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INTRODUCCION 

El metaboli5omo en plólnt.:is """-.· h."l dividido en primario y ~cundario, el 

primero se c.3r01ctcriza por qu1..· ~u ... producto~ tienen una di!->tribución .1mpha y 

estan intimamcnh: i11\"1lha·r."ld.n"' L'n pi-1'Ct.•• .• o~ t.·~·11.1.:1.ale~ de 1."l vid."l; en c.lmbio# Ju~ 

producto~ dt!l mt.•tabolt ... nl.o ~cund.U-lll tienen un.1 di~tribucil>n re.-..tringidil 

plantas y microorgdnt~rno~, y .1 1ne1uu.io ......_.,n ..:.u-."lcterbttc.1~ individu."lle"> <.it.• 

gencros. especies o ccpa5. ~""n bil.•:--.1ntt._•h/.1du~ .-1 p . .,,r-tir dt.> mct."lbolito~ prim<1riD"'· por 

ejemplo. de a.-aminoáci<._ill~. ,"\cetilcnt .. ·nzinht .:\, ,,cido n1t.•v."llún11..·p e 1nh.'nnedi.l.riu~ 

de la via del ádd1.1 ~hikímico. :::...._. Jicc que h.1 ... rnetoibolitn~ '.'.t.!'Cundano~ ne• ">(..ln 

C5Cnciales p."lra la vid.-i ."tunquc ~"')n i1n¡_--.c1rt.1nte .... p.u<1 los organismo~ qul.' los 

producen (Herbert. l9S"-l). Tt.•nt..'Jllll~ pocu cnnc».:im1ento del por<.1ué. donde y p.1r.1 

qué, se produce un<l ~r.-1n diver~1d,"\d de su!'>ti\ncias quunicas dt.."ntro d~l 

metabolismo ~cundariu t..'n vt.•getalc~, no ob~t."\ntt.•, lo qut..• podemos nu~ncionar 

hasta ahora es que é~t.1!-o v.:lrian t..•n c<lnttdild v di!->tnbución debido .,, par<intctro!'> 

externos. órganos y cst<l.do dt.• de~.,rn .. 'lll<.• de la plilnta, además de qut.• alhunos 

actúan corno reguladort.''"> del cn:-.:inllt.'nto. Sin t..•rnb."lrgo, t..'I h0n1b¡-c h."l encontrado 

en estos productos n.1tur<l.le~ uhlid.ld t:n divcr!-o.1""> fnrn1.1~. 

Las poblaciones que h;.b1tab.u1 en nuestro p<lí~ en t:'pocas prehispánicas 

conocían las propicdadc~ ,"lrtc~."lnalt!:f., rnedicinalt.·~ y cstimulantt-:s de muchas 

plantas silvestre~. el U!>o<.'l de tbtas !-.C bil.Silb<l en conocimiento~ empírico~ y s.c 



desconocían sus principios activos de lo que ahora ~ denominan ··proc..iuctos 

naturales·. 

El uso dl." Olilt .. "lbolito~ ~cund.uios aislado~ de plantas, sus an .. 'ilogos y 

semisintl.•sis tuvo un av."tncc in"lportante en el siglo XIX durante el periodo de 

crecimiento y diversid."ld de l.'l indu~tria fitoquimica que lentamente ha venido 

dc~,rro!landos..:. El conocimiento de Id o'lCtividad biológ;ic."l de é~tos productos ha 

dado como rt.•sultado el incremento en el numero de fármacos usad~ en la 

medicina moderna .. 

Dentro de lo~ mct .... bolitos ~cunrlarios podemos encontrar compuestos tales 

como : alcaloides. c~teroidcs. .. ... ceites esenciales, .'icidoc. ~ra~!>o, ditcrpeno..,,_ 

tritcq_~no~. compue~to~ acctilénico~. flavonas, flavonoidt."s y entre otro~. a las 

lactona~ se~quiterpénicas. 

Los se~uitcrpcno~ s.on productos naturalc~. de 15 atomo" de c."lrbono 

formados por la union de tres unidades de isoFrcno, el ."'.t..-s.quitcrpcno mas sencillo 

y al que~ considera precur~r de los dcmas. es el f."lrnes.t."'>l (fig 1 ). El primer tipo de 

lacton.a sesquit1.~rpénic~, se forma a partir de la cicliz.aciOn del forncSL'll (fig :?.), (Romo 

de Vivar, 1Q85) la biosíntc5is involucr;'I enzimas CCtmo la pirofosfato f.'.lrnc~il 

sinteta7 .. a que es la rcspon...,,.-,blc de la conden...c.ación a gcranil pirofosfato (Herbert. 

1989) entre otros. Este tipo de productos se han aislado principalmente de extractos 

de flores o partes acreas de plantas de varias familü'\s c!e angiospermas y 

umbelifcras, as( cómo de algunos hon~os (Fischer ct.al.,1979). pero la mayoria de 

los compuestos h..,n sido aislados de "anos gcncros de la familia Compositae. El 



intcr¿.s dt.• t.•stc tipo <.h .. • Clln1puestc.l~ radica no solo en ~u valor quirniot.-,xnnúmico 

sino tiln1bit:•n t..•n ~u~ propit.•d .. H.it·~ binto¡.;1c.b )'química~ 

OH 

Durantt.· las tres últimas décadas se ha incremt..•rlt •. H..io el número de 

publicaciones concernientes a aspt..."Ctos químicos y biológicos de l.ictonas 

scsquitcrpénicas, Y•"' que muchas de- estas presentan actividad anttb.'lctcrial. (Gula<;ti. 

ct..al..,1993) gcncr.lln1t..•ntc en b.1ctcrias <...~ram positiva tale~ con1n: H1u:1ll:'::. :,.u1'til1:- y 

Stapllylococus aun•us (Lt...-c ct.al...1977; Picman y Tower.... lYS.3; Guticrrcz. 1994). 

actividad antimicótica contra C.111,Jida albican~ y otro::. hc~!"\¡.;tl::-> f1lan1ento~<.'s (l...t..""C 

ct .• "ll.., 1977; Picman, 1984; Blakcman y .1\..tkin~on. 1979; Guticrrcz, !Y9-t; lnouc, 1995) .. 

Ha sido demostrada la actividad antiparasitaria contra vari.:is c::.pLoeics dt.• 
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Plasmodwm s¡1 (Kl."lym;sn. 1984) obtcnicndosc utM droga .-.ntim."llaria. Tambicn 

,i.tacan trenl.ltod•l~ dt_•I ~..__•nern Sdu-.tc1~on111 (Vichncv1.·ki, !..:l..!.!.! .• 1976). 

Alguna~ po~•-'ll .1ctivid.ld .rntih1.'ln1intica y h.l ~ido c~tudiada s.u actividad 

1nnlu~cicida sobre t.·.1r.1cnle .. htl'.'-opt__•dcrn ... inh.•rmt_•di."lrio ... dt__· p.-.ra~itos d<" importancia 

nlédica. con re~ult.1dn!-> ,"\lt·nt.-.dnrt_·~ (Cruz- Reyes et .• "ll. 14HlJ; Alan.:-ón. 1990). 

cspcctor.lntt_•:o.. y t__·~tinull.-11lte'.'-> dt__• ~·cre!'>1on 1n1e .. tin."ll (Ko,....,·,,1..__.,,._.~k.1. 1976; Giordan1>. 

ct.~"ll., 1990). .u1tiúlcero:o..o!'> <Giordano. t.>t..ll l'·~O; Cuardi.:l y Guzman. 1994). 

sed."lntc~ (W."l~ner. l98;i). a.nal~é~ico~ (1 uc.-.~ et .:ll .. 1964) y .u1ti-inflilm.-itoriil~ (Hall 

ct.ill.1980. Ab.-.d. ~ 199-1) t_•ntrt..' ntr.v ... 

~1uch.-.~ lactun.i!'> ~· ... quitcrpénic.1-. tarnbit.~n prc!'>Cn.tan efecto~ tó"icos en un 

amplio ran>;o de organis.rnn:<.-.. In que ~ug1ert.• que juc~·'º un p.-.peJ ecológico 

importilnh! debido a ~u intcr."lCcll.Hl con otro~ '.'-oert__~~ vivos, incluyendo milmífcros. 

insectos, p.:irásitíb y pl.:int~"ls. Por ejemplo, l.1s propicd.-ides ~"lnti.-ilimcntarias que 

presentan ."llgun,1s l."lctonas contra insectos hcrviboros. que reducen la 

sobrevivencia de t .... rva~ y adultos (Guerrero, 1990). Propiedades alclopática~ y 

efecto sobre lo~ rcguladorc.,, de germinación y crecimiento en plantas t.ilmbién son 

atribuidos a este tipo de cornpuestobo. 

Pero sin duda el intcrt!s primordial en éste trabajo es el hecho de que las 

lactonas scsquitcrpénicas reprc~ntan uno de los grupos de productos naturales 

mas gr.i.ndes en los quc se ha demostrado actividiid citotóxic.:i y antitumoral 

(Kupchan, 1970; Pcttit. 1977; Cassady y Suffncs. 1980; Tellez-Martínez, 1980; Misra 

'-



y r.-.nde~·, 19Hl.. y Picm.-.n. 1986; Wocrdt!nbag, t_ ... t.aL 1993. Wocrdenbag ~ .• 1994; 

Ess.,nl, L't.•tl. l'Jl.}6)-

EI grupo ex - n1ctilcno- y- lactciona est.1 prc~cntc t."n muchos de los ..:ompuestos 

que prt.•sent.1n esta activid~d; otras l.1ctc.ionas t;lnlbi~n COnticnt_•n U, rJ - CarliooniJos 

in __ ~,tur,.,dos cnn. .alguno~ grupO'!" funC'icinalc!'> como cpóxido.:., ~!'>ter no saturado. 

l.actonas no ~lturada!'> y ccton.'l.!'> sin !'>.1tur.1r. E~too;. grupos funcionales repre5entan 

rccc-ptores reactivo!'> en sitio~ p."1.ra nuch.-ófiloo;. biológico!'>. en particular tioles y 

grupos .1mino. Por lo tanto l.1~ lacton."l!'". ~·~uiterpenic.1s pueden causar 

.iJquilacioncs irn ... •vcrsiblt.•s de tioh.'!'> c~cnci.1Jcs y fundnne~ .1mino de ciertas 

enzim.-.s (Kupch .. 1n .... ·t .• "ll. 1971, Rodri~ut!Z. dd! .. 1976; Picm."lil, 1986; Kery, 1993j. 

Cnnc'-·rnicntc a lo~ e!'>tudio!'> sciobrc actividad - estructura !->C ha demostr.-.do 

que las enzimas que contienen tioles t.llt.•s c.:omo la fo~fofructocinasa~ la glicogeno 

sintetas.1, DNA polimcr.1s.."l y timídilsintet.lsa !'-On inhibidas p .. lr lacton.-.s. Además 

algunas Jactonas suprimen la actividad de la~ enzimas glucoliticas asi como a l.lS 

involucr."ldas l.!I\ la síntesi~ de proteinas (P.icnlan. 1986). 

La histcrina es una t.1ctona 5Csqu1terpénica cxtraida de Partt.-rtium 

bipi11nllt~fit1111•1 perteneciente a la familia Cnmpo~:!:1r '.\'~ha demostr.1do su actividad 

citotóxica en diferente~ Ji neas celul.'.lre~ de mamífero (TaboaDa. ~- 1986). 

Por otro J.1do. los callos son tejidos dcsdiferenciados obtenidos por medio 

del aisl."lmicnto y cultivo in uitro d.:- órganos o tejidos organi¿.ado~ llevados a una 

desdifercnciación celular, presentando estas c.:'ll!las una proliferación continua, 

acelerada y dt.• aparicnci."I desoqzaniz.1da que da origen a un.1 mas.:1 amorfa de 

6 



tejido. Pueden ob~rvarsc difcn•ntt:~ tipos Jos cuales v.uian de ap.-irienci."I c'.'ldc...•rna. 

textur.-i y compo~icj{1n cduJar (Hurt.1do. 1987) Algunos c.11Jus son m."l~<t!'> cl.•luJ,ucs 

comp.-ict.-is y dur."ls. con ~Jul.1!» intim.1mc.•ntc unidJs, m1cntra5 quc...' utr.:1s forman 

tejidos esponjosos con gran c.-intid."ld de c...•.sp."1do5 inh:rceJulare~. La coloración v.1ria 

inJluenciad .. 1 pc.n factores nutridnno'.llt ... •s y ."1n1bic...•ntolks. L.1 hcterogenid."ld en su 

compctto.icu)n celul.u dc...•pcndc dc...•J nri~cn dd tc...•j1do. cd.1d de lo!- cultivos y la 

composicu.')n de los mc...•dios. 

L"ls respuestas cu.intit.1tiv.1s _\' cua1it.1tiv."l-" dc...•J crecimiento del callo del 

cultivo. involucr."ln un siner~ismn t."-"trc...•cho y C<lmpJc...•tn c...·ntre el origen del tejido 

usado p.u.1 lo1 inducción. Ja co1npo~icrón del medk~ y las condiciones físic.1s que 

prevalecen dur."lnte c... ... sta c...•t.1pa. Pctaltno y CoJJin"' (19S5) midieron Jos c...•fc...•ctos del 

mang.-ines.<."> sobre callos dc...• t .. -ibaco; el cuJtivn en forma de c."lllo dt_. .~spargus "I' vino .i 

ser un conveniente siMcma para proh."lr la l""L"spuc...·~tol dd tejido expue~to a amoni.-lco 

exógeno y endógeno (SeeJy it.~t. al., 1995) y l.'! cultivo de c.1JJos de Citrus 11111011 L. fue 

seleccionado por Piqueras y cols. ( 199h) p.ira prob.ir la n ... •!'-i5tc...•nci."I al estrés s..1Jjno y 

el incremento de Ja actividad de enzim~--.s antioxid."lntes inv0Jucrad.1s en t!I 

metabolismo del oxigeno. 

En Jo que concierne a Jas peroxidasas y c.ataJasas (EC 1.11.1.7),hcmoprott!inas 

que utiJizan peróxido de hidrógeno o peróxidos sustituidos para Ja oxidación de un 

gran numero dt!' sustr."lfos, se han encontr."ldo ampJi.Jmcnte en pl."lntas superiores y 

se consideran un componente normal en sus células. 

7 
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La gr.-in distribución de l.ls pcroxidas.as sug:it.•rc que podrían ser 

biológic.'lmcnh..• in1port.1ntt .. •s, ~1n t."mb.ug:o d p01pel qut.• jtu.-gan en el metabolismo no 

es claro debido al ~ran numero dt.• n.•.1ccioncs, ~u c.'lt.ilisis y el considerable numero 

de i~n.zim.'l~ ( f\1di~Ii.'l. ~-· 1945). Sin embargo t.'I sistema perox.idas.'l puede 

servir como un cnodt.•Jn p.'lra e~tudtilr la rt.."~u.Jación dt." l.'l expresión génic."l en el 

dt."s..u-rollo dt.• pl.'lnt.1-.. íJ..- hecho t·-.. gl."nt.•rollmt..•ntt.• .'lceptado qut.• Ja actl\:idad de 

pcroxida~.u .. y /o ~u~ patrunt.·~ dt..• i~)l.·nz.in1a~ vari.:in en J .. 1 planta durante.• eJ 

des."lrrolJo (Cortt ... J.1z7c.l et.al. Jl_J9h), v,1 qut.• Ja inve~tig:.1ción .i nivc..•I mnlecul."lr 1.?n el 

estudio de t..•sta etap.1 ~ugiert..• qut.• J.1 t.•xpresiún c..•st.i estrech.tmc..•ntc corrc..•Jadonada 

con Jos c~t.1do~ dt.'I desarrollo. En ~í. la difen:rn .. -1ación en Jos teiidos ~· órganO"i 

involucra cambio~ fiMológico~ y bioquímicos irn.•vers1blt..·~. Jos cua:c~ !-tün 

transmitidos t.•n Jinc..•as cdul,"1.rc..·~- L."l c.:iractt.•rizacit'ln dt.'" cultivo~ ceJuJarcs ~:el c..•studio 

de car.-¡cft.•rc..•s tr.1ns1nitiblc.•'.'> debe..• ~t.·r din~ido haci."l prc..lpit:"d.1dt."~ bioquímic."l~ y 

fisiológic."l~ mas que a car.-¡cft.>rht1c.1~ morfológicas; di\"t.?rsas isocnzima~ son 

potencialmc..•nte u~ad."ls como fndict.'"S bh>quítnicos par.1 t.·~to~ e~tudio.!'... La expresión 

que d.'.l una enzima puede..~ cambiar con el tiempo y d tejido específico. t~ste cambio 

puede involucrar dift.•rentt."~ hcne~ estruc..~turales. rcgul.'ltorios y/o foctores difusiblcs 

( DeJ Gros.so. et.aJ..1987. S\,·arnkar. t•t.al. l'::ISh). 

Diversos o"lUton.>~ han propuesto que las pcroxidas.'ls cataJizan interacciónes 

con ácidos fcnóJicos entre macromoJécuJas tales conlo Jignina, proteinas. 

hemiceJuJosa y ."'i.ddo ferúJico. Se ha observado que Ja peroxidasa de Opuntia ficus 

indica cataJi~'l fa oxidación de muchos fcnolc~ y aminas arom.1ticas en prcs.encia de 



peró)i,..ido dt.:' hidrógeno ( Padi~li."l. !!..61!·· 1995) t..'Sta5 1.•nzim.1~ ptu:den restringir el 

crt:'cimicntu ccJul.'lr por rigidific.tción de J,1 p.ued ct.'lul.'lr y o,,c.- h.'1 viste.., que los 

grupo~ con extremo foruloil dan dert.'l ~olubilid.-.d .1 Jos polisac."\ridn~ con la 

propiedad de producir gdt."'S por ~obrt..•t1xid.1ción cnn pt_•róxidn de hidn...,gcno m.-.s 

~rox.id.-..s.1s; ~ h .. 1 ._·~pt.·culadn qta_• t.•o.,ta ~clific.1cil'1n ~.l'"-idativ.1 dt.• lt15 polis.'lc.lrido:-. 

de la m.uriz t.•n l.1 p."1.red ceJuJ.1r ptu.•d,1 ,1fcd.H !->u ... ,tt .. ·1L..,if.,ilid.1d y .1:-.i ..,u vt.·locidad 

de crecimit.•ntn (C.i.s~-ib y V.unt._•r. 1988). H.odrigu.. .. •z y V .... n Huystce (1994) 

mcncion.'.ln que l."l C'Xp.1.n!->ión dt._• la p,"lrt·d ct._•Jular t.1d,-¡vi.'l t.'st:i t."'n di~usión y 

propont.•n qut._• una de l."l!':. cau~a:-. p."lr,, irnpt.·d1r t..>l ..:-n.-1..·in1it_•nto por las pt.•roxida5.'1S es 

debido 41 101 polin1eri"'_.11ción de tirosin.1 a L'"" ten~in,1 c .. 11 t.11i..-:ad.""1 por J.1:-. peroxid.'lsa~ .. 

También las isopero)l.idas.1.s h.1n sido us.1da~ \..'."l,mtl un n1.1rcadnr prirnario de 

Ja difercndadón m l•llro. 11..•n célula!'> de n1L'!-oúíilo de Z11r111;1 en L'lt•inento:-. tr .. -iqueid.11les 

estas i!>Ot..'nzirna!'t ~-on indw.:id.11:-. L'rl la p.ued celul.,r en traccione!'-., .lh h despué~ de la 

inducción de céluJ.,s me!"Ófilas a elemento~ tr.1qut."id.1les ( Church y Galston, 19.S7) 

Jos inhibidor-c~ que bloquean o rt.•tras.1n J.-i difrrt._•nci."lción dt.• traquidas reducen la 

exprcsión dt.• las i~~imas de pL'roxid.,s.'ls, Jo que !-oUgi11..•rL' quL· J."l modulación de 

Jos nh:elt.•s de la diferenciación t..>spt...•cífíca de isopero'l(idasas c~tá n .. ~lacion.-.d."l a Ja 

formacion dc tr.1queidc11.s; no ~ sabe como es que estas enzimas estan involucradas 

pero parece ser que la maquinaria de la pared celular regula la diferend."lción 

{Cassab y V.'lrner 1988) 

Estudios sobre diferenciación celular han mostrado una relación paralela 

entre el incremento de la actividad de peroxidasas y cJ contenido de Jignina de 



traquidas form .. -.das. ya que durante l.i diferenciación de traqucida!i. Ja fign.ina se 

form&t por fa polimcriz.J.ción de .J.koholcs hidroxicinnamiJ ~Ore fas paredes 

secundarias. esta polimerización se piensa e.s cataJizada por pcroxidasas (Sato, ct.aL 

1995). 

La función de t ..... ~ p.:ro)(.id..-.~s extr.-iceluJ..-iTcs concierne a Ja síntesis de 

lign.ina de Ja pan~d C'cluJar (Rodrigucz y v.u1 Huy~h."e. 1994), .. 'ldemas, ~tudios 

dct3llados han mostr."ldo que las pcroxid .. 1s.."l~ específicamente polimcrizan radicales 

feruJoil en Ja forn1 .. -,dl'1n de intcracciémcs en 1.3 pared cduJ .. ,:- de plantas (van 

Huystcc yCaims. 1982). 

Se sabe que las pcroxidasas est.1n involucradas en la inducción de biosíntcsis 

de nucv.i.s células Jo cual puede !'>Cr una r~.spuesta importante ya que se ha 

observado un incremento en Ja actividad peroxidasíca como respuesta al estres 

(Smith.-S!.:..ill. ... 1994). a la inv.:isión de org .. "lnh•mos patógenos (viru~, bacterias v 

hongos), estrés salino y calórico. rcpur.1ción d..- heridas y contanlinación del aire. Jo 

cual sugiere que en condiciones de estré~ Jas células de plantas sean un excelente 

sistemcl para monitoreClr Ja producción de peroxidasas. va que éstas son 

ampliamente usadas como un imporMnte reactivo para djc1gnósis d!nico que 

permite hacer inmunoensayos microanaJiticos por su alta sensibilidad en 

reacdoncs,. y otras apJic.,"lciones en el campo de Ja medicina. química e industria de 

alimentos incluyendo Ja eliminación de compuestos fenólicos y .. 1romáticos; Ja mejor 

fuente comercial de peroxidetsas es Ja raíz del rábano picante A rnioracia rusticana 

(J<wak~ ~- .. 1995). Tenemos entonces. que las plantas poseen varias i.soenzimas 
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de pcroxid.1sas en donde e..•1 patron de c:.;presión es específico del tejido. regulando 

el de~1rrollo y control."ldo pt..-""r t.-stíntulo!-o .1mbicnt.1lt.·~ •. 

Se h.1n caractcriz.."ldo tres >;rupos de isopero:.;idasas: el primero las 

isocnzimil~ catiónicas. que se localiz.."ln en J ,., v • .,cuola ccntr • .,J y c."ltaliz."'l Ja síntesis de. 

peróxido de hidrógeno. NADH y ,.,gu."l. E...-..ta!'o isoen7..imas tienen también actividad 

sobre Ja indol.1cético Scido-t.'lxid.1s.."1 en ,l.usenci.-. de..• peróxido de hidrógeno y 

pueden provt.~r de e..·~tc a otras isc.)(..•nzima~ de pt.•roxid.1.~.as en célul."l!-o de t."1b ... co ( 

Cas~lb y V.lrncr 198S). y."l que se encuPntran involucradas cn la deg:rad..-J:ción del 

ácido indol.lcético. pudit.•ran jug.lr un import."lnh.· p.lpel en Ja regulación del 

crecimiento de la pl."lnt,"l (ln~t:'nn."lrM."'ln. 1995) las peroxida5as catiónicas de 

cacahuate son c."ltalizadores ..-.n la polinH.•riz.'lción de Scido ferúJico e} cu.11 CclU.S..l la 

gcJatinación de la solución pentosa.n y .1sí rigidific.t la p.-ired celular (Rodrigucz y 

van HuyMcc. 1994). El rc5>to de su~otras funcion<.•s no cst.i aclarado tcxlavía. 

El segundo grupo son las isopcn.....,,ida~as modcrad,"lmentc anión.icas. Estas 

e:,.,tdn Joc."lliz.ad.'ls en la pared celular y poseen actividad moderada sobre los 

precursores de lignina. Se han cncontr~"ldo alt.1rncntc concentradas en heridas en 

rallos de planta de tabaco (Lagrimini y Rnth...--;tcin. 1987). 

En cJ tercer grupo se encuentran las peroxidasas 01niónicas las cuales pueden 

tener una accion específica como c.1talizador en las reacciones citopMsnticas tales 

como la oxidación del ácido ascórbico. y el ácido indolacético ( Rodriguez y van 

Huystee 1994, Gaz.aryan y Lagriminni, 1996}. Estan asociadas a In pared celular. 

formando interacciones entre diferentes constituyentes. tales cómo lignina y 
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glicoprotcínas (lngcrmarson~ 1995) tienen una alta actividad en la polimeriz.-ición 

de alcoholes cinamiJ in vitro (Rodrigucz y v.-.n HuyMt'.."C .. 199.i). Se han detectado 

acumuladas heridas c1c.1trizadas en tubcn:ulos de pi11pa; estudios 

inmunoquimicos con un .,nticucrpt"> cs.pccificu a un."l isoperoxidas.a an:ónica 

asoci.1da con suberi7..adón. mo!'>tró que en el tt..-jido del tubérculo de papa .. é~·c. 

enzima se cncontr."lba sblo del l.1do interno de las paredes cdul.-ut!'s (Espclie. et. al., 

1986) a~í que la dcpt.~itación de uu don1inio polimérico aromcitko de suberina 

involucra un<l isopcro:..ida5a aniónica. Se ha visto que la form;ición del pcridenno 

suberi7 .. ado es una res.pues.ta usu.~I a hcrid.1s en cu,.-,lquit!'r órg.-,no de l;i planta. La 

subcrin.."l fonna un;i barrera y consecuentemente un sello en una herida para evitar 

la pérdida de a~u;1. 

En trabajos iniciales en el estudio de tejidos vegetales se observaron notables. 

cambios de color sobre la superficie de los callos. Pruebas bioquímicas preliminares 

mostraron que esos cambios 1..•stab<ln asociados a peroxida~"l~. Por tanto M!' d~cidió 

irúciar un programa de investigación para evaluar el efecto de la his.terina sobre el 

crecimiento y niveles de peroxidasas en callos inducidos de Pltu~eolus vulgaris L. 

Adicionalmente St! analiz..·uon y compararon los resultados obten.idos- en 

citotoxicidad de la hlsterina sobre célul~1s vegetales- normales en este caso callos de 

P. vulgaris. con otros modelos usados para determinar activid.1d citotóxica ya que si 

un compuesto presenta actividad citotóxica implica la posibilidad de que éste tenga 

acción antitumoca 
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ANTECEDENTES 

México es un pab que cuenta con una gran diversidad de plantas superiores 

(Toledo. 1988) y un.'l de 1.'ls famili.i.s mL~jor rcpresent.1das es la Com¡,osilue. por esto, 

es y ha sido cstudiilda c-xahu~tivamt>ntc. é~t.1 t.'lmili.'l consta de mas de 1000 generes 

y 20 000 especic..">S, ~encuentra dividida en l·I tribus: 

t. Vcrnoncae 8. Senccioncac 

:? ... '\.stcrcac 9. T.lgeteac 

3. Eupatorc.1e 10. Artotcac 

4. lnulcac 11. Calcndulcae 

5. Helianthcae 1 :?. Cynareae 

6. Hclinieae 13. Muticeae 

7. Anthemide.'le 14. Lactuceac 

El genero Partl1enium, pertenece a la tribu Hcliantheae; ParthDrium 

bipinnatifidun1 es una planta hcrbacea, anual. erecta o ascendente, hasta 50 cm de 

alto; tallo comunmente ramific ... -.do, estriado, híspido; hojas de 2 a 25 cm de largo. 

Ampliamente distribuida y frecuente en las partes bajas del Valle de México 1 en el 

altiplano a una altitud de 2250 a 2650 msnm. La zona de distribución incluye 

Chihuahua .. de Nuevo Leona Veracruz .. Puebla y Guerrero (Rzedowsky .. 1985). 
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Casi todas las cspt!ci~~~ dcJ genero Porlhauum contienen l."lcton.l.s 

scsquitc.'"rpénic."ls con csqud ..... to pscudoguayano. Uno de los grupos funciona.Jc.-s mitS 

frecuentes en pseudogu .... yanoid."ls es Ja ceton.-. de C-4. sin embargo en varias 

focton."ls aisladas de csh.." ~énero e?-t.a cc.'"ton."1 no e:iciste y c.•n su lugar se encuentr."1 un 

grupo ."llcohol o un a~rupamiento acctoxilo .. esto~ observa en la histerina (fig 3. 

Fischc.•r ~· 1979). E~fL' compuesto fue .... isJ."ldo de P.l1ip11111atiftdur11 (Romo de 

Viv .... r. et. al. 1966) en ~poc."1 de flor."lción. El nombre de hiMcrjn.l. provien•· de que 

erróneamente- la planta tue cJasific."lda primero cómo P. h_t¡stt•n'J'lzorus. 

Figuril 3. E.. ... t-ruc:tur,l. química de la histerincl. 

Se han estudiado Jos patrones enzimáticos de pcroxidasas en varias espacies 

vegetales (Swarnkar 1986; Del Grosse>. s61!· 1987;Jngcrmarson, 1995; Sato,~-
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1995). cuyos pe!:>Os 1nolccul01rcs (PM) fluctúan .por ejemplo. entre: 58,000 ± 2.000 

Oaltons (Da) en O¡mt1t1a ficus mdica (P."ldiglia. et .... "11., 1995). en cacahuate ~ han 

caracterizado un.'l peroxid0ts..'l catiónic.l de 44.000 y una aniónica de 46,000 (van 

Huystce y C.1irns. 1982). otra de 40. 000 en camotP (K.-wvak. ~ .• lqq5), en ~millas 

de lpomra hltata~ ~purificó un., peroxidas..1 de 41.000 :!" 1.000 (Floris. et ,,l., 1984). 

del l.'ltex de C:uplmrbi11 cJiam1.:1,lS cxi~tc ntr."l dt..• 48.000 (Floris, et al.. 1984), 

encontramo~ rt.•portad.'ls h."lsta 7 pcroxidaS>."l'.'-> en nabo con PM entre 33,890 y 31,060 

(van Huystce y C01irns. 198:!) y por supuesto la pcruxid."lS.;\ del rábano picante que 

tiene un PM dt.• 40,000(c;coffrey. t."t ,,J. 1995) entre much.:t.s otras. 

Trabajos en Plw~"tJlus vulguns ~ugicrcn que 1."l actividad de pt..•roxid01sa~ y de 

patrones de is.ocnzima~ en callos, part..•ccn et."lrn ... •J,"lcion.u .... factores del dcs."lrr0llo y 

al genotipo; ya quC' las célul.:is que derivan de cultivos mas jovenes muestran mas 

actividad que las mas vi...-ja~. ~ postula que el efecto d .... inducción s.obrc 

pero.,.,id.:isa~ en cultiv~ cclularc~ son m.'\ximos en los pnnlcro~ días después de:!' la 

germinación. porque la ~ctiv."lción génic,"\ t..-s incompleta. habiendo así un mayor 

potencial para responder a señales del desarrollo y /o ambientales ( Del Grosso. ll. 

ru. 1987) ... Estudios en hipocotilcdoncs de P. vulgari!", han demostrado con técnica de 

inmunolocalización.. que las pcroxidafu'lS están presentes durante los estados tardíos 

de la diferenciación del xilcma. éstas enzimas tienen un P.M. de aproximadamente 

46.000 Da. (Smith. et.al.. 1994). 

También los callos de Plwseolus sp se lkln usado como un si~tema para 

probar el efecto de auxinas (Mok and Mok~ 1977) y puede constituir un buen 
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método, reproducible con facilidad. para probar la <lCCÍón de muchas otras 

sust<lnci .. "1.s. 

Por otro lado. en l<l d~c .. 1d<l de los ~Os, el Instituto Nacional del c.ánct.•r en 

Estados Unidos co1nenz{1 una intensa investigación con lo~ productos naturales 

extraídos de planta!'> ~upcriorcs. ~sto provocó que en el n_-..sto del mundo ~ 

incremcnt .. "lra el inter.'.'•s en la búsqut.~da de t..•stos productos con actividades 

biológicas. entre ella!'> citotóxicas y antitumoral. 

Se han reportado cit.·ntos de constituyentes de plantas (con diversas 

estructuras químicas) que dc~truyen células m vitro pcir diversos mecarusmo!'>, sin 

embargo. no todos éstos compuestos citotóxicos pDS'i-""CO una actividad antitumoral 

cuando son probados en modelos m vivo, é-sto indica que la citotoxicidad es 

necesaria pero no suficiente para una actividad anti.cancerígena, pero,. todos los 

agente!-> antitumoralcs prc~ntan una consistente actividad citotóxica. por eso la 

importancia en el estudio de éstos compuestos. Los resultado:>s con respecto a 

citotoxicidad !-oC>n expresados en CLso (concentración letal al SO~'ri), para el Jn..<itituto 

Nacioal del Cc1ncer (EstJdos Unidos), se consideran importantementc activas las 

concentraciones de CLso 20 µg/ml para extractos. y 4 ug/ml para 

sustancias puras, en linea~ celulares (Colegatc. 1993). 

Debido al gran número de especies vegetales que existen en naciones del 

tercer mundo, se han propuesto una ~rie de bioens.ayos simples, poco costosos y 

sin utilizar equipo sofisticado, para la búsquedi\ de productos bioactivos extraidos 

de plantas. Uno de éstos bicx"nsayos ya utilizado t!n muchos laboratorio~ de 
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investigadónt..~ es el efecto que un producto natural produce sobre Arterniu salina. 

que detecta un .'lmplio r."lngu de actividades biológic."ls incluyendo dtotoxicidad 

(P...feycr. 1982; McLaughlin. 1991). 

Taboada ~· (1986) reportan la .'lctividad c1totóxic.'l de la histcrincl. en 

diferentes lineas celulares. una nonn.'ll. (fibrobl.i.stos de tejido conectivo murino 

L929) y otra de ori~cn cancero~. (carcinoma Jaring;eo humano HEp2c). la 

concentraciones let.11 cincuenta ~ obtuvo mediante Ja determin.1ción del número 

celular. en controles y tratadas. se midió el índice mitótico y el porct.."ntaje de células 

multinucle."ldas, nlo~tr..-.ndo qut." J.l CLo;u de lc'l hi!o>terina para la linea L929 fue 

lµg/ml y en Hcp:!c entre Sµg/ml y lOµg/nll (T.--.boad.'l, t.'t.al. 1986). 

En base a Jo anterior se planteó Ja hipótesis general y Jos objetivo~ de este 

trabajo. 
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HIPOTESIS 

Si la hi..c;tcrina inhibe la división celular de callos inducidos en P. vu(-.:aris 

entonces esta lacton,"l está modificando. entre otros ni.t..•c.1nisrnos, la activid.'ld y el 

patrón isoenzimático de pcroxidasas 

OBJETIVOS 

L Evaluar la actividad citotóxica de la hi~tcrina ~..,l•n.:- c.1llns. inducidos de Plw~·olus 

vulgu.ris L. (exprt..~da en gramos de crecimicnh.l dt"l callo. al agrcg.-.r histcrina en el 

orden de µg/ml en el medio de cultivo) 

2. Determinar la persistencia de histerin.:t en el n1cdio de ..:ultivn de los callos 

inducidos 

3. Evaluar el efecto de la histerina sobre el patrón isocnz1m."\tico y actividad de 

peroxidasas en células tratadas y sin tratar 
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Colatt?ralrnente comparamos diferentes modelos de citotoxicidad y el efecto 

de Ja histerina sobre callos de P. t'uJ.-o:uris con los siguientes objetivos 

t .. Correlacionar los resultados en células vegctalL-s con Jos reportados en Jineas 

celulares dC" mamifcro (L929) y (Hcp2c) 

2. Determinar Ja CL">l• de Ja hist~rin."l en Arten1iu ~/itta y correlacionar los rC"suJtados 

en células animales y vcgct.óllcs 
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METODOLOGIA 

Material Quimico 

La histcrina fue gcnerosa.mcntt> donada por el Dr. Carlos Gucrrt:ro del 

Instituto de Quimic.:l de lol UNA~t quien identificó, •Üsló y purificó de Partl:L-nium 

b1ppimitifidun1 colectado en la ciudad de México. 

Material biológico fruitivo de tejidos vegetales• 

Las semillas de Pl1ascol11s vulgan$ L. utilizada~. fueron de la variednd flor de 

mayo. donad .. "ts pur el ln.~tituto Nacion .. ,l de lnvestigacionc~ A~rical;a:., ~léxico D.F.,. 

con el objetivo de tener menor variabilidad gl!nética. Las semillas se lavaron con 

agua y jabón y desinfectaron con alcohol al 70'!~ durante lOs y dore>.. .. "\) 20'~;. 

durante 15 minutos agitando constantemente, scmbrandoSt.~ •!n los germinadorcs 

(frascos con algodón y agua, estériles), después de 8 dias bajo oscuridad se 

obtuvieron la5 primeras hojas cotiledonarias utliz.adas para lo~ cxplantes. 

El medio para el cultivo de tejidos vegetales usado en esta caso fue el 

descrito por Murashigc - Skoog (M5)(1962) enriquecido con 2..4-D (2mg/l), la 

histerina se agregó por filtración a los medios (con un filtro millipore Swinnex X-25 

con membrana de diámetro 0.22µ> en diferentes concentraciones y en condiciones 

estériles. 
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L."ls primeras hoj."l.s cotiledonarias se cortaron en tres secciones dd mismo 

tamaño (entre 0.8 x 0.5ntm). éslo~ l''Pl"ntcs fut..•ron tran....:;forido~ a los rncdios de 

cultivo en dondc comenzó a dc5.urollarsc el tejido, 

La siembra de h:jido'."- p<1ra producción de callo se re."l.lizó en dos 

experimento!>, en el primero ~ utili:;r..aron 12 frascos con 30 mi de medio MS 

adicionándole :?.4-D (2mg/l) :'-. cu.1tro explantc!". en cada uno. 3 fra~os con hi~tt._ .. rina 

agrag.ilda al medio (c!'>tcrihL-<.uia por filtración) l."n cada uno con l.i!'> siguientes 

conccntr.,cionL-s: 25 . .50. 100 )' :!OOµg/ml. y el control durante 12 semanas. Del efecto 

causado por 101 histerina t..•n el crecimiento de los callos en éstos resultados, elegimos 

la~ conc11.•ntr.1ciones para el ~~gundo c'pcrimcnto. la~ cu."1.lcs fueron 75, 100. 125, 

150 .. 175, 200 y 225µg/ml a tubo~ con tOrnl de ni.cd10 y un cxplantc cada uno; 20 

rt!peticiones de c.,da concentraciones y el control. 

Los c""plantcs fueron incub.1dos po.- un fotopcriodo de 16 h luz (3.:::? \'Vm-2) y 

8 h oscuridild; haciéndose- ob~ri.·,1cioncs generales con respecto a la coloración. 

aparición del callo y tipo de los callos semanalmente. y se midió el peso fresco a las 

12 5iemanas. Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente, t de student 

para los resultados. de la primera fase y en la segunda un an.ilisis de varianza 

(ANOVA). homogcnidad de la varianza y posteriormente la prueba de rango 

múltiple de Dunett (comparación del testigo con los tratamientos). 
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Extraccion de la histerina del medio cultivo 

Se reunieron tc_x:io~ los medios qul· contenían la mi~ma concentraciones de 

histerina y agregándole una solución de 100 mi de agua-mctanol (1:1),. se calentó 

hasta disolver el a.,;ar; Z-1 h 1na~ t.11 dt.• la suspensión fue filtrada por un embudo 

Buchncr con papel f11tn' (\\."~lthm..in :-.!o 4:?.) y cclit..i 

Sub~cucntcmenll- al filtrado ~· lt.• agrilgó 50 mi .J.c dicloromctano se 

decantó ..:on un t."n1budo de ~par.ldón y finalmente fue concentrado. Los cristales 

obtenidos dc.spuc~ de que el ~ ... otvcntc fuC' evaporado. Sl." corrícron en una placa de 

cromatografia t."ll capa fin.l. para detcrmin .. lr ~i ~· trataba de histcrind • usando 

como control cristales de histcrina pura aislada de P. bipi11natifidum 

Actividad enzimatica (ensayo en peroxidasa.s) 

El parámetro para medir la actividad de las peroxida!>as en este caso, fue la 

cantidad de oxigeno liber.-ido .• 11 poner en contacto ~1 h.•jido vt.•get."ll con peróxido de 

hidrógeno. 

Para este ensayo ~ utilizaron tejido~ de Pluiseolus vulguris de hoja. callo 

control y callo crecido en un medio con 150 ~tg/ml de histerina. Los tejidos por 

separado fueron homogenizados con un buffer de fosfato de sodio 0.1 M. pH 7 (4:1 

P/V) y 3ml de cada muestra se colocaron en la cámara propia un aparato 

experimental utilizado par .. -i este propósito (figura 4). agregandole 0.3 rnl de 

peroxido de hidrógeno. Midiéndose el oxigeno liberado por el decremento en el 

rúvel del agua del tubo graduado durante 4 h. en lapsos de minuto a minuto hasta 



30, )º posteriormcntt." reaJiz.."lndo medidas c .... da 5 min durante otros 30 y un úJtin10 

periodo c .... d;i 15 mjn h-.sta l."ls 4 hor.1s. 

Fig, 4. Di~l" df-" experirn1_~nto. utiliz.1do p ..... r.-, dcterrnin."lr Id c.1ntid.id de oxígeno 
(mi) libcr.uto en l.1 rc.1cción provcx:.1d.1 .al poner 1_•n cont.1C10 el tt.iido con p1_•ro'll:ido de 
hidr0J::1. .. no. 

Tejido + 
mas peroxfdo 
de h1drogeno 



Electroforesis 

Se utihz...-uon tejidu~ de hoj.'l (crecida en obscuridad) y callos sin hi!'.h .. ~rina as[ 

como crt!cidos en mL•dio~ con 75. 100 y 150 µg/ml de histcrina. Se homogcnizaron 

con un buffer de fosf."lto O. l M ·' pH 7 en un;i proporcion de 10:1 (tejido-buffer) para 

el callo y 1:1 para hoj.l 

Los ho1nogcn.tdos se centrifugaron ."l 14 000 rpm, durante 15 min. 15~11 de 

cada !'-Obrenad.'lnte fue us .. "ldo para t."lectroforc5is p_,.-;.c_-;E. 

El SDS-PAGE fue hecho de .:tl.'.uerdo .il método de (Lacmmly .. 1972) con 12·~;. 

de poliacrilamida. en un .. "1 cámara par .... electroforesis EC-105, Mighty Small Il 

vertical. Los J:!Cle~ fueron teñido~ con azul de coomassie R-250. dt..·s.tcfüdo5 y 

fotografiados. Se diserló una imagen digitaliz."lda de la fotografía tomada del gel. 

Se utiliz.""lron cómo marcadnre!-> de PM a fos.forila!"a B (112,000). albúmina 

sérica de bovino (84.000), ovoalbúnüna (53,200), anhidra~., carbónic."1 (34,900) 

inhibidor de la tripsina de! soya (28,700) y lizosima (20,500 Dalatons). 

Ensa.yo de actividad biologica sobre Arlcmi"' s,alina 

Este biocnsayo e~ muy usado en la investigacion de productos natur.3les, el 

procedimiento determina l<t Ct....;u en v.nlorcs de µg/ml, Ja toxicidad se manifiesta 

en la letalidad de la larva (M~1yer. et.al. 1982) y los resultados se ba!->an en la 

comparacion con los obtenidos en varias lineas celulares de mamífero. Los 



huevecillos de e.stc crustácc..~ son viables. de b."ljo costo. y cclocionan en poco 

tiempo (48h). 

Se prcp.uó medio para el cultivo de la larva con solucion salin."1 al 3.5 •y., y en 

un pequeño estilnquc- plastico de 16cm de laq;o. lOcm de ancho y Scm de altura 

(dividido en parte oM:Ura y partl.• iluminada) se agregaron los- hucvccillos que se 

mantuvieron en la oscuridad •• 1 tt..•mpt.-atur."1 dt..• .24-25 "C y se incubaron durante 48h. 

AJ término dt! este periodo ~· colocó una lámpara de luz blanca y la~ larvas con 

fototropi~mo positivo pasaron de la p.utc o~ura a la parte iluminada del estanque. 

En viales de 10 mi que contcnian 7 mi de cada conccntracón de histcrina 

(25.50 y 100 µg/ml) en solución ~tina y tc-sti~o~ (solo con solución ~"llina). ~ 

colocaron 10 larvas en C4,Ja uno. y utilizilnd<) q vi.ilc~ por muestra. se cuantificó l."1 

mortalidad a las 24h. Los. resultados se sujetaron a un análisis probit de iJCUcrdo al 

programa propuesto por de Finney Purdc para determinar CL:so con intervalo de 

confianza del 95'}~. {Mcyer. 1982; McLaughhn. 1991). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

El crecimiento de los callos en el primer CXJ.X"rimento (con concentraciones 

de 25. SO. 100 y :?00 µ,.;/nll dL• hi~h:-rina agregada a lo::.. medios de cultivo) tuvo un 

comportamiento sigmoidal, ob~rvandosc un retardo en el inicio de la forrnacion 

del tejido en los tr~-.tanücntos que contcnf.1n 100 y 200 µg/ml de histcrin.a en los 

medios nutritivos. 

A estos rcsultddo~ (Tabla 1 ). !".e les aplicó un t dt: student para analizarlos 

estadísticamente que 1nostrando diferencia significativa .-i p < O.OS (respecto al 

control) en las concentraciones de 100 y 200 µg/n1l. 

Tablc"t 1. Peso frt .. •sco (g,) :!. E E. en ec-11!0 d~ P. vuls:iirt~ con diíert..>nlL--s c:oncentr.1.::iones de 
histeri.n."l (µ,:;/mi) en el medio dr cultivo MS + ~-4-D (2mrJI) lectur.1 •' las 12 sem."lnas. 

CONTROL 25 su 100 200 

~fedia :::tE.E. 1.246~0.2...1.0 1.191"!:0.114 1.196~0.ll::SO 0.037.!;0009 0.077~0025 

ns"" dtft""~..:t.a no ?>IJ.,.~Ufi.:.1tiv.1 t.-n l.t prlH•h.1 ~tadbt1ca de t dt"' ~IUdt"nt rt"!>~O .... 1 control 
s = difen.-nci.t ~ign1ficdtiV."l t.•n J,1 prul"ho"l t.'">t.Htíi .. tica de t dt• ~tudt-nt n-.p~·ctn .11 control 

Cómo se puede ver en }¡¡ tabla 1, las concentraciones de 100 y 20(1 µg/ml 

tuvieron una diferencia significativa en peso fresco con respecto a los controles., lo 

cual nos indica que a éstas dosis la histerina provoca un cambio en Jos callos y que 

tiene una citotoxicidad efectiva a concentraciones intermedias y/o mayores. 
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Dados 1~ rcsult;¡dos anterion!s se decidió trabajar con soluciones de 

histerina t:-n h.-,s medios de cultivo con las siguientes concentraciones: 75. 100. 

125.150. 175. 200 y 225 µg/ml. El retraso en el inido del crecimiento en los callos 

cxperiment."llt.~ definió d tiempo que t.udarí.1 esta ~gundo experimento. en donde 

los ~os frescos M." rci.;istr.uon a las 12 Sf..•manas. dcspu6 de .scmbr;u los cxplantcs. 

~observó también, que en los controles l."l color."lción en la ~uperficie de los 

caUos. con el tiempo cambió de un ambar pS.lido a c.,fé oscuro; en cambio, en todos 

lo5 tratamientos. sobre todo en las dosis ."llt .... s (100 y 200 pg/ml. que tard.:t.ron mas 

tiempo en iniciar su crecimiento) prL~ntaron coloración de bl .... nca .... ámbar ptilido. 

Pruebas bioquímicas preliminares, en el cultivo de tt.'jidos vegetales han mostrado 

que esos can1bios cstan asociado" a peroxid.1s.."1!-.. 

Con respecto a la forma dd tejido, los callos control presentaron un aspecto 

homogéneo y compacto; mientras que en los tr01tados con histcrina observamos el 

inicio de los callos c..~pccialmente en nervaduras del cxplantc y predominó el tejido 

friable blanco y color ámb.ir pálido al comienzo de la formación del callo (en todas 

las concentraciones).. y mostró tejido hetcrogcnco y café en algunas partes al 

término del cxpcrimento(figuras 5 y 6). 



Fi¡.; 5 C.llln nnrnMI de/'. 1•11/garis crecu.iu en !\.IS+:?-l-D (:?n1¡.;/I) .1 3 nu.·-..e ... 



EJ crecimiento dt..•l callo del ~gundo experimento en todos los casos, tanto 

control como trat.""ldo!'>, presentó tr-L"s ct.1pas:a)inido. b) crecimiento rápido, y c) 

estacinnari.1. Not.indos...• una marc.""lda difcr-cnciet en el tiempo de inicio de 

formación d1.•I callo. sobrt.• todo cnn l."lS conccntr.-1c1ones mas el.Itas; se ob~rvó que 

con 175 µh/nll t.•J nuevo te1ido apareció en t..•I tran......;cur$C.> de la segunda ~mana, y 

con lélS dt.• 200 y 2:!._=i ug/ml é-'>h.• .1parcdo hd~ta la !'>CXt."1 ~..emana. En contrC1ste, Jos 

controles forrn.uon c.1110 (dt.• dift.•rcnh .. • tam.ulo) dc~de lns b dias en un 100•}:. de lus 

tubos. 

El porcentaje de explante5 con tejido formado a J.1 ~Xti1 y décimo !'-C"gund."1 

semana!'> se prcM.•nt."1 t..•n t."1 t."lbl."1 :?. &• t..•ligió lil st.•rtt."lnil 6 porque fue el tiempo que se 

observó c,1.JJo t.•n tod.ts la~ conccntradont.·~ y ·• la~ 12 semanas como final del 

experimento debido a que en ese tiempo ya no ~ notaron cambios sustanciales en 

Jos caUos (control y experimental). 

L."1 hi!'>krin."1 provocó un rct.udo en la prcscncic"l de c.:ilJo (reflciándo~ en cJ 

porcentaje de cxplc"lntcs con tejido formado)(tabla 2). este efecto se observó a partir 

de las conct.•ntrncioncs de t.:!.5 µg/ml y se acentuó conforme aumentó la 

concentración de h.isterinc""l. Los medios con 200 y 225 µg/ml tardaron 6 semilnas en 

formar caUo (cómo se explicó anteriormente) . .-"\.las 12 ~m."lnas presentaron Cc'.JlJo el 

1oocy.. de los tubos en las conccntr."lcioncs de 75 hnsta Ja de 125 µg/ml y al aumentar 

las concentraciones este porccntc'ljc dismjnuyó hasta Ja de 225 µg/ml, en donde no 

hubo cambjo desde Ja sexta semana. 
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Histerina 0
;. de L•xplantcs con ·~:.de ex plantes 

µ¡;/mi callo formando callo 

~mana6 semana 12 

CO~OL 100 100 

75 93.75 100 

100 100 100 

125 6>!.-t2 100 

150 1'1.:::5 93.3-t 

175 72.2 72.2 

200 55 65 

225 20 20 

El peso fn.•s.co de los callos se midió a las doce .f.Cmanas (t,,bl."l 3). El análisis 

de varianz.1 (t.1bl,"l 4) de estos resultados. nos indica que la histcrin.a en 

concentraciones desde 75 µg/ml. inhibe significativamente el crecimiento en callos 

de P. vuI.~uris L. Podemos ob~rvar en fiJ.;ura 7, que la tendencia de la histcrina es 

llegar a una inhibición total del crecimiento a concentraciones mayores cercanas a 

225µg/ml. Si comparamos la tc3bla 2 y 3. podemos observar que a pesar de que 

hubo callo formado en todos las repeticiones en las concentracionesdc 75. 100, 125 y 

150 µg/ml el tejido era pcqueno. Cabe hacer notar que a partir del tratamicrnto de 

de 75µg/ml tanto el porcentaje de presencia como el tamni\o del callo fueron 

mucho mcnon..>s. 
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de h1~h·rin.t (LtP/ml) en t.•I mt-"dio efe cultivo it doce 54.,.man.;ts. 

Hi:-oh:rin~t media (g) ~ EE 

o 18 1.6646 ± 0.1215 

(contrc1I) 

7:; lb o.5059 ± 0.13:?.5 

100 15 0.4006 ± 0.0958 

1::?5 1" 0.4753 ± 0.]¿¿::? 

150 16 0.3010 ± 0.1341 

175 17 0.3802 ± 0.1312 

200 20 U.3613 .=. 0.1169 

225 20 0.071>6 ± 0.1520 

TabJ.,-, 4 An«iltsi~ de v~1r1,-,n.z.-, p • ..-a p ....:: 0.05, de Jos pt~(>S frescos de callo~ de P. 
t•uJ.t¡;aris con difPrt.•ntes cnnc.·pntr.1c1onc>!-o dP hi ... tedn.t t.•n lo!-o n;t_•dto!'> de cultivo ,, do.:e 
~Cmiln.-is c.-n cultivt..., 

Fuentedt.• Cu.hir.ll1o Gr.tdus. de Cuadr.1do F F 

van.1c1ón medio libert."td c.ilcul.td.:i de tablds 

Eft~to ... 35.074 26 1.349 

princip~1les 

VI 5.740 19 0.302 l.137N.S. 1.68-2.06 

V2 29.861 7 4.266 lo.058•• 2.10-2.82 

Efeclo linc.11 16.4793 16.4793 

Rcsidu,-,1 30.285 1 J.t 0.266 

Tot.tl 65.360 140 0.467 

Vt - difen.•na.t~ t.>ntre rep1•tlnnne!lo N.S.= No !iol);ntficallvo 
V2 = difer-encias t!'nlrt! tr.at.-,,mi~tn •• = Altdmt"ntt" ~ih"T1ificativo 
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Dados los resultados analizados en diferencias de peso fresco se compararon 

los resultados del contrul con todci~ los grupos cxpL•rimentalt?:!:-, de acuercto a la 

prueba de rango nl.últiplc de Dunnct (t.l.bla 5). Se en~-ontr6 que todos los 

tatamicntos s.on ditcrentcs signific."l.tiv."lmcntc respecto al cnntroL ya que las 

diferencias obscrvJdas en todos los c."l.!'00:-. Min mucho mdyores •"' 0.30~ ( diferencia 

mínima significativa calcul.1d41) en un nivel de ~ignific.1ncia de U=0.05. 

T;1hl.-t 5. An.ilisic;. de Dunrn .. •tt 
Trat.amit.-nh.~ que ~ PnJmcJn, conlnll J>nunedin 4u11.• -...• Dift!'r~cia-.. u~adJ:. 

comp.sr.tn cnmp.u·ct 

Control vs 75 l.664b 0.5059 1.1587 

Control vs 100 1.6646 0.4006 1.2640 

Control vs 125 1.6b46 0.4763 1.1886 

Control vs 150 1.6646 0.3010 1.3636 

Control vs 175 1.6646 0.3802 1.284.; 

Control vs 200 1.6646 0.3613 1.3033 

Control vs 225 1.6646 0.0786 1.5860 

Nivel de sign1f1cdnC1c"l u -= O 05, dtferencia mín1m,, cdlcul,uicl 0.3056 

Con respecto a la coloración y forma del tejido se pre~ntaron las mismas 

características que en el primer ensayo, callo friable-esponjoso (coJoración blanca a 

ambar pálido) car41Ctcristico de tejido nuevo en•~ experimentales aun hasta las lZ 

semanas haciendose notar que iniciaba en las nervaduras del ex plante (fig S y 9). 
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En los controles el tejido era honlogcnco y con el tiempo se fue tornando cafc 

oscuro. sin observar que crecieran prcferentcment...- en ."llgun sitio cspcci.ll del 

explantc. 

Dada la importancia de tod~ los resultados. nuetro interés 5e enfocó a 

dctcrnUnar si persistía histcrina en l~ mismos medíos de cultjvo con las diferentes 

conccntr."lcioncs en que crecieron Jos callos t.."'xpcrimentalt...~ y así su~crir la 

existencia de alguna relación. 

Extra.cdon de la histerina de IO!i medio9 de crecimiento de los callos 

Los resultados en este caso fueron solo cualitativos, se obtuvieron crist4lle~ 

de histerina de los tratamientos de 175, 200 y 225 µ~/rnl en el medio donde había 

explantc..•s que no form<lron c."lllo o éste último era pt.."queño, en las demás 

conccntraciont..--s no ~ encontró histcrina. Cabe aclarar que la sen..c;,ibilidad de la 

metodología utilizada pudo no haber sido suficiente para detectar pequeñas 

concentr.:1cioncs de 1 .... Jactona. 

No obst."lnte con estos resultados se sugiere que las células del t~'iido 

desd.Herenciado tiene capacidad de crecer y formar los callos aun presencia de 

Jústerina pero en bajas concentraciones las cuate~ alcanzan a metabolizar. pero 

cuando esta concentración rebasa ciertos límites (75 µg/ml) la lactona actúa 

inhibiendo los proet.-sos de crecimiento y exspresión celular, afectando 

probablemente mecanismos de regulación del crecimiento sobre algunas enzima 

participantes en éste proceso. 





Actividad de peroxidas•~ CEC..1.11.1.7.) 

En Ja figu.-a JO. Sf.• mut."stra un perfil de fo acth•id.'ld de J.'ls peroxidasas, aJ 

medir la prc.-..ducción de Oi en dift!renh.~s tejidos de acuerdo a Ja reacción: 

-
principio asf, en eJ primer minuto J.-. .-.ctividad es exponencial, disminuyendo 

conforme aumentaba d tiempo hacit:ndo~ progresivamenh .. '" constante 

apro'l(imad.-imentt..• ."l los :?O minutos (minJ. Este tl.."jido s.t.." utiJizó solo como un primer 

par.imetro de compar."ldón p."tr."l l.'1 •'lCtividad de 1<'1S J.."'Croxida~s en los c.11Jos. 

En el c.11Jo control J.1 .'lctividad sigue un curso con_c;.tante (menor veJocidad 

que en la hoja) ha~ta los :?00 min .. A Jo largo del tiempo transcurrido se notan 

escalonamientos en el curso de Ja re.'lcción. lo que sugiere la presencia y 

particip.'lción de.> isoenzim,1s. Con respecto a Jos c."llJos que cn:cicron en medios con 

histcrina. é~tos presentaron o'lCtivido'ld baja (comp.'1r01rivamente, fig. 10) h.1sta los 100 

mina partir de los cuales Ja ac~vid.1d perm.1neció constante. Por tanto. la histerina 

en Jos medios de culti\.'O afcct.1 •"' Ja .1ctividad de peroxidas..'ls en callos inducidos de 

P. vulgaris Jo cu.'11 parece indicar que esta Jactona está afectando mecanismos 

importantl.~ de crecimiento, diferenciación. org~'lnogénesis y respuestas al estrés. ya 

que se le atribuyen a las peroxidasas en vegetales ést.'ls y muchas otras actividades 

(Cassa yVarner. 1988; van Huystee y Cairns. 1982; DeJ Grosso. 1987; Rodríguez y 
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fig .10 Actividad de peroxidasas en hoja y callos de P. 1•u/garis 

,. 

[2J ' . -E 
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_,. :_, !l ~.J ~ ', I~' 't '"-: ;:r ··~ ,~ .. ( ~', • :_1 ·, 

Tiempo (min) 

Actividad de peroxidasas de homogcnado de hoja de P. 1•ulgaris +, actividad 
en callos+ y en callos desarrollados en medio de cultivo con 150 mg/ml de 
histerina ,., La actividad decrece cuando la lactona está presente y la 
actividad escalonada del callo control sugiere la presencia de isoenzimas. 



van Huystce. 1994; Sn1ith. !.:Li!!· 1994; Kwak, 1995; lngerm01rsson 1995; Sato.~-

1995). E~to explic.uí•1. en p01rtc. el n.•t."lrdo en el crecimiento. la difercnci01 en J.'\ 

coloración y la morfologí."l de lo~ c."lllo~ tr.:it."ldos con histcrin<l. 

Perfil enzimatico 

El di.1~ram."l l.'!t.>ctroforético (figur."l 11) muestra que las hojas de P. uu/gans 

contienen una b.1tt.•ría de cnzim.i~ (carril :!) y éstas pos.t..-cn P!\-f de 52.480; 4;',H~3 y 

38,904 D."llton~. El p.:ltrún cnzim.'ltico 1._•n c;1llo(c.uril 3). difierl! ~nsiblemcnte de la 

hoja. aunque~ localiz."ln tn .. as banda!-- estas ~n d~ difC"rcnte pes.o molecular (50,118; 

43,651 y 41,686). 

Se ha de!--crito que l."ls pcro,ida~.1s inten.·i~ncn en la regulztción de una ~·rie 

de funcionc!-o, en con .... ~cut.•nci.-.. uno de los cfectll!-. que primeramente se pudieron 

detectar expcriml.."ntalmentc e~ J.1 ap.,rición dt..• seis bo1ndas en la placa 

clcctroforétic.:l donde se ponen muc:<.tr."l!-. de c.-,llos que crecieron en mcdil.>s de 

cultivo con una concentración de 75 µg/ml, (con PM de 55 590, 53 088. -17 315. 43 

315, 39 810 y 38 018 Da) el mihmo p.-,trón cambia a solo tres bandas de diferentes 

pesos moleculares en l."l!> conccntrilciont.>!> de histerin.'"l de 100 µg/ml (con P~1 de 52 

480. 51 286 y 43 900 Da) y 150 µg/ml (PM de 52 480, 43 651 y 40 738 Da). Lo cual 

indica cambios en el metabolismo en Jos callos de P. vulgaris tratados. Parece ser 

que Ja lactona utilizada en ésh! tra.bajo. tiene un efecto regulador sobre algunas 

acividad<:s que involucran a las peroxid.1sas. 
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Fig 11 Electroforesis (PACE) de c•llos inducidos Je P.uulg.1ns con 
dile.reales co~traciones dir hislerina en el medio de cultivo 

2 3 4 5 6 

Electroforesis en PACE (12llo) que muestra de 17.quierda 11 derecha: En el 
carril l. loa marcadores de PM (53,200 y 3t.900 da); en el carril 2. SOµl de 
'1olnogenlldo de hoja. en cl carril 3. 50 µI de hoinogenado de cilllo control; en los 
c•rriletl 4. 5 y 6. 50 µI en cada uno. de homogenado de aallo aeddo en medio de 
cultivo con diferentes c:ona!lllr•ciones de hislerina: 75, 100 y 150 µg/ml 
l"e9pl!Ctivainente. 
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Diver5.es autores (Casabb y Varncr, 1988; Rodriguez y van Huystee, 1994; 

lngcrnl<lr~ln_ 1995) h<ln rno~lradn qut.." las pcroxida!>·"~ juc~•1n un pJpel importante 

en la velocidad y regulación del crecimiento en células vegetales al intcractuLtr con 

otros compuesto~ t.llcs cómo t..•1 acido indolacético. 

El retardo que !-oC ob~rvó en d inicio del dc~rrollo de los callos tr."ltados con 

histcrin • ., (t.-ibl."l :?.). y lo~ cambios que~ ob!-oervan en el ~el de elcctrofore~i~ (tig 11) 

mucstr"'n que é!-ot,"l 1.-ictun.-i pudiera t..·~tar inhibiendo el crecimiento celular por un 

mec.1nisn10 "-•n.zimático en el cu.11 participan peroxidas."ls ya que c.-imbia el patrón 

isocnzimático con las diferente~ concentraciones dt..• histt.."rina. 

Ob~n.'"'lno~ b band."ts diferentes en el carril J (perfil elcctroforético) que 

corrcsp.."ndc ,"\ l.1 conccntraciún dt..• 75 µ~/mi de hi~h:rin.l en el medio, é~t.'1 es 1.3 

concentr."lción en l."l cu .. "ll el tarnai\o de lo:-. calh ,s fue su¡..">Crior y que inició su 

crecimiento ~1ntc~ qut.' l,-¡s otras. Al paracer pc.-'Kirí.1 haber~ disp.uado un mecnnismo 

para la ~íntesis de dif...,.rcntcs i~n.1:irn.'ls qut.• favorvdera.n el crecimiento y otras. 

actividades en las que c~tán involucra.das las peroxida~s. Conforme ~'lumcntó la 

concentración de la lo1ctona. C!"c mecanismo ~ría inhibido regresando al patrón de 3 

isoenzim<ls (diferentes ~1 las del control) provoc.'lndo un crecimiento del callo 

considerablemente n1enor. No obstante la comprob."l.ción de esta hipótesis requiere 

subsecuentes investigaciones. 

Gazaryan y Lagrimini (1996) en experimentos con plantas transgérúcas de 

tabaco dcmostr<lron que la activida.d de pcroxidasas está involucrada con la 

expresión de diferentes fenotipos, semejante a una respuesta tipo auxina, ya que 
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éstas enzimas juegan un papel significativo en el catabolismo de auxin .. -.s a tr.'lvés de 

la dcsc.uboxilaci1..\n del ac. indolacético; e~to,. o"lUnado ,"\ la participación de (."ts 

peroxidasas en la sính.."~is de lignina. subcri:;r .. ,ción y difercnciadl.'ln. nos da pauta a 

pensar que la hish:rina al participou en lct ,,ctividad de pcro"idas..'ts provoqut" los 

cambios morfológico de los callos de P. vut.-.:uns. 

Dado que l."'l histerina tiene los efectos descritos en t.."Stt! trabajo ~brc células 

vegetal ... ~ normales (callos dC' P. tiulgurl~) ~ puede sugerir la posible participación 

de las lacton.'ls scsquitcrpénicas en la morfolo~ía y expresión de diferentes 

fcnotipo5 de las plantas que l.1s s.intctiz...'ln, sin embargo, para determinar esto 

último se requieren de otros c~tudios cómo fue sc1\.tlado ;interiormente. No 

obstante podemos sugerir que de .'tl~una forma los productos del metabolismo 

secundario tales cómo las l.'lctonas scsquiterpénicas en plantas. participen 

regulando mec.1nismos bioquímicos import~'lntcs en el crcdmit.."nto. organogéncsis, 

diferenciación y respu~t.1 al cstré~. T.:il vez é~te sea uno de los motivos de la 

síntesis de incontables metabolitos secundarios en diferentes especies vegetales y 

que además éstos c.:imbien con respecto a presiones ambientales. así. parece ser que 

éstos productos son mucho más importantes que lo que la evidencia experimental 

ha mostrado hasta ahora. Además. c~'lbe acl.'lrar que la información que relacione a 

los metabolitos secundarios en procesos fisiológicos como el presentado en este 

trabajo son pocos. 

Dentro de la fisiologia vegetal es muy interesante continuar con 

investigaciones que relacionen la actividad especifica de metabolitos secundarios 
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en la planta que lo~ sintetiza y así conocer mas de su biología, ¿porqué una planta 

es erguida o rastn.·rd?, o t&"ll vt..•z ¿por qué? unas 50n mas n .. -sistentes que otras a 

agentes patógenos y muchas otras preguntas que involucran diversos mecanismos; 

sin conformarnos sólo con la utilidad inmediata que se les puede dar. Las 

rcspuesta!'.o de de las prt.:'gunt."l~ que se plantearon anteriormente (entre otras) 

pueden ser de mucha .-,yuda en tod.1s las ramas de la biologia vegetal. 

Toxicidad en Artemia salina 

En este en.sayo 1.-, tnxicid&"ld de lc"l histcrina sobre el crustacco resultó ser 

mayor a ::?.00 µg/nll. 

los resultado?'> n"lucstra una gr."ln diferencia en la citotoxicidad de la histerina 

en tre5 diferentes si~tcmas: a)cn cultivo de células anim&"lles de las lineas Hep2c con 

CLs.u de lµg/ml y L929 CL:..;1 entre 5 y 10 µg/ml (Taboada et .. al. 1986). b)en cultivo 

de tejidos vegetales ~bre P. vulgaris que a pesar de que no se determinó la CLso, se 

observan cambios significativos de citotoxicidad desde concentraciones de 75 

µg/ml y c)en A. $a/ina mayor la CLso es mayor a 200µg/ml. 

Muchos investigadores proponen el bioensayo con A. salina cómo un metod.o 

para detectar una amplia actividad biológica. incluyendo citotoxicidad~ sin 

embargo se observa que no es constante respecto a ésta actividad. Si tomamos en 

cuenta el hecho de que aún entre lineas celulares existen diferencias con productos 
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que les son citotóxicos a unas. pero a otras no, lo es mas con sistemas 

completamente diferentes que involucran a organismos completos cómo lo es la 

larva del crust.ict..-o. No obstante. parece existir una relación. con compuestos 

citotó)(icos de l.i. line.-, celular 9Ps (leucemia murina tn vivo) y los resultados de 

citotox.icidad en A. ~/1na (Mcycr, 1982). Si esto es cierto la histerina. tiene una CLso 

mayor c"l 200 µ~/ml en la linea 9Ps. 

Se ha mo!'>trado que L"1 método mas confi."lblc para probar productos 

citotóxicos que pretendan :..cr utili7 .. "ldos cL1mo a~entes antitumorales. es. con lineas 

cclulart..-s. particularmente malignas. sin embargo este método no garantiza que in 

VitlO el comportamiento citotóxico de éstos compuestos sea antitumoral. 

Es un hecho l,"\ importanci."l que tienen los biocn...o;.ayln> rápid~. simples y 

poco costosos. para poder !'>Cr usados en paises con pocos rccur~s económicos y 

gran diversidad vegetal; probablemente el sistcm."l de cultivo de tejidos vegetales 

pueda ser un biocn.sayo dt..~tinado ,., detectar productos con actividad citotóxica con 

f"mes terapéuticos en humanos.. 

Queda abierta la posibilidad de continuar con investigaciones relacionadas 

en determinar citotoxicidad de productos naturales sobre células tumorales 

vegetales (cómo lo es el bioensayo propuesto por Ferrigini , 1982) como 

complemento a este trabajo y así poder comparar ~ los resultados obtenidos en los 

cuatro bioensayos: células vegetales normales (callos). células vegetales tumorales. 

células animales normales y células animales tumorales. 
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CONCLUSIONES 

La histcrina en concentraciones desde 75 a ~5 µg/ml inhibe el crecimiento 

significativamente en c.'lllos de Pl11Aseolw~ vulgaris L-

L"'l histerina retarda crecimiento t!O callos de P. t1ulgaris L .. No se encontró 

histerin.."' en Jos medios de cultivo con concentraciones de 175, 200 y 225 µ.g/ml .. 

las cualt..-..s corn .. -spondcn a los tub~ en donde había cxplantcs que no formaron 

callo o C'!'tc último era muy pequeño. E~to parece indicar que la división celular 

comicnz..'l cuando el cxplantc ha mctabolizado l~"l J~1ctnna agragada. 

La histerina en los medio~ de cultivo. dh.rninuyc 1.1 actividad de peroxidasas t!n 

callos inducidos de P. t•11/garis y el patrón if.Oenzimático de peroxidas.as en los. 

callos que crecieron en medios con hlstcrina fue diferente al obten.ido en los 

controles. Jo que indica que ésta lactona participa en mecanismos en los cualt..-s 

están involucradas 14ls peroxidas..'ls, modificando así l."l morfología y crccimit."nto 

de los callos 

La CLso sobre Artemia salina fue mayor a 200 µg/mt concentración 

significativamente mayor que las reportadas en células animales (Hep2c y 

L929). 
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