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1. RESUMEN

Los “muérdagos” son especies pertenecientes a las familias Loranthaceae y Viscaceae que
causan importantes pérdidas econémicas, también han sido utilizadas en medicina tradicional para
tratar diversos padecimientos como el cancer. Cladocolea loniceroides es una especie endémica y
ha ocasionado graves dafios al arbolado en distintas ciudades del pais, sin embargo, es una fuente
prometedora de compuestos con actividad bioldgica.

Para obtener mayor informacion de la especie se realiz6 un estudio preliminar fitoquimico
y de actividad biolégica de C. loniceroides. Se realizaron extractos organicos y acuosos de hoja,
tallo y flor, a los que se les hizo un analisis fitoquimico preliminar. La actividad biolégica fue
probada en 4 modelos diferentes: A. salina, lineas celulares cancerosas humanas, bacterias y

Spodoptera frugiperda.

Los resultados mostraron que la principal actividad biol6gica se registré en las lineas
celulares cancerosas, encontrandose en los extractos mas activos la presencia de terpenos-

esteroides y flavonoides.
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2. INTRODUCCION

El humano ha mantenido, desde el inicio de su existencia, una estrecha relacién con las
plantas, mediante el método de ensayo y error encontré en ellas, ademas de satisfacer sus
necesidades basicas de alimento, utilidades como el alivio de algunas dolencias. Estos
conocimientos han sido transmitidos a través de muchas generaciones, dejando constancia de las

plantas Utiles o perjudiciales y la manera en que éstas tendrian que ser empleadas (Waizel, 2006).

En los dltimos afios se ha intensificado la busqueda de productos de origen vegetal para el
tratamiento de enfermedades, para lo cual se han empleado diversos modelos in vivo o in vitro.
Entre éstos se encuentran los ensayos de citotoxicidad como indicadores iniciales en la
determinacion de una actividad antitumoral; en esta busqueda se ha probado la actividad
antitumoral de un gran numero de plantas, entre las cuales figuran especies de la familia

Loranthaceae y Viscaceae, también conocidas como “muérdagos” (Waizel et al., 1994).

Los “muérdagos” son plantas que parasitan arboles y arbustos y se les denomina plantas
hemiparasitas porque no dependen totalmente de su hospedero, ya que sus hojas tienen clorofila,
siendo capaces de producir sus propios carbohidratos; sin embargo, obtienen del hospedero agua,
sales minerales y un soporte fisico para establecerse (Calder & Bernhardt, 1983). Para obtener las
sales y el agua, utilizan un 6rgano llamado haustorio que introducen en las ramas del hospedero,
ocasionando dafios irreversibles al &rbol tales como deformaciones en las ramas, disminucion del
follaje y del crecimiento y segun el avance de la invasion, aumenta la susceptibilidad a otras

infecciones, e incluso le puede causar la muerte (Pérez et al., 2006).

Algunas especies de la familia Loranthaceae se han utilizado en México para tratar
distintos padecimientos, por ejemplo, Cladocolea grahami para el tratamiento de cancer (Waizel
et al., 1994) y Arcetobium vaginatum para enfermedades de origen bacteriano (Hernadndez, 2009).
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Cladocolea loniceroides,especie endémica de México,pertenece a la familia Loranthaceae,
razon por la cual es una fuente prometedora de compuestos Utiles para el tratamiento de este tipo
de enfermedades. Son pocos los estudios acerca de su composicion quimicay de su actividad
bioldgica, y los encontrados son relativos a la taxonomia y al dafio que provoca, ya que es un
problema fitosanitario en varias ciudades del pais, entre ellas la Ciudad de México (Cid-Villamil,
2006; Alvarado et al., 2009).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Distribucion geografica

La familia Loranthaceae incluye de 60 a 70 géneros con alrededor de 700 especies, y se
distribuye en regiones tropicales y subtropicales, sobre todo en el hemisferio sur (Cronquist, 1981;
Calder & Bernhardt, 1983).

Un grupo de “muérdagos”, que usualmente eran incluidos como subfamilia dentro de la
familia Loranthaceae, actualmente son considerados dentro de la familia Viscaceae, ya que, segin
estudios recientes, existen diferencias embrioldgicas, anatomicas y cromosomicas entre este grupo
y el resto de las Lorantaceas. Esta familia incluye de 7 a 8 géneros con 350 especies
aproximadamente y se distribuye en regiones templadas y tropicales en el hemisferio norte
(Cronquist, 1981; Calder & Bernhardt, 1983; Geils & Véazquez, 2002).

El género Cladocolea pertenece a la familia Loranthaceae y comprende cerca de 25
especies, de las cuales 19 se encuentran en México distribuidas principalmente en 12 estados
(Figura 1). También se pueden encontrar especies del mismo género en Centro y Sudamérica
(Calderén & Rzedowski, 2001; Alvarado & Saavedra, 2005).

La especie C. loniceroides (Van Tieghem) Kuijt es endémica de México. Se ha localizado
en los estados de Jalisco, Michoacén, Guerrero, Oaxaca, Morelos, Estado de México, Tlaxcala y
en el Distrito Federal (Figura 1), (Calderdn & Rzedowski, 2001; Chazaro et al., 2005).
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Cladocolea spp.

® (. loniceroides

Figura 1. Mapa de los estados en los que se encuentran el género Cladocolea y la especie C.
loniceroides en México

3.2. Ubicacion taxonémica y descripcion de la especie

Segun Cronquist(1981):
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Santalales
Familia: Loranthaceae
Género: Cladocolea

Especie: Cladocolea loniceroides (Van Tieghem) Kuijt
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Segin el APG Il system (Angiosperm Phylogeny Group Il system), (2009), la familia
Loranthaceae pertenece al orden Santalales, y se incluye en el clado del grupo corona de las
eudicotiledoneas (Stevens, 2011).

C. loniceroides es un arbusto hemiparasito, dioico, erecto, de tallos ramificados con
pubescencia velutina de 30 a 100 cm de alto. Hojas firmes y rigidas pero no coriaceas, alternas u
opuestas, subsésiles, ovadas a lanceoladas, de 2 a 5 cm de largo y de 0.5 a 2.5 cm de ancho, apice
agudo a acuminado, borde entero, base por lo comun cuneada, venacion pinnada. Inflorescencias
en forma de capitulos axilares de 3 a 10 flores, dispuestos sobre pedunculos de 0.3 a 2 cm de
largo. Flores rodeadas por un involucro de varias bracteas linear-lanceoladas, de 3 a 5 mm de
largo. Flores femeninas de color blanco, con caliculo de poco menos de 1 mm de largo, tépalos
lineares de 2 a 3.5 mm de largo, caducos, estilo sigmoideo a partir de sus dos terceras partes hacia
arriba, estigma capitado, algo bilobado, el ovario mide 1 mm, estigma bien diferenciado, androceo
reducido. Flores masculinas de 6 a 10 por inflorescencia color blanco-amarillo, caliculo de 1 mm
de largo, tépalos oblongo-lanceolados, de 3 a 3.5 mm de largo, estambres adnados a tépalos, las
anteras miden menos de 1 mm y en su interior hay dos sacos de polen dispuestos hacia arriba y dos
sacos hacia abajo, gineceo rudimentario. Fruto ovoide, glabro, carnoso, de color rojo oscuro, de 6
a 8 mm de largo por 4 a 5 mm de ancho, embridn verde oscuro, en forma de clava, cotiledones
lineares (Kuijt, 1975; Calder6n & Rzedowski, 2001), (Figura 2).
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Figura 2. Cladocolea loniceroides (Van Tieghem) Kuijt, tomado de Chazaro et al. (2005)

3.3. Importancia ecoldgica y econémica

Las especies de la familia Loranthaceae parasitan arboles y arbustos de diferentes familias,
solo en algunos casos requieren de un hospedero especifico. Los individuos que sufren de una
grave infeccion de “muérdago”, generalmente son arboles débiles y que se encuentran en estrés
constante, por ejemplo los que se localizan en los bosques urbanos, por lo que la presencia de estas
hemiparasitas en dichos lugares representa un grave problema en la salud de los arboles, afectando

los beneficios que el bosque urbano proporciona a las ciudades (Pérez et al., 2006; Reid et al.,

2008).
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A pesar de los dafios que ocasionan a los arboles, los “muérdagos” juegan un papel
ecoldgico importante en distintos hébitats alrededor del mundo, principalmente como recurso
alimenticio para diferentes especies silvestres o domésticas (aves, mamiferos e insectos) sobre
todo en época de sequia cuando el alimento es escaso. Algunas especies de aves se alimentan
exclusivamente de frutos de “muérdago” sin importar la época del afio. Estas hemiparasitas
también proporcionan lugares para anidar y perchas para las aves (Hawksworth, 1996; Watson,
2001).

Algunos ecdlogos consideran “los muérdagos” como indicadores del estado de
perturbacion de un area determinada, ya que en habitats fragmentados la densidad de estas
especies suele estar modificada, y la alta compactacion y baja fertilidad del suelo, son factores que
favorecen su frecuente aparicién (Watson, 2001; Calder & Bernhardt, 1983).

La mayor parte de las Lorantaceas son polinizadas por aves, sobre todo aquellas que tienen
flores de colores brillantes (amarillo, anaranjado o rojo), y corolas amplias; sin embargo, algunas
son polinizadas por medio del viento o por insectos, siendo las flores de estas especies mas
pequefias y de colores menos brillantes. Por otro lado, la dispersion de semillasde estas plantas, se
lleva a cabo principalmente por aves frugivoras, ya que los frutos, generalmente de colores
conspicuos y ricos en azlcares, son especialmente atractivos para estos vertebrados (Watson,
2001). De esta manera, los “muérdagos” pueden ser dispersados en amplias regiones por medio de
aves que recorren grandes distancias, aunque el hombre ha jugado un papel méas importante en la
dispersion de algunas de estas especies sobre todo en las zonas urbanas, introduciendo arboles
infectados de otras regiones (Watson, 2001; Chazaro et al., 2005).

Segun Chéazaro et al. (2005), el género Cladocolea tiene alta especificidad por sus
hospederos: C. grahami y C. microphylla s6lo parasitan encinos (Quercus spp.), mientras que C.
cupulata se desarrolla mejor en pinaceas. Sin embargo, con C. loniceroides no sucede asi, esta
especie no muestra preferencia por un tipo de hospedero (Alvarado et al. 2009), infesta arboles de
produccién frutal, ornamental y forestal, todas potencialmente maderables, incluso puede parasitar
otras Lorantéceas, por lo que también se le considera hiperparasita (Cid-Villamil, 2006).
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C. loniceroides es el primer “muérdago” documentado que fue introducido accidentalmente
a una zona urbana; en 1971 se observé en Ligustrum spp. en la ciudad de México, y se cree que
estos arboles fueron llevados de un vivero de Cuernavaca, Morelos con la planta hemiparasita
(Chézaro et al., 2005).

C. loniceroides parasita aproximadamente 15 especies de &rboles en la ciudad de México, y
representa un gran problema fitosanitario sobre todo en la zona chinampera de Xochimilco, en
donde ha ocasionado dafios graves e incluso la muerte de especies de tal importancia como Salix

bonplandiana conocido popularmente como “ahuejote” (Pérez et al., 2006; Alvarado et al., 2009).

A pesar de que C. loniceroides causa importantes pérdidas en el arbolado urbano, el Gnico
manejo que se le da para evitar la propagacion de esta especie, es por medio de podas continuas, lo
cual se debe en gran parte a la falta de investigacion sobre otras estrategias como el uso de clones

0 materiales resistentes y el control bioldgico (Alvarado & Saavedra, 2005).

3.4. Usos en medicina tradicional

Desde la antigiiedad, los druidas consideraban a los “muérdagos” como plantas sagradas,
debido a que durante el invierno, mientras las ramas de los robles no tenian hojas, el “muérdago”
permanecia verde y florecia sin tener raices en la tierra; de esta manera,estas plantas representaban
la vida eterna. Creian que el “muérdago” era un antidoto contra algunos venenos, que aseguraba la
fertilidad y que poseia otras propiedades milagrosas para curar diversas enfermedades (Bussing,
2000).

A lo largo de la historia, los “muérdagos” han tenido distintas aplicaciones en la medicina
tradicional. Hipocrates lo utilizaba para tratar enfermedades del bazo y dolores menstruales, uso
que se le dio durante varios siglos. Posteriormente, en la Edad Media, se utilizd para tratar
enfermedades del higado, bazo y rifiones, asi como epilepsia, infertilidad en mujeres y ulceras.

Durante el siglo XVIII se utiliz6 contra “la debilidad del corazén” y edema, sin embargo, en el
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siglo siguiente, su uso como remedio fue rechazado por los cientificos de la época. Fue hasta el
siglo XX en que se volvié a tener interés en el estudio de los “muérdagos” para su aplicacion
medicinal, principalmente con investigaciones de los efectos en la presion sanguinea de los

extractos de Viscum album (Viscaceae), (Bussing, 2000).

Actualmente, los “muérdagos” son utilizados con fines medicinales en poblaciones rurales
de todo el mundo. En India, algunas tribus utilizan Dendrophthoe falcata para evitar la infeccion
de heridas, problemas menstruales, asma, desdrdenes psiquicos y tuberculosis (Pattanayak &
Sunita, 2008). En Nigeria se utiliza Loranthus micranthus en decoccion o como extracto
alcohdlico para el tratamiento de epilepsia, diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares,
sindrome menopausico, infertilidad, reumatismo, como agente antiespasmédico, antimicrobiano y

modulador del sistema inmune (Ogoamaka & Ogechukwu, 2009).

En Argentina se utilizan los tallos y hojas de Ligaria cuneifolia en infusion como remedio
contra la hipertension; popularmente, esta especie se considera como sustituto de la especie
europea V. album (Fernandez et al., 1998). Especies del género Struthanthus, se utilizan en
América del sur para calmar el dolor en general, fiebre, desordenes respiratorios, erupciones y

heridas en la piel (Vieira et al., 2005).

En la regién del Amazonas, las poblaciones cerca del Rio Negro, utilizan las hojas de
Cladocolea micrantha como terapia contra diversos tipos de tumores y procesos inflamatorios,
preferentemente aquellos especimenes que crecen parasitando a Anacardium occidentale,

“anacardo” o “marafién” (Guimaraes et al., 2007).

En México se han utilizado algunas Lorantaceas para el tratamiento de ciertas
enfermedades, por ejemplo, segin Kuijt (1969), los mayas utilizaban preparaciones con
“muérdago” para el tratamiento del cancer. Actualmente, los indigenas Tepehuanes de Durango,
utilizan en decoccion las especies de “muérdago” enano Arcetobium vaginatum y A. globosum
para el tratamiento de reumatismo, enfermedades gastrointestinales, desdrdenes nerviosos,
pulmonares y reumaticos (Hawksworth, 1996). Por otro lado, Phoradendron tamaulipense se

utiliza en Tamaulipas mezclada con chile como ungiiento para disminuir el dolor en general y

10
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Psittacantus calyculatus, conocida en Chiapas como “Chujquén”, se utiliza para bajar la presion
arterial y para el tratamiento de la arterioesclerosis (Martinez, 1993).

3.5. Antecedentes farmacoldgicos

Los extractos del “muérdago” europeo Viscum album (Viscaceae) son populares en Europa
por su uso como inmunomoduladores (sustancias que modulan la actividad del sistema inmune
disminuyendo la respuesta inflamatoria) para el tratamiento del cancer. Este tratamiento fue
introducido hace poco mas de 80 afios como terapia alternativa por Rudolf Steiner y desde
entonces, las evaluaciones clinicas del“muérdago” como adjuvante en terapia anticancer se ha

expandido por distintas partes del mundo (Bussing, 2000; Cerda et al., 2005).

Investigaciones recientes han confirmado que los extractos de V. album inducen apoptosis
en células cancerigenas y linfocitos in vitro, estimulan el sistema inmune y protegen el ADN

contra quimioterapia y radiacion (Bussing, 2000).

Por otro lado, en la familia Loranthaceaese han reportado acciones farmacoldgicas como
actividad citotoxica, hipertensiva, antibacteriana, antiviral, hematostatica, diurética vy

antihepatotoxica (Zee Cheng, 1997).

En Dendrophthoe falcata, se ha demostrado que el extracto etandlico tiene una fuerte
actividad antimicrobiana y antioxidante, ademas de favorecer la curacion de heridas. De acuerdo al
estudio fitoquimico de la especie, se dedujo que la actividad antimicrobiana se debe a la presencia
de aceites naturales, flavonoides y terpenos. En cuanto a su actividad antioxidante, ésta se le
atribuye a la presencia de compuestos fendlicos en el extracto etandlico (Pattanayak & Sunita,
2008).

Para la especie Loranthus micranthus se ha reportado actividad antidiabética,
antimicrobiana, antioxidante y antihipertensiva (Ogoamaka et al., 2009).

11


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Por otro lado, se ha reportado que las infusiones de Ligaria cuneifolia disminuyen la
presion sanguinea, tienen un efecto modulador en la proliferacion de células activadas (como las
que se encuentran en los tumores) y aumentan la produccién de éxido nitrico en los macréfagos, lo
que se traduce como efectos inmunomoduladores (Fernandez et al., 1998). De esta misma especie,
se han evaluado las actividades antiproliferativa y proapoptdtica de los flavonoides provenientes
de tres fracciones del extracto metandlico de hoja: acuosa, metanolica y de acetato de etilo, siendo
la fraccion de acetato de etilo la méas activa (Cerda et al., 2005).

En especies que se localizan en América, como Tripodanthus acutifolius, Psittacanthus
cuneifolius y Struthanthus vulgaris, se ha reportado que las infusiones, cocciones y tinturas, tienen
actividad bactericida tanto en bacterias Gram negativas como en Gram positivas(Vieira et al.,
2005; Soberdn et al., 2006). Se ha demostrado que este tipo de actividad en la especie Phthirusa

pyrifolia se debe a las lectinas presentes en las hojas (Costa et al., 2010).

Los extractos hexanicos y metanolicos de diversos drganos de las especies mexicanas
Cladocolea grahami, Phoradendron reichenbachianum y Phoradendron galeotti fueron probados
sobre cultivos de carcinoma de ovario, carcinoma nasofaringeo, carcinoma de cérvix de células
escamosas, carcinoma de colon y leucemia murina. De estos estudios, se registrd actividad
citotoxica solamente en los extractos hexanicos, sugiriendo que la actividad en estas especies se
encuentra en compuestos no polares, ademas, la especie con los mas altos indices de citotoxicidad
fue C. grahami (Waizel et al., 1994).

Con respecto a C. loniceroides, en un estudio realizado por Serrano (2010), se prob6 la
actividad antioxidante de los extractos metandlicos y acuosos de hoja, tallo y fruto mediante la
inhibicién de lipoperoxidacion en ratas. También se determiné que elextracto acuoso de fruto tuvo

un efecto citotoxico sobre la linea celular ZR-75 de cancer de mama ductal humano.
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3.6. Antecedentes quimicos

Tanto en la familia Loranthaceae como en la familia Viscaceae se han caracterizado
compuestos que reducen o modulan el crecimiento de tumores, tales como lectinas, viscotoxinas,
lactonas sesquiterpénicas, proteinas, péptidos, oligosacéaridos, alcaloides, compuestos polifendlicos
y en un gran nimero de Lorantaceas, flavonoides (Zee Cheng, 1997). Se ha sugerido que algunas
lectinas de los muérdagos son parte de un sistema de defensa contra insectos, bacterias y hongos
(Costa et al., 2010).

En Scurrula atropurpurea, especie de la familia Loranthaceae, parasita de Thea sinensis,
también se han detectado flavonoides como epicatequina, catequina, aviculina, quercetina y rutina
(quercetina en su forma glicosilada), ademas de acidos grasos (linoleico y oleico), alcaloides
(teobromina y cafeina) y monoterpenos glicosilados (icarisida B,), (Ohashi et al., 2003).

Ferndndez et al.(1998) detectaron en Ligaria cuneifolia la presencia de tiramina en tallos y
hojas, una amina que puede causar migrafia en algunas personas, y segun otros estudios, la
concentracion de dicho compuesto se ve afectada por el tipo de hospedero. También se han
detectado flavonoides como quercetina, catequina, epicatequina, catequin-4-f-ol y avicularina
(Cerda et al., 2005), asi como también los triterpenos pentaciclicos betulina y acido betunilico,
compuestos cuya actividad antiinflamatoria, anticancerigena y anti-VIH ha sido probada (Fusco et
al., 2004).

En el extracto de hoja de Struthantus vulgaris se han identificado flavonoides, saponinas,
taninos condensados y proantocianidinas; segin Marles et al. (2003) citado en Vieira et al.(2005)
estas Ultimas, actian como agentes de proteccion en la prevencion de infecciones en el tracto

urinario y debido a su accién antioxidante, en la prevencion de enfermedades cardiovasculares.

En estudios fitoquimicos preliminares de Loranthus micranthus, se detect6 la presencia de
taninos, flavonoides, alcaloides, esteroides, terpenos, glicdsidos, saponinas y resinas en el extracto
metandlico-acuoso de hoja. En L. parasiticus se ha reportado la presencia de quercetina
(Ogoamaka et al., 2009).
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Wahab et al. (2010) detectaron la presencia de terpenoides, antraquinonas y alcaloides en
tres géneros distintos de la familia Loranthaceae: Tapinanthus, Globimetula y Phragmanthera, sin
embargo, también observaron una variacion en la presencia y concentracion de algunos de estos

compuestos en individuos de la misma especie recolectados en distintos hospederos.

En los “muérdagos” Cladocolea grahami, Phoradendron reichenbachianum vy
Phoradendron galeotti, se detectaron alcaloides y terpenos en extractos hexanicos de distintos
organos, mientras que en los extractos metandlicos se encontraron flavonoides, terpenos,

glicésidos y taninos (Waizel et al., 1994).

Rios y Aguilar (2004) aislaron tres triterpenos del extracto de acetona de C. grahami: 3p-
palmitoxi-7B-hidroxiolin-12-eno, con su producto de hidrélisis 3p,7p-dihidroxiolin-12-eno y 3p-
sn-glicerol-(1”-palmitoxi)urs-12-eno, ademdas de los compuestos aislados anteriormente en esta
especie: a-amirina, B-amirina, lupenona, lupeol, &cido ursolico, acido oleandlico, catequina, -

sitosterol y B-sitosteryl-B-D-glucopiranosa.

Con respecto a C. loniceroides se ha observado que a medida en que se desarrolla el fruto,
se depositan taninos en cada una de las capas que se van formando. En los tejidos que rodean al
endospermo se han identificado lipidos, taninos y carbohidratos de tipo mucilaginoso (Alvarado&
Saavedra, 2005). Se ha identificado la presencia de polifenoles en extractos acuosos y metandlicos

de hoja, tallo y fruto, de los cuales una pequeria parte son flavonoides (Serrano, 2010).

3.7. Antecedentes de herbivoria

Al parecer, las especies de las familias Loranthaceae y Viscaceae “tienen pocas defensas
quimicas contra depredacion, sin embargo, no se ha observado ataque intenso causado por
insectos” (Hawksworth, 1996; Watson, 2001). Los muérdagos atraen artropodos debido a que les
proporcionan un microambiente distinto al de las ramas del arbol, lo que es aprovechado por aves

insectivoras para obtener alimento (Shaw et al., 2004).
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En “muérdagos” enanos (Arcetobium spp.) se han observado distintas especies de insectos
generalistas alimentdndose de ellos, aunque algunos de los Ordenes Lepidoptera, Hemiptera,
Coleoptera y Thysanoptera se alimentan Gnicamente de especies pertenecientes a este género
(Watson, 2001; Shaw et al., 2004).

Una especie de mosca de la fruta, Cerapitella loranthi, coloca sus huevecillos en los frutos
de “muérdago” para que las larvas se alimenten de éste destruyéndolo y de esta manera evitan su

propagacion (Reid et al., 2008).
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4. JUSTIFICACION

Las especies de la familia Loranthaceae son de gran importancia ecoldgica, ya que
interactlan con distintas especies animales y vegetales. Estas plantas, al ser hemiparasitas son
nocivas para sus hospederos ypueden afectar la salud de los bosques; sin embargo, su presencia es
importante ya que son un recurso alimenticio para diversas especies de insectos, aves e incluso

mamiferos.

Las especies de la familia Loranthaceae alteran la calidad de la madera, reduciendo su
produccién y en las zonas urbanas, disminuyen los beneficios que los arboles proporcionan en
estos lugares. Sin embargo, también pueden ser Utiles, ya que distintas especies de esta familia se
han utilizado desde tiempos antiguos con fines medicinales tanto en México como en distintas
partes del mundo, convirtiéndose en un recurso importante principalmente en poblaciones con
tradicién en el uso de plantas utiles, por lo que se han realizado estudios farmacoldgicos de
distintas especies de Lorantaceas, reportando en ellas actividades antitumoral principalmente,

citotoxica y bactericida entre otras, comprobando cientificamente sus efectos curativos.

Es importante realizar el analisis quimico y de actividad biologica de especies de esta
familia como C. loniceroides, ya que, ademas de formar parte de un ecosistema y ser un recurso

clave en él, son una fuente potencial de compuestos biolégicamente activos.

La especie endémica C. loniceroides parasita aproximadamente 15 especies de arboles tan
s6lo en la capital del pais, por lo que es un grave problema fitosanitario.A pesar de ser una especie
abundante en el valle de México, existen pocos estudios acerca del ciclo de vida, anatomia,
ecologia, fisiologia, composicion quimica y actividad biologica de la especie (Alvarado et al.,
2009).

Con la intencion de contribuir al conocimiento acerca de la especie, asi como de
correlacionar el uso medicinal de otras especies de la familia Loranthaceae con C. loniceroides, se
realizd6 un estudio quimico y de actividad bioldgica para determinar si la especie presenta
compuestos potencialmente Utiles en el tratamiento de distintas enfermedades que afectan a la
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poblacion tales como el cancer o algunas enfermedades de origen bacteriano, posibilitando el uso
de este hemiparasito en beneficio de la salud humana. Ademas, debido a la observacion de campo
de una ausencia de ataque de insectos, también se probd su posible efecto insecticida y

antialimentario.

En el presente trabajo se realizaron extractos organicos y acuosos de hoja, tallo y flor de C.
loniceroides con los que se llevaron a cabo diversos bioensayos para determinar de forma

preliminar la actividad citotdxica, antibacteriana, insecticida y antialimentaria de la especie.
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5.1.

5.2.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un estudio preliminar fitoquimico y de actividad bioldgica de hoja, tallo y flor de
Cladocolea loniceroides.

Objetivos particulares

Obtener los compuestos que la especie produce de acuerdo a su polaridad mediante una
extraccion selectiva.
Detectar la presencia de grupos de metabolitos secundarios en los extractos obtenidos.

Realizar un analisis cromatografico de dichos extractos.

Determinar la actividad citotdxica de los extractos en Artemia salina y en lineas celulares

cancerosas humanas.

Evaluar la actividad bactericida de los extractos en bacterias Gram positivas y en bacterias

Gram negativas.

Evaluar la actividad insecticida (antialimentaria) de los extractos en Spodoptera
frugiperda.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Diagrama metodoldgico

é N\

Recolecta de matenal,
secado y molienda
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[ Flor } Hoja [ Tallo ]
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extractos acuosos

:
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|
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subtilis

Figura 3. Diagrama de las actividades realizadas en el presente trabajo, las cuales se describen en las
paginas siguientes.
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6.2. Recolecta de material

El material vegetal fue recolectado e identificado en Marzo del 2009 en Calzada del Hueso,
delegacion Tlalpan por la Bidloga Ma. Teresa Cantoral, encargada del Centro de Manejo
Fitosanitario para las Areas Verdes Urbanas del Distrito Federal, CEMFAV.

El material fue secado a temperatura ambiente y posteriormente se molieron por separado

hojas, flores y tallos.

6.3. Obtencion de extractos

Una vez molido el material, se pesaron 100 g de cada 6rgano, se colocaron por separado en

matraces Erlenmeyer y se etiquetaron.

6.3.1. Extractos organicos

Extraccién hexanica

En cada matraz se coloco la cantidad suficiente de hexano para cubrir el material vegetal y
se dejé en maceracién 48 h en agitacion constante. Posteriormente, los extractos se filtraron y se
destilaron a presion reducida en un rotavapor para concentrarlos. Enseguida se trasvasaron en
viales con sus etiquetas correspondientes y se dejaron sin tapar para permitir la evaporacion del

disolvente. Este procedimiento se repitié dos veces mas.

Extraccién con acetato de etilo

Una vez realizada la extraccion hexanica, el material vegetal se macer6 nuevamente pero
esta vez con acetato de etilo por 48 h en agitacion constante. Los extractos obtenidos se filtraron,
se destilaron en el rotavapor y se colocaron en viales etiquetados dejandolos destapados para

permitir la evaporacion del disolvente. El procedimiento se realizé dos veces mas.

20


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Extraccién metandlica

Al finalizar la extraccion con acetato de etilo, el material se sometidé a extraccion con
metanol, fue filtrado y destilado de la misma manera que en las extracciones anteriores. Los
extractos que se obtuvieron se colocaron en viales etiquetados y se colocaron en una camara con

vacio para hacer mas rapida la evaporaciondel disolvente.

6.3.2. Extractos acuosos

Del material molido de hoja y tallo, se pesaron 10g de cada érgano y se sometieron a
maceracion con agua durante 24 h por separado. Una vez transcurrido este tiempo, los extractos se
filtraron y se liofilizaron. ElI material liofilizado se almacen6é en frascos con su etiqueta

correspondiente dentro de una cadmara desecadora.

Se obtuvo el peso de todos los extractos para calcular los rendimientos.

6.4. Andlisis fitoquimico

6.4.1. Determinacion de grupos de metabolitos secundarios

Se realizaron pruebas para detectar la presencia de alcaloides, glucésidos, flavonoides y
terpenos-esteroides. Para llevarlas a cabo, de cada extracto se prepararon 10 mL de una disolucién
madre a una concentracion de 5 mg/mL y se distribuyé 1 mL en cada uno de los 5 tubos de
ensayo. Los extractos hexanicos y de acetato de etilo se disolvieron en cloroformo y los extractos

metandlicos y acuosos se disolvieron en una parte de agua por cada cuatro de metanol.

Las pruebas de deteccidn se realizaron de acuerdo a la metodologia que Dominguez (1973)

describe:
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Prueba de alcaloides, reactivo de Dragendorff

Se evapord el disolvente de las muestras, éstas se disolvieron nuevamente con &cido
clorhidrico (HCI) al 1%. A cada muestra se le agregaron dos gotas del reactivo de Dragendorff. El

resultado es positivo si se observa la formacion de un precipitado anaranjado.

Prueba de alcaloides, reactivo de acido silicotungstico

Las muestras se prepararon como se menciona en la prueba anterior, pero en lugar de dos
gotas de reactivo de Dragendorff, se agregaron dos gotas del reactivo de acido silicotlingstico a

cada muestra. La prueba se consider6 positiva si se formd un precipitado beige.

Prueba de terpenos v esteroides, reactivo de Liebermann-Burchard

Primero se elabor6 el reactivo de la siguiente manera: en un matraz se coloco el mismo
volumen de anhidrido acético y de cloroformo, y por cada mililitro de cloroformo se le agreg6 a

esta mezcla una gota de &cido sulfdrico (H2SOy).

Por otro lado, se llevaron a sequedad las muestras de los extractos metan6licos y acuosos.
Una vez secas se disolvieron en cloroformo. Enseguida se colocaron todas las muestras en un bafio
de hielo y a cada una se le agregé 1 mL del reactivo de Liebermann-Burchard. La coloracion

verde-azul o rojiza, indica la presencia de terpenos-esteroides.

Prueba de flavonoides, reactivo de Shinoda

Todas las muestras se evaporaron. Los extractos no polares fueron disueltos en etanol,
mientras que los polares se disolvieron en metanol. Posteriormente, a cada muestra se le
adicionaron 1 trozo de magnesio (Mg) y 2 gotas de HCI concentrado. El viraje de la coloracion en

la disolucion al terminar la reaccidn determiné la presencia de flavonoides.
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Prueba de glicésidos, reactivo de Mdlisch

Las muestras se prepararon de manera similar que para el reactivo de Shinoda. Una vez
disueltas en alcohol, a cada muestra se le agregaron 2 gotas de una solucion al 5% de o—naftol en
etanol y 1 mL de H,SO,4 concentrado. El &cido se afiadio por las paredes del tubo para evitar una
reaccion violenta y permitir la aparicion de un anillo en la interfase. La prueba fue considerada

positiva si el anillo formado present6 una coloracion purpura.

6.4.2. Perfiles cromatograficos

Para obtener los perfiles cromatograficos, se utilizd la técnica de cromatografia en capa
fina. Las placas utilizadas tenian base de gel de silice con indicador de fluorescencia UV 254 nm
en soporte de vidrio.

En primer lugar, se prepararon disoluciones de cada extracto a una concentracion de 5
mg/mL, y con ayuda de un aplicador automatico (CAMAG automatic TLC sampler 4) se

colocaron en las placas bandas de 5 mm de ancho con 15 pL de cada disolvente.

Los extractos hexanicos y de acetato de etilo se aplicaron por separado en placas de5 x 5
cm y se desarrollaron en una cdmara cromatografica circular de 6.5 cm de didmetro x 10.5 cm de

largo.

Posteriormente, en 2 placas de 7 cm de ancho por 5 cm de alto, se aplicaron los extractos
metandlicos y acuosos. Estas placas fueron desarrolladas en una cAmara de cromatografia de 20 x
15x5cm.

Todas las placas fueron observadas en un gabinete con luz ultravioleta con longitud de

onda larga (365 nm).
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A continuacion se revelaron con reactivo de Liebermann-Burchard, modificado para rociar,
que pone de manifiesto la presencia de terpenos, a excepcion de una placa con extractos polares, la
cual fue revelada con revelador de productos naturales RPN (2-aminoetil difenilborato), que pone

de manifiesto la deteccion de flavonoides principalmente.

6.5. Pruebas de actividad bioldgica

6.5.1. Actividad citotoxica

Para evaluar la actividad citotoxica de los extractos, se realizaron dos pruebas: en una se
utiliz6 el método de Meyer et al. (1982) para calcular los valores LCsy de compuestos activos
frente a Artemia salina, y la otra con lineas celulares cancerosas humanas por el método de tincion
de proteinas con sulforodamina B (SRB) para medir la viabilidad y el crecimiento celular (Skehan
et al., 1990).

Ensayo con Artemia salina

Se colocaron aproximadamente 0.5 g de quistes de A. salina marca NovoTemia en un
frasco ambar con una solucion salina de 1.022 g/mL de salinidad dentro de una incubadora a 27 °C

con aireacion durante 24 horas, condiciones para favorecer la eclosion de los nauplios.

Por otra parte, de cada extracto se prepararon disoluciones con concentraciones de 10, 100
y 1000 ppm, se coloc6 1 mL de cada una en distintos tubos de ensayo y se evapord el disolvente a
excepcion de los extractos acuosos, cuyas disoluciones se prepararon con solucidn salina. Se

hicieron cinco repeticiones por concentracion.

A los tubos con extracto organico, se les afiadieron 10 mL de solucidn salina, mientras que

a los que tenian extracto acuoso se les afiadieron 9 mL.
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Por cada tratamiento se prepararon 5 tubos control, en los cuales se colocaron 10 ml de
solucidn salina. Para los tratamientos de los extractos organicos, se utilizé un control mas, el cual
consistio en colocar 1 mL del disolvente correspondiente al tratamiento, se dejo secar y
posteriormente se afiadieron 10 mL de solucidn salina para descartar la presencia de contaminantes

en los disolventes.

Para disolver los extractos hexanicos y de acetato de etilo en la solucion salina, fue
necesario afadir a cada tubo 0.2 mL de vehiculo (tween al 0.1%). Por esta razon, en los dos

tratamientos se utilizd un control extra: 10 mL de solucién salina con 0.2 mL de tween.

Una vez que eclosionaron los nauplios, se colocaron 10 en cada tratamiento y enseguida se

introdujeron en una incubadora a 27°C; después de 24 h se contaron los sobrevivientes.

Ensayo con lineas celulares cancerosas humanas

Este ensayo se realizo en el Instituto de Quimica en el Laboratorio de pruebas bioldgicas.
Se utilizo el método de tincion de proteinas con sulforodamina B (SRB), (Skehan et al., 1990) para
medir la viabilidad y el crecimiento celular en 6 lineas celulares cancerosas humanas: glia de
sistema nervioso central (U-251 Glio), prostata (PC-3), leucemia (K-562 CML), colon (HCT-15),
mama (MCF-7) y pulmdn (SKLU-1).

En primer lugar las células fueron inoculadas en medio RPMI-1640 con 10% de suero
bovino fetal, L-glutamina 2 mM, penicilina G 100 1U/mL, sulfato de estreptomicina 100 pg/mL y
anfotericina B (Gibco) 0.25 pg/mL y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera con 5% de CO, y
95% de humedad.

Para el ensayo se prepard una suspension de cada tipo de células con 0.1 % EDTA-tripsina
y de cada suspensidn se inocularon en platos de microtitulacion con 96 pozos, 100 pL por pozo y

se incubaron por 24 horas.

Enseguida los extractos organicos se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSQO) 40 mM y los

acuosos en agua, después se diluyeron en los medios de cultivo a una concentracion de 50 pg/mL
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de extracto. Por otro lado, se prepard un control positivo con doxorubicina. En cada pozo se

colocaron 100 ul de los distintos tratamientos y se dejaron incubar 48 h.

Una vez transcurrido este tiempo, se fijaron las proteinas de las células sobrevivientes
agregando 50 ul de &cido tricloroacético al 50% (p/v) y se incubaron por 60 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue desechado, los platos fueron lavados tres veces con agua y se dejaron secar por
24 h. A continuacion, en cada pozo se colocaron 100 ul de solucién de sulforodamida B (SRB)
(4% p/v en 1 % de &cido acético) y se dejaron 30 minutos para tefiir las proteinas fijadas. El
sobrante de SRB fue eliminado con &cido acético al 1 % y las proteinas tefiidas fueron
solubilizadas con tris [hidroximetril] aminometano 10 mM. Las densidades Opticas de estas
suspensiones fueron leidas en un espectrofotdmetro automatizado a una longitud de onda de 515

nm. La supervivencia de las células se midié con base en el nUmero de proteinas fijadas.

6.5.2. Ensayo de actividad bactericida

Para evaluar la actividad bactericida, se utilizd el método de difusién con disco en agar
(Bauer et al., 1966). EI material requerido se esterilizo en la autoclave durante 15 minutos a una
temperatura de 120°C y una presion de 1.5 psi y se trabajé en una campana de flujo laminar para

crear un ambiente estéril.

Preparacion de antibiogramas

Se realizaron 4 disoluciones a distintas concentraciones por extracto: 25, 50, 100 y 200
ug/uL y en seguida se impregnaron discos de papel filtro de 5 mm de didmetro con 20 uL de cada
una de estas disoluciones. Se hicieron tres repeticiones por concentracion. Una vez impregnados,

se permitid la evaporacion del disolvente.

Preparacion de cultivos sélidos bacterianos
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Se inocularon cepas de las siguientes bacterias: Escherichia coli, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis en caldo nutritivo por 48 h.

Una vez transcurrido este tiempo, se ajustd la turbidez de los cultivos de acuerdo al
estandar de Mc Farland, el cual consistié en una solucién de 0.5 mL de cloruro de bario (BaCl,) al
1% y 99.5mL de &cido sulfdrico (H2SO4) 0.36 N; el BaCl, forma un precipitado en presencia de
H,SO,, causando una turbidez equivalente a una densidad de 1.5 x 10° bacterias/mL (Bauer et al.,
1966).

Se prepard un medio de cultivo sélido para cada bacteria, se esterilizd y se distribuyé en 4
matraces Erlenmeyer. Una vez que el medio tuvo una temperatura entre 45° y 50° C, se le agrego
el in6culo de bacteria ajustada en una relacién de 1:10 (v/v).En seguida se vaci6 el contenido de
los matraces en cajas Petri y se dejo solidificar.

Una vez que los cultivos se solidificaron, se colocaron los discos dejando un espacio entre

uno y otro de 2 cm, tal como se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Diagrama que representa la forma en que se colocaron los discos impregnados con
extracto; los tonos de verde indican la cantidad de extracto en cada disco, del mas claro al mas
oscuro: 500, 1000, 2000 y 4000 ug.
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Posteriormente, las cajas se incubaron a 37° C por 18 h. Pasado este tiempo, se hizo una
primera lectura para observar si hubo actividad, la cual se determind por la formacion de anillos
hialinos alrededor de los discos. Se midié el diametro de los anillos hialinos formados. Las cajas
se volvieron a meter a la incubadora y 6 h después, se realizd una segunda lectura para observar si
los anillos que se formaron seguian presentes o se habian cerrado y si continuaban del mismo
tamafo. Esto se hizo con el objetivo de corroborar si el extracto tuvo actividad bactericida o
bacteriostatica y se determind la minima concentracion inhibitoria (MCI), aquella concentracion
mas baja a la que se presentd inhibicion de crecimiento bacteriano alrededor del disco tratado
(Bauer et al., 1966).

6.5.3. Ensayo con Spodoptera frugiperda

Se probaron solamente los extractos organicos de hoja y de tallo. EIl ensayo fue de no
seleccion con larvas de S. frugiperda en el tercer estadio de desarrollo (Koul, 2005). Para asegurar

la alimentacion de las larvas durante el ensayo, se sometieron a un ayuno de 5 h.

Primero se cortaron discos de hoja de lechuga organica marca eva® de 2 cm de diametro y
se prepararon diluciones de los extractos organicos de hoja y tallo con concentraciones de 10, 100
y 1000 ppm, de las cuales se colocaron 100 uL en cada disco y se dejo evaporar el disolvente a
temperatura ambiente. Los controles consistieron en colocar en los discos 100 uL del disolvente

correspondiente a la polaridad del extracto. Se utilizaron 20 discos por tratamiento.

Por otro lado, se prepard el medio con agar para que las larvas pudieran desplazarse, y se
coloco en cajas Petri. Una vez solidificado, se le hicieron cuatro horadaciones de poco mas de 2
cm de didmetro para colocar dentro de ellas los discos, de tal forma que se tuvieran cinco réplicas
para cada tratamiento, cada una con 4 discos foliares. En seguida se introdujo una larva en cada

caja (Figura 5).
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Hoja de lechuga

<

Larvade S. frugiperda

Figura 5. Representacion del montaje de los extractos de tallo y hoja.

Las cajas se colocaron en una incubadora a una temperatura de 26 °C por 18 h.
Transcurrido este periodo, se midi6 el area foliar consumida de cada disco con ayuda de un

escaner, y de esta manera se evalud la actividad antialimentaria.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

En total se obtuvieron 9 extractos organicos y 2 acuosos de C. loniceroides que se

describen a continuacion:

3 de baja polaridad(hexanicos): tallo, hoja y flor

3 de mediana polaridad (de acetato de etilo): tallo, hoja y flor

3 polares(metandlicos): tallo, hoja y flor

o 2 acuosos: tallo y hoja

7.1. Rendimientos

Una vez obtenidos los extractos, se calculd el rendimiento de cada uno. En la Figura 6 se
observa que los extractos con mayor rendimiento fueron los acuosos, siendo el mas abundante el
de hoja (20%) y después el de tallo (13%).

Los que siguieron en abundancia fueron los metandlicos: el de mayor rendimiento fue el de
tallo (11%), después el de flor (9%) y en seguida el de hoja (5%). Posteriormente, de los
hexanicos, el mas abundante fue el de flor (7%) seguido por el de hoja (3%) y por altimo el de
tallo (1%). Finalmente, los extractos de menor rendimiento fueron los de acetato de etilo en el
siguiente orden: tallo (1.3%), flor (1.1%) y hoja (0.9%).
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Rendimientos de los extractos de Cladocolea loniceroides
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Figura 6. Rendimientos de los extractos de tallo, hoja y flor por cada 100g de planta molida.

Cada 6rgano de la planta tuvo una variacion de rendimientos en funcion del disolvente
utilizado en la extraccion. Esto se debe en gran parte a las funciones y a la estructura de cada
6rgano de la planta, por lo tanto, la cantidad y la concentracion de metabolitos secundarios se ve

modificada.

Es importante considerar que de acuerdo a las condiciones de desarrollo y de recolecta de
la planta, los rendimientos pueden variar, ya que la produccion de metabolitos secundarios es
afectada por varios aspectos, principalmente por las condiciones del hospedero, la luz que recibe,
el estrés biotico y abidtico al que pueda estar sometida la especie hemiparéasita (Press et al., 1995;
Karban, 1997).
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7.2. Andlisis fitoquimico

7.2.1. Pruebas de deteccion de grupos de metabolitos secundarios

Los resultados acerca de las pruebas indicaron la presencia de terpenos-esteroides y flavonoides en
los extractos hexanicos y de acetato de etilo; y alcaloides, flavonoides y glicdsidos en los extractos
metandlicos y acuosos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Resultados de las pruebas para determinar grupos de metabolitos secundarios

Reactivo utilizado
Dragendorff | ... oo Liebermann-} o i Molisch
silicotungstico Burchard
Metabolitos secundarios detectados
. Terpenos- . s
Extracto Alcaloides esteroides Flavonoides | Glicosidos
Hexanico de tallo - - ++ (verde) + (verde) -
Hexanico de hoja - - ++ (verde) + (verde) -
Hexanico de flor - - + (verde) - -
Acetato de etilo de tallo - - +++ (verde) + (verde) -
Acetato de etilo de hoja - - ++++ (verde) | ++ (verde) -
Acetato de etilo de flor - - ++ (verde) + (verde) -
Metandlico de tallo + + - lig + (rosa) +++
Metanolico de hoja Lig + + - ++ (rojo) ++
Metandlico de flor - Lig+ - + (rosa) ++
Acuoso de tallo Lig + i - lig + (rosa) A
Acuosos de hoja Lig + A - lig + (rosa) A

- = Negativo
Lig += ligeramente positivo
+ = positivo, la cantidad de cruces representa la intensidad de la reaccion
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Extractos hexanicos

La reaccion para identificar terpenos y esteroides (Liebermann-Burchard) dio como
resultado una coloracion verde en los extractos de los diferentes 6rganos, sin embargo, hubo
diferencias en la intensidad de las reacciones: en los extractos de hoja y tallo fue semejante y mas
intensa que en el extracto de flor.

Con respecto a la deteccion de flavonoides (reaccion de Shinoda), los extractos de hoja y
tallo presentaron una intensidad de reaccion similar, mientras que el extracto de flor dio un

resultado negativo.

En la deteccion de estos dos grupos, los extractos de hoja y tallo tuvieron intensidades de
reaccion similares, sin embargo, presentaron diferencias en los rendimientos, ya que el extracto de
hoja tuvo mayor rendimiento que el de tallo, y de los tres extractos, el de flor fue el de mayor

rendimiento.

Extractos de acetato de etilo

Las pruebas de deteccidn de grupos de metabolitos secundarios, mostraron la presencia de
terpenos-esteroides y flavonoides en los tres érganos, sin embargo, en el extracto de hoja se

observo una mayor intensidad de reaccion de ambos grupos de metabolitos.

En la prueba de deteccidn de terpenos-esteroides, se observaron distintas intensidades de
reaccion, siendo mayor en hoja, después en tallo y por ultimo en flor. En cuanto a la presencia de
flavonoides, los extractos de flor y tallo tienen una intensidad similar, mientras que en el extracto

de hoja es un poco mas intensa.

Extractos metandlicos

En los tres extractos se detect6 la presencia de alcaloides, flavonoides y glicésidos. Aungue
se detect6 la presencia de alcaloides en los tres extractos, la intensidad de la reaccion fue baja,

indicando poca cantidad de estos metabolitos.
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En cuanto a la presencia de flavonoides hubo una diferencia de intensidad, siendo mayor en
el extracto de hoja, enseguida en el extracto de flor y ligeramente positiva en el extracto de tallo.

La presencia de glicosidos fue mayor en el extracto de tallo y similar en los de hoja y flor.

Extractos acuosos

Se detectd la presencia de alcaloides, flavonoides y glicésidos en ambos extractos. En el
extracto de hoja se observo una intensidad de reaccion mas fuerte en cuanto a la presencia de
alcaloides, mientras que en las pruebas de deteccion de flavonoides y glicdsidos, las intensidades

de reaccion fueron similares en los dos extractos.

Los extractos hexanicos y de acetato de etilo fueron positivos a la presencia de terpenos y
esteroides, siendo los de acetato de etilo los que tuvieron mayor intensidad de reaccion. Por otra
parte, se detectaron alcaloides y glicosidos en los extractos metandlicos y acuosos. Esto se
relaciona con la naturaleza del grupo de metabolitos secundarios en cuestion: los compuestos de
baja 0 mediana polaridad como terpenos y esteroides, generalmente se encuentran en extractos
hexanicos y de acetato de etilo, mientras que flavonoides, alcaloides y glicdsidos se detectan en
extractos polares como los metandlicos y acuosos. En ocasiones se pueden encontrar flavonoides
en extractos de baja 0 mediana polaridad, lo cual depende de la cantidad y de la posicién de los
grupos hidroxilo u otros grupos quimicos que se unan a estos compuestos (Havsteen, 2002).

En el caso de esta especie, se detectaron flavonoides en todos los extractos. Estos
compuestos son muy importantes para la supervivencia delas plantas hemiparasitas, ya que, al
establecerse en las copas de los arboles, estas plantas se encuentran mas expuestas a la radiacion
solar, por lo que necesitan compuestos que las protejan de este tipo de radiacion, funcion que

desemperian algunos flavonoides en las plantas.

En cuanto a los terpenos-esteroides, estos podrian impedir el ataque de agentes patdgenos
como hongos o bacterias, o el consumo por parte de algunos insectos, por lo que su presencia en
estas plantas también es importante. Este tipo de compuestos le pueden dar ventaja a la
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hemiparasita con respecto al hospedero, ya que no presenta los dafios causados por

microorganismos o insectos que suelen observarse en arboles invadidos por “muérdago”.

Los alcaloides, por otro lado, también desempefian un papel importante en la defensa
contra ataque de otros organismos, sin embargo, no todas las Lorantéceas tienen este tipo de
compuestos, por lo que algunos podrian ser transportados del hospedero, tal como se ha observado
en la hemiparasita Benthamina alyxifolius, de la cual se pueden extraer alcaloides en baja
concentracion cuando parasita Duboisia myoporoides, especie cuyos alcaloides tienen aplicaciones
médicas (Calder & Bernhardt, 1983).

7.2.2. Cromatografia en capa fina

Los perfiles de los extractos hexanicos fueron revelados con reactivo Liebermann-
Burchard).

En el sistema de elucién hexano: acetato de etilo 6.5:3.5, se observd que los perfiles
cromatogréficos fueron similares, se identificaron 13 bandas en los tres extractos, de las cuales 11
tuvieron los mismos valores de Rf (factor de retencion por sus siglas en inglés), (Figura 7).
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Figura 7. Placa de las muestras de los extractos hexanicos de hoja (H), tallo (T) y flor (F) de C.
loniceroides. El sistema de elucion utilizado fue hexano: acetato de etilo 6.5:3.5. La placa esta

revelada con reactivo de Liebermann-Burchard.

La placa fue revelada con reactivo de Liebermann-Burchard, revelador especifico para
terpenos-esteroides. Se observaron las mismas coloraciones en los diferentes compuestos con el
mismo Rf de cada extracto, aunque la intensidad de dichos compuestos fue diferente en cada

6rgano. Estas diferencias pueden atribuirse a las funciones de cada 6rgano.

En el extracto de tallo, se encontré una mayor concentracion de compuestos con respecto a
los otros 6rganos principalmente en la parte mas polar de la placa y en el punto de aplicacién, lo
cual se relaciona con el hecho de que en el tallo se transportan diversos componentes desde el
haustorio al resto de la planta y viceversa. Se encontr6 ademas, una banda que no se observd en

hoja y flor en la zona mas polar de la placa (Figura 7, letra A).

La banda amarilla que se observd en los tres extractos, en la parte de mediana polaridad
(Figura 7, letra B), fue mas intensa en los extractos de tallo y flor, mientras que las bandas rosas
y moradas situadas en la parte menos polar, fueron mas intensas en el extracto de flor, después en

el de hoja y por ultimo en el de tallo (Figura 7, letra C).
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Extractos de acetato de etilo

Se prepararon dos placas con los tres extractos de acetato de etilo, una se eluyd con
hexano-acetato de etilo 6:4 y la otra con acetato de etilo-metanol 9:1, ya que en la primera, a pesar
de que se observaron distintas bandas, en el punto de aplicacién quedd una gran cantidad de
muestra, la cual fue posible desarrollar con ayuda de una fase mévil mas polar. En la Figura 8 se

muestra la placa eluida con la fase menos polar.

H T F H T F
Figura 8. Placa de las muestras de los extractos de acetato de etilo de hoja (H), tallo (T) y flor (F). Del

lado izquierdo se observa la placa bajo luz UV de longitud larga (A=365 nm) sin revelar y del lado
derecho se muestra la misma placa pero revelada con reactivo de Liebermann-Burchard. El sistema

de elucion utilizado fue hexano: acetato de etilo 6:4.

En este perfil, los extractos de hoja y tallo mostraron similitud, mientras que el extracto de
flor mostrd diferencias. En la placa observada bajo luz UV de 365 nm, se observaron manchas
similares en los extractos de hoja y tallo, siendo en hoja en donde se observaron mas intensas. En
cuanto al extracto de flor, la cantidad de compuestos que se observaron en luz UV es menor con

respecto a tallo y hoja (Figura 8, izquierda).

Al revelar la placa, se observd un mayor nimero de bandas en los extractos de flor, v,

aunque algunas tuvieron un Rf similar al de las bandas de los otros extractos, la coloracion que
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presentaron fue diferente (Figura 8, derecha). Las bandas de los extractos de hoja y tallo fueron

similares, sin embargo, este Ultimo present6 una menor intensidad en todos sus componentes.

En la placa eluida con acetato de etilo-metanol 9:1, bajo luz UV de 365 nm, se observaron
similitudes entre los extractos de hoja y tallo. En el extracto de flor s6lo se observaron tres bandas
en la zona de menor polaridad de la placa (Figura 9, izquierda).

- B ..
H T F H T F

Figura 9. Placa de las muestras de los extractos de acetato de etilo de hoja (H), tallo (T) y flor (F). Del

lado izquierdo se observa la placa bajo luz UV de longitud larga (A=365 nm), sin revelar y del lado
derecho se muestra la misma placa pero revelada con reactivo de Liebermann-Burchard. El sistema

de elusidn utilizado fue acetato de etilo: metanol 9:1

Al revelar la placa, se observd que los compuestos presentes en los tres Grganos son
semejantes, modificando notablemente su concentracion, siendo el extracto de tallo el que

presentd mayor concentracion, enseguida el de hoja y por ultimo el de flor (Figura 9, derecha).

Aunque se observaron diferencias entre los érganos en los dos perfiles obtenidos al ser
observados bajo luz UV, revelados mostraron el mismo nimero de componentes con intensidades

diferentes para cada banda.
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Extractos polares: metanélicos y acuosos

En la placa eluida con butanol-acido acético-agua 4.5:0.75:0.75 se observd, bajo luz UV,
una gran similitud entre los tres extractos metandlicos (Figura 10, izquierda). Cabe hacer notar
que de estos, el extracto de hoja presentd dos componentes en mayor concentracién que en los

extractos de tallo y flor (Figura 10, letras A y B).

HM ™ FM HA TA HM ™ FM HA TA
Figura 10. Placa de las muestras de los extractos metandlicos de hoja (HM), tallo (TM) y flor (FM) y
acuosos de hoja (HA) y tallo (TA). Letras C y D = bandas que se presentaron en todos los extractos.
Del lado izquierdo se observa la placa bajo luz UV de longitud larga (A=365 nm) y del lado derecho la
misma placa revelada con reactivo de Liebermann-Burchard. EIl sistema de elucién utilizado fue

butanol-4cido acético-agua 4.5:0.75:0.75.

Por otro lado, se observé una diferencia importante entre los extractos metandlicos con

respecto a los acuosos, en estos Ultimos se observd una menor cantidad de compuestos.

Las distintas bandas se observaron mejor al revelar la placa; los perfiles de los extractos
metandlicos de hoja y flor fueron muy parecidos: las bandas observadas en el extracto metanolico
de flor, se encontraron en el extracto metandlico de hoja presentando las mismas coloraciones
(anaranjado, café y verde olivo). El extracto metanolico de tallo comparti6 4 bandas con el

extracto de flor y 5 con el metandlico de hoja. Tanto los extractos metandlicos como los acuosos
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compartieron dos bandas, las cuales se detectaron con intensidades diferentes, estando mas

concentradas en los dos extractos de tallo (Figura 10, letras D y C).

La otra placa se eluyd con fase movil acetato de etilo- acido férmico- acido acético- agua
100:11:11:27 y se utilizd revelador de Productos Naturales para determinar la presencia de
flavonoides. La placa se observd en el gabinete de luz UV con longitud de 365 nm y se observé
con claridad la coloracion de los flavonoides presentes en los extractos (Figura 11, letra A). Este
tipo de compuestos, al ser expuestos a una longitud de onda de aproximadamente 366 nm,
dependiendo de su estructura especifica, van a mostrar una coloracién amarilla, verde o azul

(Medic-Saric et al., 2008), en este caso se observaron bandas de color amarillo.

HM ™ FM HA TA
Figura 11. Placa de las muestras de los extractos metandlicos de hoja (HM), tallo (TM) y flor (FM) y

acuosos de hoja (HA) y tallo (TA) revelada con RPN (revelador de productos naturales) y vista bajo
luz UV de longitud larga (A=365 nm). Se utilizo el sistema de elucion acetato de etilo: acido formico:

&cido acético: agua 100:11:11:27.

De acuerdo a la coloracion esperada para la deteccion de flavonoides, se detectd la
presencia de estos compuestos en 4 de los 5 extractos cromatografiados, en el extracto acuoso de
tallo no se detectaron. Por otro lado, en el extracto metandlico de hoja se observd la mayor
intensidad de este compuesto.Un comportamiento similar fue observado en las pruebas coloridas,
en las que el extracto metandlico de hoja fue el que tuvo mayor intensidad de reaccion en la

deteccion de flavonoides, y los de menor intensidad fueron los acuosos.
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El analisis fitoquimico mostrd las diferencias y semejanzas que existen entre tallo, hoja y
flor con respecto a los metabolitos secundarios. El analisis de grupos de metabolitos secundarios
mostrd la presencia de terpenos-esteroides y flavonoides como principales compuestos presentes
en la planta. Se observé que, aunque se encontraron en todos los Organos analizados, se
observaron intensidades distintas, siendo el tallo el érgano con mayor abundancia de estos

compuestos.

También se observd que los extractos con mayores rendimientos que fueron los acuosos y
los metanolicos, en el perfil cromatografico mostraron un bajo namero de componentes, mientras
que los de rendimientos mas bajos (los de acetato de etilo), fueron los que presentaron un mayor
de compuestos. Esto implica una mayor variedad de los compuestos de poca y mediana polaridad
que se encuentran en menor cantidad, mientras que los compuestos polares son menos variados

pero se pueden encontrar en mayor cantidad.

7.3. Pruebas bioldgicas

7.3.1. Actividad citotdxica

Los extractos de C. loniceroides presentaron actividad diferente en los dos ensayos
probados: en A. salina los extractos no presentaron actividad, en contraste, la actividad citotoxica
para algunas lineas celulares fue importante; a continuacion se describen los resultados de cada

ensayo.

Ensayo con Artemia salina

En el Cuadro 2, se muestran los porcentajes de mortalidad de los nauplios de A.
salina expuestos a los extractos de C. loniceroides. El porcentaje de mortalidad de cada

tratamiento se obtuvo mediante la siguiente formula, utilizada por Meyer et al.(1982):

% de mortalidad = NUmero de individuos del control — Nimero de individuos del tratamiento x 100
Ndmero de individuos del control
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Cuadro 2. Porcentaje promedio de mortalidad de los nauplios expuestos a los extractos de

hoja, tallo y flor de C. loniceroides.

Concentracion
Extracto 10 ppm | 100 ppm | 1000 ppm
Hexanico de hoja 0 4.17 2.08
Hexanico de tallo 2.04 0 0
Hexanico de flor 0 0 8.16
Acetato de etilo de hoja 4 2 14
Acetato de etilo de tallo 0 2 4
Acetato de etilo de flor 6.38 6.38 4.26
Metandlico de hoja 6 4 52
Metanolico de tallo 8.89 8.89 15.56
Metanolico de flor 2.04 4.08 24.49
Acuoso de hoja 8.16 4.08 6.12
Acuoso de tallo 0 4.08 6.12

Solamente el extracto metandlico de hoja tuvo actividad frente a A. salina, causando
una mortalidad del 52% a una concentracién de 1000 ppm.Los otros extractos no tuvieron
actividad, ya que mostraron porcentajes de mortalidad muy bajos, sin embargo, se observé
una tendencia de los extractos metandlicos a tener mayor actividad a una concentracion de
1000 ppm, causando el de tallo, una mortalidad del 15.56 % y el de flor de 24.49 %.

En el extracto metanolico de hojase observo poco méas del 50% de mortalidad de los
nauplios, indicando que el valor LCso se encuentra alrededor de 1000 pg/ml (Cuadro 2), se
observo un cambio abrupto en el efecto citotoxico al cambiar de una concentracion de 100

ppm, en donde la mortalidad es de 4%.
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Analizando los perfiles cromatogréaficos del extracto activo, se observd una mayor
concentracion de algunos componentes, los cuales podrian ser responsables de esta

actividad citotoxica.

Este ensayo es util para la pre-evaluacion de extractos vegetales en el
descubrimiento de compuestos con actividades plaguicidas y farmacolégicas (Pino & Jorge,
2010), principalmente antitumoral y citotoxica, ya que se ha determinado la existencia de
una correlacion positiva entre la mortalidad de las larvas de Artemia spp. y la toxicidad
frente a diversas lineas celulares cancerosas (Meyer et al., 1982). Sin embargo, se trata de
un bioensayo general y la sensibilidad de este organismo puede variar con respecto a la
actividad bioldgica de interés, por lo que no se descarta que los extractos que no tuvieron
actividad frente a A. salina, puedan tener actividad en otros modelos.

El ensayo con esta especie es un ensayo general de toxicidad, y, aungque por lo
regular exista una correlacion entre la actividad de un producto natural frente a este
crustaceo y su actividad antitumoral, también es posible que haya diferencias, ya que, como
algunos autores han sugerido, la ausencia en A. salina de estructuras desarrolladas como
receptores, insinta la posibilidad de obtener falsos resultados negativos (Pino & Jorge,
2010; Serrano et al., 1996).

Ensayo con lineas celulares cancerosas humanas

Los resultados de la actividad citotoxica de los extractos en las diferentes lineas
celulares se observan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de lineas celulares cancerosas.

Lineas celulares cancerosas
Glia de SNC Préstata Leucemia Colon Mama Pulmén
Extracto
(U-251) (PC-3)  (K-562CML) (HCT-15)  (NCF-7)  (SKLU-1)
Hexanico de hoja 69.3 40.7 100 28.2 30.5 22.2
Hexanico de tallo 50.8 28.6 77.3 31 38 29.7
Hexanico de flor SA 4 33.1 135 19.4 8.3
Acetato de etilo 14 6 51.1 30.7 35 22.7
de hoja
Acetato de etilo 21.9 SA 59.2 23.4 24.2 8.3
de tallo
Acetato de etilo 100 100 100 69.2 86.1 100
de flor
Metanolico de 16 SA 43.9 12,5 15,5 8.5
hoja
Metanolico de 275 SA 72.7 SA 14.4 11.9
tallo
Metanolico de 21.7 SA 42.4 16.1 4.4 4
flor
Acuoso de hoja 4.6 SA 11 9.9 SA SA
Acuoso de tallo 12.9 41 34.5 13.1 3 36.9

SA= sin actividad citotoxica

En contraste a lo observado en el ensayo con A. salina, distintos extractos tuvieron

actividad citotoxica frente a las lineas celulares probadas.

El extracto de acetato de etilo de flor tuvo efecto citotoxico frente a las 6 lineas
probadas (Cuadro 3), causando una mortalidad del 100% en 4 de ellas: glia de sistema
nervioso central, prostata, leucemia y pulmén. En las otras dos lineas, caus6 una mortalidad

de mas de la mitad: 69% en células de colon y 86% en células de mama.
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Otros extractos activos frente a uno o dos de estos tipos celulares fueron: el
hexanico de hoja, causando una mortalidad del 100% de las células leucémicas y del 69%
en glia de SNC; el hexanico de tallo, con un 50% de mortalidad en glia de SNC y un 77%
en células leucémicas; el de acetato de etilo de hoja con una mortalidad de 51% en células
leucémicas, el de acetato de etilo de tallo, con un 59% de mortalidad también en células
leucémicas y finalmente el metandlico de tallo, con un 73% de mortalidad en células

leucémicas.

Se observé que las células leucémicas fueron sensibles a 6 extractos de C.
loniceroides, de los cuales, tres son de tallo y tuvieron actividad citotoxica principalmente
en este tipo de células.Esto puede ser de importancia para el tratamiento de leucemia, ya
que se observd una especificidad en la toxicidad de estos extractos frente a las células

cancerosas.

Los extractos que causaron una mortalidad del 100% de la poblacién celular, fueron
el extracto hexanico de hoja y el extracto de acetato de etilo de flor. El extracto hexanico de
hoja, al igual que el de tallo,no sélo tuvieron una actividad importante contra éstas células,

sino también contra células cancerosas de glia de SNC.

Cabe resaltar que los extractos con mayor actividad en esta prueba fueron los
hexanicos y los de acetato de etilo de todos los 6rganos, lo que sugiere que la actividad
citotoxica en estas lineas celulares puede deberse a uno 0 mas compuestos no polares. Estos
resultados son similares a los obtenidos en el estudio realizado por Waizel et al. (1994)
acerca de la actividad citotdéxica de C. grahami, especie cuyos extractos hexanicos de
diferentes érganos (tallo, inflorescencia y hoja) tuvieron actividad frente a distintas lineas
celulares cancerosas, mientras que los extractos metandlicos no mostraron ninguna

actividad.

Debido al antecedente de actividad citotoxica del extracto acuoso de fruto de C.
loniceroides en células cancerosas de mama ZR-75 (Serrano, 2010), se esperaria una

posible sensibilidad de la linea de células cancerosas de mama utilizadas en este ensayo
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(NCF-7) frente a uno o varios extractos de la especie, sin embargo, la sensibilidad entre una
linea y otra, aunque sean el mismo tipo celular, puede variar. También se esperaria que los
extractos acuosos tuvieran actividad frente a una o mas lineas celulares, pero en este caso,
los extractos polares mostraron una actividad mas reducida, a excepcion del extracto

metandlico de tallo.

Estas diferencias pueden deberse a que la composicion quimica del fruto puede ser
distinta a la de los otros 6rganos de la planta. Por otro lado, la variacién de la composicion
quimica y, por lo tanto, la actividad biologica de una misma especie dependen de distintos
factores, entre ellos el tipo de hospedero, las condiciones ambientales y las condiciones de
recolecta (Ogoamaka, 2009).

El extracto de acetato de etilo de flor, a diferencia de los extractos de tallo y hoja,
mostré una actividad importante en las 6 lineas celulares probadas, pudiendo ser este
extracto el que contiene mayor cantidad de compuestos activos de amplio espectro. Segun
lo observado en las pruebas de metabolitos secundarios, en este extracto se detectaron
terpenos-esteroides asi como flavonoides; y de acuerdo con el perfil cromatografico, se
observaron diferencias en la coloraciéon de las bandas con respecto a los otros 6rganos,
siendo mas intensas en el de flor, principalmente las de la zona de menor polaridad, por lo

que la actividad de este extracto, puede deberse a estos compuestos de baja polaridad.
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7.3.2. Actividad bactericida

Se observd actividad bactericida en algunos extractos y se determind la minima

concentracion inhibitoria (MCI) de los extractos activos (Cuadro 4).

Cuadro 4. MCI (mg/disco) de los extractos de hoja, tallo y flor de C. loniceroides

MCI (mg/disco)

Bacteria Hoja Tallo Flor
He | AcoEt | MeOH | H,O | He | AcoEt | MeOH | H,O | He | AcoEt | MeOH

Gram positivas

Bacillus subtilis - - 4 4 - - 1 2 - - 4
Staphylococcus aureus | - - - 4 - - 1 2 - - 4
Gram negativas

Escherichia coli - - - 4 - - 1 2 - - 4
Salmonella typhi - - 4 - - - 2 2 - - 4

MCI = Concentracién minima de inhibicién (miligramos por disco)
He, AcoEt, MeOH y H,O representan extracto hexanico, de acetato de etilo, metandlico y acuoso

respectivamente.
- = Sin actividad

Los extractos de baja y de mediana polaridad no mostraron actividad. Los extractos

con actividad en las cuatro bacterias fueron: el metandlico de tallo, el cual mostr6 la MCI

mas baja (1 mg/disco), el acuoso de tallo (2 mg/disco) y el metandlico de flor, presentando

una MCI mayor (4 mg/disco).

El extracto acuoso de hoja no mostro actividad frente a Salmonella typhi, y el

metandlico de este mismo d6rgano s6lo tuvo actividad en dos bacterias: Bacillus subtilis y

Salmonella typhi. Este extracto fue activo a una concentracion de 4 mg/disco.

En el Cuadro 5 se muestra el diametro de los halos de inhibicién.
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Cuadro 5. Diametro promedio de inhibicidn de crecimiento de los extractos con actividad

bactericida de C. loniceroides en las distintas bacterias

Didmetro promedio de la zona de inhibicion (mm)

Bacteria Hoja Tallo Flor
MeOH H,O MeOH H,O MeOH
4 * 4* 1* 2* 4* 2* 4* 4*

Gram positivas

Bacillus subtilis 833" | 8 7 9 11° 8" 10.67 | 8.67"
Staphylococcus aureus - 7337 70 733" 9.33"7 8" 10° | 9.67™

Gram negativas
Escherichia coli - 8" |7.677" 9.677" 11.33"|8.67" 10.67" | 9.33"

Salmonella typhi 12* - - 8" 10* 8" 11° 8.3"

*= Miligramos por disco

-= Sin actividad

*=Desviacion estandar: £ 0
**=Desviacion estandar: + 0.058
n=3

Los halos mas grandes se presentaron alrededor de los discos con extracto acuoso y

metandlico de tallo a una concentracion de 4 mg/disco, asi como también en el tratamiento

con extracto metandlico de hoja frente a S. typhi.

Los extractos de hoja fueron los de menor actividad bactericida, sin embargo, hay
que recalcar que el extracto metandlico de hoja presentd mayor actividad frente a S. typhi
que otros extractos, por lo cual este extracto puede tener actividad especifica contra esta
bacteria.

Segun algunos estudios, la actividad antibacteriana de los “muérdagos” puede

deberse a la presencia de terpenoides (Wahab et al., 2010), pero en el caso de C.
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loniceroides no se observa este tipo de actividad en los extractos con estos compuestos, que

fueron los de baja y mediana polaridad.

La actividad de los extractos de esta especie es mas parecida a la estudiada en otras
investigaciones en las que se ha determinado que la actividad bactericida de ciertas
Lorantaceas se debe en parte a compuestos fendlicos, principalmente flavonoides
glicosilados, tales como rutina, los cuales se encontraron en extractos metanolicos y
acuosos (Soberdn et al., 2007). Los extractos de C. loniceroides con actividad bactericida
fueron los mas polares, y segun la pruebas de deteccién de metabolitos secundarios y sus
perfiles cromatogréaficos, estos extractos presentan flavonoides, glucésidos y alcaloides, por
lo que su actividad bactericida puede atribuirse a estos grupos de metabolitos secundarios.

Esta especie presentd igual actividad tanto en bacterias Gram positivas como en
Gram negativas, por lo que la estructura de la pared de las bacterias no impide la entrada de

los compuestos con actividad bactericida.

Es importante recalcar que el Gnico extracto que tuvo actividad frente a A. salina (el
metandlico de hoja), tuvo actividad bactericida, ademés, se observé que los otros dos
extractos metanolicos, los cuales tuvieron una importante actividad bactericida, mostraron
una tendencia a tener mayor actividad frente a este crustaceo. Esto sugiere, que, aungue no
existié una correlacion entre el ensayo de A. salina y las lineas celulares cancerosas, si se
observo una tendencia con respecto a la actividad antibacteriana, de este manera se puede
inferir que los grupos de metabolitos secundarios de C. loniceroides que causan la
mortalidad de parte de la poblacion de A. salina, pueden ser los mismos que ocasionaron la

actividad bactericida, siendo mas eficientes en estos organismos unicelulares.
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7.3.3. Actividad antialimentaria

El area foliar no consumida por las larvas de S. frugiperda fue medida con un
escaner Area Meter AM300 ADC Bioscientific LtD. Con estos datos se calculd el area
foliar consumida y el porcentaje promedio de consumo (Cuadros 6, 7 y 8) los cuales se

graficaron y se muestran en las Figuras 12, 13 y 14.

Cuadro 6. Datos obtenidos del consumo de discos foliares tratados con extractos hexanicos de
hoja y tallo de C. loniceroides frente a S. frugiperda. La media indica el area promedio no

consumida, con la cual se hicieron los célculos necesarios para obtener el porcentaje promedio

de consumo.
. . Desviacién Error Areaconsumida Porcen'taje
Tratamiento Media . . . 2 promedio de
estandar estandar  promedio (mm°)
consumo (%)
Extracto de
hoja
control 164.1 99.80 22.316 150.04 47.76
10 ppm 30.75 73.20 16.367 283.41 90.21
100 ppm 88.1 67.38 15.066 226.06 71.96
1000 ppm 189.5 101.14 22.616 124.66 39.68
Extracto de
tallo
control 169.65 55.69 12.45 14451 46.00
10 ppm 168.4 50.16 11.22 145.76 46.40
100 ppm 128.35 43.53 9.73 185.81 59.14
1000 ppm 143.95 35.00 7.83 170.71 54.34

En los extractos hexanicos de tallo, no se observaron diferencias de consumo
respecto al control, es decir, los consumos observados en los diferentes tratamientos no
disminuyeron con respecto al control. En los extractos de hoja se observé un ligero
aumento en el consumo del tratamiento a la concentracién de 10 ppm, sin embargo, no es

significativo con respecto al control (Figura 12).
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Porcentaje promedio de consumo de hojas de lechuga
con extractos hexanicos de C. loniceroides
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40 -

20

control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Tratamiento

Figura 12. Porcentaje promedio de consumo de discos foliares con extractos hexanicos de hoja

y tallo de C. loniceroides

Por otro lado, en los tratamientos con el extracto de acetato de etilo de hoja
(Cuadro 7 y Figura 13), el consumo de los discos foliares fue méas bajo de acuerdo al
aumento en la concentracién, sin embargo, s6lo hubo diferencia entre la concentracion de

1000 ppm del extracto de tallo y el control.

Cuadro 7. Datos obtenidos del consumo de discos foliares tratados con extractos de acetato de
etilo de hoja y tallo de C. loniceroides frente a S. frugiperda. La media indica el &rea promedio
no consumida, con la cual se hicieron los calculos necesarios para obtener el porcentaje
promedio de consumo.

. . Desviacién Error Area consumida Porcen_taje
Tratamiento Media . . . promedio de
estandar estandar promedio
consumo
Extracto de hoja
control 76 111.63 25.609 238.16 75.81
10 ppm 127.9 103.90 23.835 186.26 59.29
100 ppm 157.55 119.06 27.315 156.61 49.85
1000 ppm 155.95 97.08 22.272 158.21 50.36
Extracto de tallo

control 157.25 59.69 13.35 156.91 49.95
acetato 10 146.1 45.21 10.11 168.06 53.49
acetato 100 165.1 36.99 8.27 149.06 47.45
acetato 1000 228.05 53.95 12.06 86.11 27.41
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Porcentaje promedio de consumo de hojas de lechuga
con extractos de acetato de etilo de C. loniceroides
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Figura 13. Porcentaje promedio de consumo de discos foliares tratados con extractos de

acetato de etilo de hojay tallo de C. loniceroides

En el extracto de acetato de etilo de tallo, se detectd la presencia de terpenos-
esteroides y flavonoides y de acuerdo al perfil de la Figura 9, se observd mayor
concentracion de estos metabolitos en este extracto, por lo que estos compuestos podrian

ser responsables de la disminucidn del consumo por parte de las larvas.

Los tratamientos con el extracto metandlico de hoja (Cuadro 8 y Figura 14), no
fueron distintos con respecto al control, ya que las larvas consumieron un porcentaje similar
en todos los tratamientos. Sin embargo, se observaron tendencias de disminucion del
consumo por parte de las larvas en los tratamientos de tallo a 10 y 100 ppm; las
desviaciones estandar son grandes, por lo que se sugiere que para completar este estudio, se
realicen ensayos con poblaciones mas grandes y también con concentraciones mas altas,
ademas de considerar que la presencia de glucdsidos pueden estar estimulando la
alimentacion y por lo tanto estudios detallados pueden dar informacion de un efecto a

mayor tiempo de contacto con los extractos.
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Cuadro 8. Datos obtenidos del consumo de discos foliares tratados con extractos metandélicos
de hojay tallo de C. loniceroides frente a S. frugiperda. La media indica el area promedio no
consumida.

Tratamiento  Media Desviacién Error Area consumida Porcentaje
estandar estandar promedio promedio de
CONsumMo
Extracto de
hoja
control 138.4 97.42 22.349 175.76 55.95
10 ppm 85.3 101.63 23.316 228.86 72.85
100 ppm 80.2 67.85 15.566 233.96 74.47
1000 ppm 117.35 92.99 21.333 196.81 62.65
Extracto de
tallo
control 180.4 90.42 20.74 133.76 42.58
acetato 10 201.1 81.28 18.65 113.06 35.99
acetato 100 200.3 96.23 22.08 113.86 36.24
acetato 1000  125.55 71.13 16.32 188.61 60.04

Porcentaje promedio de consumo de hojas de lechuga
con extractos metandlicos de C. loniceroides

120

EHOJA

BTALLO

control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Tratamiento

Figura 14. Porcentaje promedio de consumo de discos foliares tratados con extractos

metanolicos de hoja y tallo de C. loniceroides.

Habria que tomar en cuenta que de acuerdo al tamafio de la desviacion estandar,

seria deseable repetir el experimento con concentraciones mayores a 1000 ppm y con una
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poblacion mas grande y homogénea, asi como también, se podria realizar una separacion
cromatogréfica para probar la actividad antialimentaria de las fracciones obtenidas,

suponiendo un posible antagonismo de los compuestos de los extractos.

En general, los extractos no mostraron ni efecto insecticida ni efecto
antialimentario, solamente el extracto de acetato de etilo de tallo a una concentracion de
1000 ppm. Tendria que hacerse un ensayo a largo plazo para verificar si las larvas sufren

alteraciones en el desarrollo por causa de algunos compuestos presentes en los extractos.

No se realizaron ensayos con los extractos de flor, ya que se ha reportado que
insectos de distintos oOrdenes, entre ellos lepiddpteros, polinizan diversas especies de
“muérdagos”, sobre todo aquellas cuyas flores son poco llamativas (Watson, 2001). Por
esta razdn no se esperaria que los extractos de flor tuvieran actividad antialimentaria, sino
al contrario, serian compuestos que atraen a los insectos, por lo que el efecto seria opuesto

al que se busca.
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8. CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico mostro la presencia diferencial de grupos de metabolitos
secundarios en los distintos 6rganos estudiados:

e El tallo presentd terpenos-esteroides, flavonoides y alcaloides y de estos
grupos el que presentd mayor intensidad de reaccion fue el de los terpenos-
esteroides, seguido de los flavonoides y el grupo con menor intensidad

fueron los alcaloides.

e La hoja present6 el mismo patron que el tallo, aunque las reacciones fueron
ligeramente més intensas para terpenos. Para flavonoides también se observd
el mismo patrén, sin embargo, en comparacioén con tallo, se registr6 una
mayor intensidad de este grupo de metabolitos secundarios en el extracto
metandlico. La reaccion para determinar alcaloides también fue ligeramente

mas intensa que para el tallo.

e En la flor, aunque se observaron los mismos grupos de metabolitos

secundarios, se registraron menores intensidades que en tallo y hoja.

La hoja mostré6 mayor intensidad de los grupos de metabolitos secundarios
analizados. Los perfiles cromatograficos corroboran esta informacion mostrando una

diferencia de intensidades en las bandas de los extractos de los distintos 6rganos.

De acuerdo con la informacion obtenida en el analisis fitoquimico, en relacion con

la actividad bioldgica, se concluye que:

e De los cuatro ensayos realizados, la actividad biolégica mas importante fue
la de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas, seguida de la actividad
bactericida. Los otros dos ensayos no mostraron resultados positivos. Esto se

relaciona con estudios de otras especies del mismo género.

e Los extractos mas activos fueron el de acetato de etilo de flor y los

hexanicos de hoja y tallo. Los grupos presentes en estos extractos fueron

55


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

terpenos-esteroides y flavonoides, y cabe resaltar que el extracto de acetato
de etilo de flor mostr6 una actividad importante en las seis lineas probadas,
mientras que los otros dos extractos mostraron actividad importante sélo en
dos lineas: Leucemia (K-562CML) y Glia de SNC (U-251).

La actividad bactericida se detecté en los extractos polares de los tres
organos, los cuales presentaron principalmente flavonoides y, en menor

intensidad alcaloides.

Los grupos de metabolitos secundarios responsables de la actividad bioldgica

encontrada son diferentes:

La actividad citotoxica de los extractos de C. loniceroides que mostraron
actividad se correlaciona principalmente a la presencia de terpenos-

esteroides y flavonoides.

Por otro lado, la actividad bactericida de C. loniceroides se relaciona a los
extractos polares en donde se encontraron compuestos tales como

flavonoides, alcaloides y glicosidos.
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9. RECOMENDACIONES

Para profundizar en el estudio de la actividad biolégica encontrada en el presente
trabajo, se recomienda realizar una separacion cromatografica de los extractos con la mayor
actividad registrada y analizar las fracciones obtenidas hasta llegar a la purificacion de

compuestos.

Otro aspecto importante a analizar es si la composicién quimica y la actividad de la
especie es afectada por el hospedero en el que se desarrolla, para lo cual se tendrian que
recolectar ejemplares de distintas especies de arboles y hacer una comparacién de la
actividad bioldgica y de la composicion quimica de la especie.
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