la proliferacion de células tumorales
(Jiang, 2017). En un estudio se demostré que
vTI,0T, yYTE y 6TE suprimieron el desarrollo de
tumores en modelos de cancer animal, por su
parte aT, fue ineficaz en estudios preclinicos con
similitud a estos ensayos (Moya-Camarena Yy
Jiang, 2012).

Por otra parte, ninguna condicién de tratamiento
disminuy6 el nimero de células no tumorales
viables HaCaT, incluso, algunas condiciones
favorecieron la proliferacion celular,
probablemente  debido a la capacidad
citoprotectora del oT, como lo reportado por
Yoon et al. (2018), quienes reportaron que el
extracto de soja negra, rico en tocoferoles y
carotenoides, favorecié la eliminacion de



radicales libres y redujo los niveles intracelulares
de ROS, protegiendo a los queratinocitos
humanos (Yoon et al., 2018). Estos datos,
coinciden con lo reportado por Khallouki et al.
(2016), que indicaron que los componentes de la
VE &-TP favorecen la proliferacion en las lineas
celulares de cancer de mama MCF-7 y T-47D,
pero el 3-TT ejerce un efecto contrario al inhibir
el crecimiento celular (Khallouki et al., 2016).

Por otra parte, oT incrementd la
lipoperoxidacion en células SiHa, pero disminuyo
los niveles de MDA en las células no tumorales
HaCaT, sugiriendo que el aT podria ejercer un
efecto protector en las células no tumorales.
Ademas, de acuerdo con lo mencionado por
Gornikca et al. (2019), la ingesta de oT es
importante para mantener en 6ptimo estado el
funcionamiento de todo el organismo (Miyazawa
et al., 2019). Se sabe que algunos compuestos
naturales, como los flavonoides, pueden tener un
efecto dual y actuar como antioxidantes en células
no tumorales y como prooxidantes en células
tumorales, activando vias de apoptosis Yy
regulando a la baja las vias de sefalizacion
proinflamatorias (Kopustinskiene et al., 2020).
Un ejemplo de esto es el eugenol, que disminuyo
el nivel de ATP e inhibi6 la fosforilacion
oxidativa y la oxidacion de &cidos grasos en
células de mama MCF-10A transfectadas con H-
ras (Yan et al., 2017). Los tratamientos con Sq
tuvieron un efecto menor de lipoperoxidacion en
las células HaCaT, asi como Gabas-Rivera et al.
(2014) mencionan que la ingesta de Sq disminuy6
el nivel de ROS en las lipoproteinas y MDA
plasmético después de haber sido suministrado a
ratones macho, con la finalidad de evaluar el
papel de este compuesto en los niveles
plasmaticos de lipidos (Gabas-Rivera et al.,
2014). Zhu et al. (2018) determinaron una
actividad antiproliferativa en células de cancer de
mama MDA-MB-231. A partir de tratamientos
combinados de B-sitosterol (esterol) con
Genistina (isoflavona) y de Genistina con -
sitosterol, observaron un efecto sinérgico en los
resultados, puesto que hubo una disminucion en
la Clso de 24.55 uM y 37.31 UM, respectivamente,
ademas de que, en ensayos de cierre de herida,
observaron una reduccion en la migracion celular
de 45.51y 27.49% (Zhu et al., 2018).
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Una limitacién de este estudio es que solo se
evaluaron dos compuestos de los seis mas
abundantes en el extracto acetonico de Ficus
crocata, del cual, como ya se menciono, se
reportd actividad citoprotectora contra el dafio
oxidativo inducido por H,O; en células no
tumorales HaCaT (De La Cruz-Concepcion et al.,
2021), sin embargo, es posible que otros
compuestos presentes en el extracto de hojas de
Ficus crocata como Fitol, Estigmastan-3-5-dieno,
B-sitosterol y Lupeol, tengan un papel importante
en el efecto observado con el extracto, o
sinergizen con oT y Sq para mostrar un efecto
similar al extracto, sin embargo esta hipdtesis aun
debe probarse, ademas de probar el efecto de estos
compuestos sobre modelos celulares de otros
tipos de céancer.

Conclusiones

oT mostrd una actividad antioxidante sobre los
radicales DPPH y el ABTS", y el efecto mejoré al
combinarlo con Sq, lo que puede interpretarse
como una accion sinérgica de los compuestos. Por
otra parte, el tratamiento con oT y Sq durante 24h
disminuyd el ndmero de células tumorales
cervicales SiHa viables en todas las condiciones
de tratamiento, en contraste, el porcentaje de
células viables no tumorales HaCaT no
disminuy6, incluso algunas  condiciones
aumentaron el nimero de células viables HaCaT
respecto a las células sin tratamiento. aT mostrd
actividad antioxidante en las células no tumorales
HaCaT, y actividad prooxidante en las células
tumorales SiHa principalmente a las 48 h de
tratamiento, lo que sugiere que el aT de forma
individual o combinado con escualeno, podria ser
atil como terapia complementaria contra cancer,
de modo que sensibilicen a las células tumorales
a los farmacos contra cancer, mientras que
protejan a las células no tumorales del estrés
oxidativo inducido por el tratamiento, sin
embargo, aln se requiere de mas estudios que
confirmen el uso de aT, Yy posiblemente
escualeno, puede mejorar la respuesta a los
farmacos utilizados contra cancer.
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