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Resumen

El cancer es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, en México esta en
las 10 primeras causas de muerte. Esto ha motivado la busqueda de fuentes alternativas
para su tratamiento como el uso de plantas medicinales, las cuales son un recurso accesible
para la poblacion. En el presente trabajo se reporta la actividad biolégica del “muérdago”
Struthanthus interruptus en dos modelos bioldgicos utilizados para la deteccion de
compuestos quimicos con potencial actividad citotoxica. Struthanthus interruptus es un
representante americano de la familia Loranthaceae, la cual es reconocida por el uso
medicinal de varias de sus especies. Se valido la actividad citotoxica de Struthanthus
interruptus con el bioensayo de citotoxicidad en Artemia salina y en seis lineas celulares de
carcinoma humano (colon, mama, leucemia, glia de sistema nervioso, prostata y pulmon)
donde se observo que extractos de polaridad creciente (hexano, acetato de etilo y metanol)
generaron porcentajes de mortandad mayores al 50% en Artemia salina y porcentajes de
inhibicion de crecimiento en lineas celulares cancerosas superiores al 50%, por lo cual
Struthanthus interruptus es una planta con potencial actividad antitumoral. También se
realizaron pruebas de deteccidn de grupos de metabolitos secundarios y analisis quimico de
cromatografia en capa fina (CCF), en estas pruebas se detecto la presencia de terpenoides y
flavonoides principalmente y en los extractos mas polares (metandlicos) se detecto

presencia de glucosidos y alcaloides.
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l. INTRODUCCION

Algunas de las especies vegetales conocidas cominmente como “muérdagos” han sido
utilizadas popularmente en México para tratar diversas afecciones entre las que figura el
cancer (Gerson et al. 2006).

Una estrategia para la obtencion de nuevos medicamentos, es por medio de la busqueda de
compuestos de origen natural. Aproximadamente el 60% de los compuestos utilizados
actualmente para el tratamiento del cancer, se han aislado a partir de productos naturales
(Gordaliza, 2007). A pesar de un aumento en la investigacion de plantas a nivel mundial, se
estima que Unicamente el 10% de las cerca de 250000 especies de plantas superiores se han
investigado quimica y farmacolégicamente (Crag y Newman, 1999).

En nuestro pais existen plantas que son utilizadas empiricamente en la etnoboténica
tradicional para el tratamiento del cancer como Cladocolea grahamii sobre la cual existen
reportes cientificos que confirman su actividad citotoxica frente a lineas celulares
provenientes de carcinomas humanos y otros desdrdenes tales como: tumores de piel,
diabetes y problemas dermatolégicos (Waizel et al. 1994), otros reportes en nuestro pais
informan que Struthanthus venetus es una planta potencialmente util en la terapia
cardiovascular, también se ha descrito un efecto hipoglucémico y de relajacion muscular
(Alvarez, 2003).

Los “muérdagos” como se les conoce a estas plantas, son de importancia econémica debido
al impacto negativo sobre arboles de valor comercial. En nuestro pais el género
Struthanthus es el segundo mejor representado y su presencia se debe principalmente a la
prevalencia de condiciones de disturbio (Calderén y Rzedowski, 1990).

Por otro lado, a pesar de la importancia econémica y medicinal del género Struthanthus en

México, no existe informacién cientifica sobre su composicion quimica y propiedades

1
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medicinales de algunas de sus especies. Es por ello, que con el propdsito de investigar
experimentalmente la posible accion antitumoral y contribuir al estudio de Struthanthus
interruptus, en el presente trabajo se determiné el perfil de grupos de compuestos quimicos
en extractos de polaridad creciente obtenidos de diferentes 6rganos de la especie.

Se realizaron dos tipos diferentes de bioensayo de citotoxicidad. El primero se realizd en
Artemia salina, y el segundo en lineas celulares de carcinomas humanos. Ambos
bioensayos son considerados como una herramienta Util y preliminar para la deteccion de

compuestos con potencial actividad antitumoral.
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1. ANTECEDENTES

2.1. Descripcion boténica del género Struthanthus.

Son plantas parésitas arbustivas por lo general aéreas, foliadas, con tallos cilindricos o
cuadrangulares, con frutos en forma de baya con coloraciones anaranjadas, rojiza o azul.
Poseen una capa viscosa para adherirse al hospedero, las semillas presentan un endospermo
copioso. El embrion es de color verde brillante, el cual estd especialmente adaptado para la
polinizacion y la dispersion por aves (Kuijt, 1968, 1969). Presentan flores con caliculo, el
cual es de tamafio generalmente grande y vistoso. Tiene menos de 1 cm de largo y es de
coloracion verde claro, las hojas son de menos de 5 cm de largo y 2 cm de ancho. La
inflorescencia es indeterminada, dioica y se produce en forma de espiga o racimos de

triadas apareadas (Figura 1).

El género Struthanthus pertenece a la familia Loranthaceae y esta constituido por especies
comunmente conocidas como “muérdagos”. La palabra muérdago proviene del latin

mordicus que en espafiol significa mordedor.
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Figura 1. Struthanthus interruptus tomado de Chazaro 2005.

2.2. Ubicacion taxonomica del género Struthanthus.

Los “muérdagos” son plantas con flores incluidas dentro del Orden Santalales. Todos los
miembros de este Orden Santalales son hemiparasitos siendo especialmente los
“muérdagos” aquellos que parasitan las partes aéreas de las plantas (Nickrent, 2002). A los
“muérdagos” se les agrupa en dos familias botanicas que son: Loranthaceae y Viscaceae

(Calder 1983).
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La familia Loranthaceae cuenta con aproximadamente 900 especies repartidas en 76

géneros de distribucion tropical (Barlow, 1983).

Los “muérdagos” del género Struthanthus, son enredaderas de varios metros de longitud.

Algunas de las especies descritas para México del género Struthanthus son las siguientes:

Struthanthus condensatus
S. crassipes

S. deppeanus

S.filipes

S.hartwegii

S.interruptus
S.loniceroides

S. marginatus

© © N o g &~ w D P

S.microphyllus

=
o

. S. orbocularis

[
[

. S.querciola

=
N

. S.palmeri

=
w

. S. tacanensis

14. S.venetus

2.3. Importancia ecoldgica y distribucién en México.

Las familias Loranthaceae y Viscaceae, constituyen el grupo mas comun de plantas
parasitas de la flora de todo el mundo.

Los “muérdagos” son perjudiciales agentes patdgenos de los arboles, y en muchas partes
del mundo son serias plagas forestales (Hawksworth, 1983., Knutson, 1983). Estas plantas
estan ampliamente distribuidas en todo el continente americano. Tienen una amplia gama

de hospederos como coniferas y otras plantas lefiosas (Calder, 1983).
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Los “muérdagos” del género Struthanthus son conocidos cominmente como “mata palo™ o
"tripa de pollo", incluyen entre 50 y 60 especies desde México hasta Argentina (Kuijt,
1975., Chazaro y Oliva 1988). La familia Loranthaceae se localiza en varias regiones de
México, siendo el género mas representado Struthanthus, seguido en importancia por el

género Psitacanthus (Cuadro 1), (Calderdon y Rzedowski, 1990).

Cuadro 1. Distribucién de plantas parasitas de importancia economica de la familia
Loranthaceae, y principales plantas hospederas del “muérdago” en México.

Genero Distribucion Coniferas
hospederas
Struthanthus Chiapas, Pinus, Taxodium
Michoacan,
Morelos, Oaxaca,
Sonora,
Puebla, Veracruz.
Psittacanthus Michoacan, Abies, Pinus

Veracruz, Tlaxcala,
Morelos, Oaxaca,

Guerrero, Querétaro
Cladocolea Jalisco, Michoacan, [ Pinus
Distrito Federal.

En México de acuerdo al senso realizado en 1991 y 1992 por la Secretaria de Agricultura y
Recursos Hidraulicos (SARH), los “muérdagos” son la tercera causa de dafio forestal. En
conjunto estas plantas generan pérdidas por mas de dos millones de metros cubicos de
madera, sin considerar la muerte del arbolado y la predisposicidn a otros agentes patdgenos,
como insectos y hongos (Vazquez y Cibrian, 1996).

Chézaro et al (1993) y otros especialistas afirman que en México existe un gran
desconocimiento respecto de la biologia, fisiologia y otros aspectos de los muérdagos, asi

como de las medidas silvicolas para su control.
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Estas plantas a pesar de estar presentes en todos los estados de la Republica Mexicana y de
ser considerados el problema patoldgico mas importante en los bosques de nuestro pais
(SARH, 1991-1992), aun no cuentan con una evaluacién detallada de su distribucién, area
total dafiada y pérdidas ocasionadas por las principales familias y sus géneros (Rivas,
2009).

En el Valle de México los “muérdagos” generan afectaciones en bosques de pino-encino, y
son abundantes en arboles de los géneros: Quercus, Alnus, Arbutus, Juniperus, Pinus y
otras plantas lefiosas.

En bosques meséfilos de montafia se les localiza principalmente en zonas con condiciones
de disturbio (Calderén y Rzedowski, 1990). Las especies del género Struthanthus que

infectan coniferas se muestran en el Cuadro 2:

Cuadro 2. Distribucion geografica del género Struthanthus en México y su ocurrencia en
plantas coniferas hospederas.

Especie de Muérdago Distribucion Hospederos
Struthanthus deppeanus Chiapas, Oaxaca, Puebla, Pinus patula

Veracruz
Struthanthus interruptus Michoacéan, Morelos Pinus lawsonii
Struthanthus palmeri Sonora Taxodium distichum, var.

mexicanum

Struthanthus. D.F Pinus sp
Quericola

2.4. Interaccion planta parasita-hospedero y su importancia ecolégica.

Las primeras plantas parasitas eran fotosintéticamente competentes por lo que se les
considera paréasitas facultativas, subsecuentemente la fotosintesis se perdié en varios linajes

(Cook et al 1972).
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Govier y Harper (1965), indican que existe una transferencia de compuestos organicos del
hospedero a la planta que lo parasita, ya que se demostrd que la planta semiparasita Striga
asiatica pudo crecer hasta la madurez y producir semillas viables tomando los compuestos
organicos necesarios para sobrevivir de su hospedero, ya que fue aislada en completa
obscuridad.

La transferencia de compuestos organicos entre hospedero y parasito es importante, ya que
indica que el hospedero contribuye significativamente en la produccién de diferentes
grupos de compuestos organicos en la planta parasita. Esta informacion sugiere que el
parasitismo esta involucrado en la economia hormonal de la planta parasita y su hospedero
(Govier et al. 1967).

Las plantas hemiparasitas son fotosintéticamente activas, al menos durante un periodo en su
ciclo de vida, obtienen agua y otros nutrientes del hospedero por via del haustorio. Dichas
plantas hemiparéasitas se dividen a su vez en dos subtipos, lo cual depende del grado de
dependencia de su hospedero:

1. Plantas hemiparasitas facultativas no requieren de un hospedero para completar
su ciclo de vida, se pueden desarrollar hasta la floracion y dar semillas viables sin la
necesidad de un hospedero (Weber 1981., Mann y Musselman, 1980).

2. Plantas hemiparésitas obligadas representan un avance mas en un proceso
continuo de parasitismo. A diferencia de las hemiparésitas facultativas, las
hemiparasitas obligadas deben adjuntarse a una planta hospedera para poder
completar su ciclo de vida. Este tipo de parasitimo se divide en los siguientes

subtipos.
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a) Hemiparésitismo obligado primitivo: incluye a tres familias, Loranthaceae,
Viscaceae y Misodendraceae. Estas plantas se conectan al hospedero a través del
xilema y a pesar de ser fotosintéticamente capaces no pueden sobrevivir sin el
hospedero.

b) Hemiparasitismo obligado avanzado: estas plantas logran conectarse no sélo al
xilema, sino también pueden obtener nutrientes a través de conexiones con el
floema del hospedero. La pérdida de la funcion fotosintética ocurre al menos en

cierto grado, o durante alguna etapa del ciclo de vida.

Las plantas parasitas por lo tanto, toman y adquieren de su hospedero el agua necesaria para
subsistir, asi como carbono y nutrientes a través del tejido vascular de las raices del
huésped o brotes.

Las plantas paréasitas tienen graves efectos sobre sus hospederos. Por ejemplo, la presencia
de la planta hemiparéasita Striga hermonthica en la raiz del sorgo reduce la biomasa de su
hospedero, por mas de 30 veces su biomasa original cuando no es parasitada (Parker et al.
1984).

Este impacto desproporcionado de plantas paréasitas a sus portadores se debe principalmente
a cambios en la fisiologia del huésped inducidos por el parasito. Las plantas parasitas
alteran la morfologia y la fisiologia de sus anfitriones, estimulando la produccion de
hormonas de crecimiento o por infusion directa de estas hormonas en el hospedero a través
del haustorio (Livingston et al. 1984).

El ejemplo mejor estudiado de estos efectos fisioldégicos en los hospederos proviene de
estudios en el “muérdago” enano (Arceuthobium spp.). Este “muérdago” puede constituir

menos del uno por ciento de la biomasa de un arbol de coniferas maduro, sin embargo,
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aumenta significativamente el uso de agua en el arbol, disminuyendo el potencial hidrico de
las hojas lo que debilita al hospedero (Sala et al. 2001).

El hemiparésitismo tiene un impacto importante en el crecimiento, alometria y
reproduccion, y afecta a la estructura de la comunidad, la zonificacion de la vegetacion y la

dindmica de la poblacion (Pennings y Callaway, 2002).

2.5. Usos terapéuticos de la familia Loranthaceae

Algunas especies pertenecientes a la familia Loranthaceae son reconocidas en la medicina
popular por tener propiedades terapéuticas. En Europa, el “muérdago europeo” (Viscum
album); tiene uso terapéutico en el tratamiento de la epilepsia, la infertilidad y la debilidad.
También posee efectos sobre el sistema cardiovascular y la presion arterial (Youngken,
1951).

En Nueva Zelanda los “muérdagos” suelen ser utilizados como cardiotonicos y en forma de
cataplasmas para tratar la “picazon” (Brooker et al. 1981).

Filipov, (1994), ha encontrado que los “muérdagos” tienen uso como remedio para el dolor
de cabeza, diuréticos y anticonceptivos

En el Sudeste Asiatico los “muérdagos” se utilizan en forma de ténicos contra la malaria, y
contra el cAncer (Lohezic et al. 2002).

En América los “muérdagos” son un remedio efectivo contra el cancer (Rios et al. 2001;
Rios y Aguilar, 2004). Especies americanas del género Struthanthus, suelen utilizarse en
forma de macerados contra la neumonia (Correa, 1969; Schultes y Raffauf, 1999).

En México algunas especies de la familia Loranthaceae como Cladocolea grahamii, se
utilizan tradicionalmente para el tratamiento de problemas uroldgicos, diabetes,

dermatolégicos, tumores en la piel y como antiséptico (Waizel et al. 1994; Frei et al. 1998).

10
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Las hojas de Struthanthus venetus son utilizadas en medicina tradicional mexicana como
una opcidén para aliviar la tos y controlar la presion sanguinea, también se ha descrito un

efecto hipoglucémico (Marte et al. 2009).

2.6. Farmacologia y compuestos quimicos encontrados en “muérdagos”.

El “muérdago” europeo (Viscum album) fue utilizado por Rudolf Steiner hace méas de 80
afios como una terapia alternativa para el tratamiento del cancer. En la actualidad a los
extractos de Viscum album se les atribuyen propiedades de inmunomodulacién y actividad
antitumoral (Portalupi, 1987). De esta especie han sido identificados derivados metilados
de quercetina, methoxichalconas, glucosidos cardiotdnicos (viscoflavina) lectinas,
esteroides, viscotoxinas, alcaloides (viscalbina) y polisacaridos (Wagner, 1993).

Estudios quimicos y farmacoldgicos en Viscum &lbum han demostrado que tiene
propiedades citotoxicas e inductoras de la apoptosis (Gabius et al. 1992, 1994; Bussing et
al. 1996; Hostanska et al. 1996,1997).

El extracto organico de Viscum album inhibe la proliferacion de linfocitos murinos
activados por mitdgenos, asi como los linfocitos de la leucemia murina (LB) y las células
tumorales del pecho (MMT) (Fernandez et al. 1998).

Experimentos en animales que desarrollaron tumoraciones, mostraron una reduccién de
crecimiento del tumor y / o aumento de la supervivencia al inocular directamente en el
tumor extractos de Viscum album (Kienle et al. 2003). Por lo tanto se puede concluir que la

inyeccidn del extracto de forma intratumoral es efectiva (Alonso, 2004).

11
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Recientes investigaciones reportan que extractos organicos obtenidos a partir de Viscum
album pueden: Inducir la apoptosis en células tumorales en cultivo, estimular a las células

inmunocompetentes y proteger el ADN de células mononucleares.

Phoradendron liga posee propiedades inmunomoduladoras similares a las encontradas en
su pariente europeo (Viscum album), y se han aislado lectinas con actividad citotoxica
como la ligatoxina B, y flavonoides tales como C-glycosiflavonas.

En Cladocolea grahamii se ha reportado que en extractos hexanicos y metandlicos de hojas
e inflorescencias, tienen actividad citotdxica en lineas celulares de carcinomas de ovario,
leucemia murina y cancer cervicouterino (Waizel et al. 1994).

En Ligaria cuneifolia (“muérdago argentino™) se han encontrado flavonoides con actividad
antiproliferativa y proapoptotica en lineas celulares de carcinomas murinos (Cerd4, et al.
2005)

Se ha comprobado que la administracion de extractos acuosos de Struthanthus venetus
obtenidos a partir de hojas secas, generan una disminucion de la presion sanguinea en ratas
(Garcia, 2006).

Debido a la gran diversidad de compuestos quimicos encontrados en algunas especies de
“muérdago” tales como: Viscum album, la interpretacion clinica de componentes
farmacoldgicamente relevantes es dificil, sino se realiza un estudio fitoquimico que
involucre un fraccionamiento o purificacién de los compuestos (Ernst et al. 2003; Horneber

et al. 2008; Kienle et al. 2003, 2007; Kleijnen et al. 2010).

12
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2.7. Breve epidemiologia descriptiva del cancer en México y la basqueda de compuestos

con actividad antitumoral en plantas.

El cancer en el mundo afecta aproximadamente a 8 millones de personas. En México desde
el afio de 1990. Los tumores malignos representan la segunda causa de muerte en la
poblacion general y la primera causa en mujeres por arriba de los 25 afios de edad, segun el

Registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas (RHNM), (Mohar et al. 1997).

Para el afio 2003 en nuestro pais se registraron 110.094 nuevos casos de cancer detectados
por el (RHNM). Las defunciones reportadas para ese afio por el RHNM se muestran en el

Cuadro 3y 4.

Cuadro 3. Mortalidad reportada por el (RHNM) de cancer en hombres para el afio 2003.

TIPO DE TUMOR NUMERO DE DEFUNCIONES
Bronquios y pulmoén 4,563
Prostata 4,231
Estomago 2,757
Higado y vias biliares intrahepaticas 2,108
Pancreas 1,396
Colon 1,077
Leucemia linfoide 895
Encéfalo 880
Laringe 754
Rifidn 774

13
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Cuadro 4. Mortalidad reportada por el (RHNM) de cancer en mujeres para el afio 2003

TIPO DE TUMOR NUMERO DE DEFUNCIONES
Cuello del atero 4,330
Mama 3,861
Estomago 2,376
Bronquios y Pulmon 2,146
Higado y vias biliares intrahepaticas 2,369
Pancreas 1,557
Ovario 1,334
Colon 1,108
Vesicula biliar 693
Leucemia linfoide 669

De acuerdo con el programa de prevencion y control del cancer de la secretaria de salud
(SSA) diariamente mueren al dia en nuestro pais alrededor de 10 mujeres Gnicamente por
cancer de mama. De igual forma el Sistema Unico de Vigilancia Epidemioldgica (SUIVE),
aporta los casos semanalmente notificados en el pais. En el (SUIVE) entre el afio 2000 y
2006 se registraron 33, 671 casos de cancer de mama, lo cual genera una importante
pérdida en afios de vida en este sector de la poblacion, ademas de ser una carga econémica

considerable para muchas familias mexicanas (Cabrera et al. 2008).

Los tratamientos convencionales que se utilizan hoy en dia contra el cancer como la
quimioterapia y la radioterapia tienen la desventaja de ser caros y causar muchos efectos
secundarios como son: vomito, alopecia, diarrea, estrefiimiento, mielosupresion, anomalias

neuroldgicas, cardiacas, pulmonares y complicaciones renales. Todos estos efectos

14
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secundarios reducen la calidad de vida del paciente, lo que dificulta su correcta observacion
y medicacién. Estos factores muchas veces conducen a la inmunodepresién del paciente, lo
que a su vez facilita la progresién del cancer y las complicaciones asociadas a ello.
Ademas, muchos de estos tratamientos tienen muy limitada actividad contra el cancer
(Mans et al. 2000).

Por lo tanto existe la necesidad de descubrir nuevas alternativas de medicamentos contra el
cancer, que sean mas potentes, selectivos y menos toxicos que los que estan actualmente en
uso.

Mas del 50% de los medicamentos utilizados actualmente contra el cancer se han aislado de
productos naturales, principalmente de plantas. Los compuestos aislados incluyen:
alcaloides, diterpenos y lignanos. Actualmente hay compuestos que se estan probando en
fase I, Il o Il como son el flavopiridol aislado del arbol de la india Dysoxylum
binectariferum, y otro compuesto aislado de la planta de origen chino Indigofera tinctoria,
ambos compuestos aislados han demostrado tener actividad antitumoral, con menor grado

de toxicidad que los farmacos convencionales (Saklani y Kutty, 2008).

Las proyecciones iniciales de plantas con posible actividad antitumoral se llevan a cabo a
través de bioensayos con lineas celulares establecidas, en donde se pueden llevar a cabo
mediciones de los efectos de los extractos o de compuestos aislados. Segun el Instituto
Nacional del Céancer de los Estados Unidos (NCI), se considera citotoxicamente activo un
extracto o un compuesto aislado cuando genere una dosis letal efectiva (ED50) a una dosis
de < 30g/mL para el extracto y < 4g/mL para un compuesto aislado (Suffness y Pezzuto,

1990).
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Los modelos de deteccion de actividad citotoxica suministran informacion preliminar
importante acerca de plantas o compuestos aislados con potencial actividad neoplasica. Los
bioensayos de citotoxicidad no generan falsos positivos, ya que Gnicamente consideran
extractos de plantas o compuestos que afectan la viabilidad celular.

En la mayoria de los estudios sobre el efecto citotdxico de extractos de plantas y sus
compuestos aislados en nuestro pais, han utilizado bioensayos de cultivos primarios de
tumores humanos o de animales y lineas celulares de carcinoma humano resistentes a
medicamentos (Johansson et al. 2003; Wickramaratne et al. 1995).

Las principales estrategias de seleccion de plantas con potencial farmacolédgico contra el
cancer incluyen la seleccion aleatoria, quimiotaxonémica y de uso medicinal. Es importante
conocer el medio de preparacion al hacer una seleccién basada en el uso medicinal ya que
esto puede sugerir un método de extraccion mas adecuado para la planta (Lautié et al.

2008).

16
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1. OBJETIVOS

Obijetivo general: Contribuir al estudio quimico y de actividad biolégica de Struthanthus

interruptus especie hemiparasita que afecta a especies del arbolado urbano en México.

Objetivos particulares:
e Determinar la presencia de grupos de metabolitos secundarios en extractos
orgénicos de Struthanthus interruptus.
e Obtener un perfil cromatografico de los extractos obtenidos de Struthanthus
interruptus.
e Evaluar la citotoxicidad de los extractos por medio de dos modelos bioldgicos:

Artemia salina y lineas celulares de carcinoma humano.

17
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IV. JUSTIFICACION

Struthanthus interruptus es considerada una especie hemiparasita invasiva que afecta
bosques de selva baja caducifolia, bosques de pino encino y arbolado urbano en diversas
regiones de América. Por otro lado se conocen usos medicinales de especies de la misma
familia. Por lo tanto se plante6 un estudio fitoquimico y de actividad biol6gica en
Struthanthus interruptus con la finalidad de conocer su composicién quimica y su efecto en
dos modelos biolégicos, que generen informacion para mejorar el conocimiento y

aprovechamiento de esta especie.
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V. MATERIALES Y METODOS

Recolecta del Material

Secado y molienda

Obtencion de extractos
de polaridad creciente:
e Hexano

= Acetato de etilo

» Metanol

Determinacion de
presencia de grupos de
metabolitos secundarios

.| Analisis por CCF de
g los extractos

.

Analisis de los extractos

3

Bioensayos de
citotoxicidad

lineas celulares de

Arternia salina ;
carcinoma humano

Figura 2. Diagrama metodoldgico
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5.1. Recolecta y preparacion del material vegetal del material vegetal.

El material vegetal fue recolectado de la localidad de Yecapixtla en el Estado de Morelos
durante el mes de Marzo del afio 2009.El material fue identificado por la Biol. Maria
Teresa Cantoral Herrera encargada del Centro de Manejo Fitosanitario para las Areas

Verdes Urbanas del D.F (CEMFAV)

El material proporcionado por la Biol. Maria Teresa Cantoral Herrera fué separado y

pulverizado para su extraccion.

5.2. Obtencién de Extractos.

Para cada uno de los érganos de la planta se realiz6 una extraccion por maceracion en frio
con disolventes de polaridad creciente: (hexano, acetato de etilo y metanol). Para ello se
pesaron 250 g de tallo y hoja y 100 g para fruto, los macerados obtenidos de cada parte se

filtraron y el extracto se destilo en un rotavapor.

5.3. Deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

Estas pruebas se llevaron a cabo de acuerdo a la metodologia reportada por Dominguez,
(1973). Para cada prueba se utilizaron 5 mg/mL.

e Terpenos y esteroides: reactivo de Lieberman-Burchard
Los extractos se redisolvieron en cloroformo y se agregdé 1 ml de reactivo Lieberman-
Burchard a cada muestra. Se considerd positivo si se presentan tonalidades en colores rojo,

vino y verdes.
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e Flavonoides: Reactivo de Shinoda
Los extractos fueron disueltos en metanol y a éstos se les agregé un trozo de magnesio
metalico y dos gotas de é&cido clorhidrico concentrado. Se considerd positivo con
variaciones de color en tonos naranjas, verdes o rosas.

e Alcaloides: reactivo de Dragendorff
Los extractos metandlicos se redisolvieron en metanol. A las muestras se les adicion6 una
gota de acido clorhidrico concentrado y dos gotas del reactivo de Dragendorff. La prueba
se considerd positiva si se formo un precipitado de color naranja-marron.

e Alcaloides: reactivo Acido Silicotingstico
Los extractos metandlicos se redisolvieron en metanol y se les adicion6 una gota de acido
clorhidrico y 2 gotas de acido silicotingstico. La prueba se considera positiva si se formé
un precipitado de color amarillo.

e Glucotsidos: reactivo de Mdélish
Los extractos fueron redisueltos en metanol, posteriormente se les agregaron dos gotas de
solucion alcohdlica al 5% de a-naftol, y 1 mL de H,SO,4 concentrado deslizandolo por las
paredes del tubo de ensaye formandose un anillo de color morado en caso de la presencia

de este grupo de compuestos.

5.4. Analisis por Cromatografia en Capa Fina (CCF).

Para obtener el perfil cromatogréfico de cada uno los extractos se utilizaron placas de
elucién. Se utilizaron dos reveladores: el reactivo de anisaldehido (compuesto que

evidencia la presencia de terpenoides) para los extractos hexanicos, acetato de etilo y el
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reactivo de RPN (2-aminoetiléster di difenilb6rico) para los extractos metandlicos

(Anexos).

Pruebas Bioldgicas

5.5. Bioensayo de citotoxicidad en Artemia Salina.

El bioensayo con Artemia salina se ha considerado como una herramienta Gtil en la
deteccidn preliminar de toxicidad. También se ha sugerido como una herramienta util para
la deteccion de actividad farmacoldgica en extractos de plantas. Este bioensayo fue descrito
por (Meyer et al. 1982).

Para la realizacion de esta prueba se llevé a cabd la preparacion de los extractos de cada

uno de los 6rganos a una concentracién de 10, 100 y 1000 ppm.

Se preparar6 solucion salina y se agregaron quistes de Artemia salina. Los quistes se
mantuvieron en incubacién a una temperatura de 25 ° C con oxigenacion constante durante
24-48 h.

Para cada extracto se probaron tres concentraciones (10, 100 y 1000 ppm) y su respectivo
control. Cada tratamiento contenia 1 mL de extracto, y se realizd por quintuplicado. A cada
tratamiento se le adiciond 10 mL de solucién salina. Posteriormente se colocaron 10
individuos recién eclosionados a cada tubo. Transcurridas 24-48 h se contabilizé el namero

de artemias sobrevivientes en cada tubo.
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5.6. Bioensayos de citotoxicidad en lineas celulares de cancer.

Estas pruebas se realizaron en el laboratorio de pruebas bioldgicas del Instituto de Quimica
de Ciudad Universitaria de la UNAM. El bioensayo de actividad citotoxica esta basado en
el protocolo descrito por (Skehan et al. 1990). La citotoxicidad de los extractos de prueba
utilizados en las lineas celulares en el bioensayo de microcultivo, se determin6 usando la
tintura de unién proteinica Sulforamida B (SRB), que sirve para medir la viabilidad y
crecimiento celular (Monks et al. 1991)

En este protocolo se mantienen las lineas celulares en cultivo durante 24 h a una
temperatura de 37 °C y 95% de humedad. Posteriormente se transfieren 100 pl de células
en suspension por pozo a 96 placas de microtitulacion para permitir adhesién celular. 48 h
después se lleva a cabo la fijacion celular in situ a través de un lavado con &acido
tricloracetico (TCA) durante 60 min a 4 °C. Posteriormente se lava con agua y se deja secar
durante 24 h, para después tefiir con la sulforamida B durante 30 minutos. Se hacen 4
lavados consecutivos con acido acético al 1% y se dejan secar 24 h, para posteriormente
solubilizar las células con TRIS (hydroximetil-aminoetano) y leer la densidad 6ptica en un
espectrofotometro de placa a una longitud de onda de 515 nm.

Las lineas celulares utilizadas de cancer fueron: U251= glia de sistema nervioso central,

PC-3= prostata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7= mama y SKLU-1= pulmon.

23


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

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 .Determinacion de la presencia de grupos de metabolitos secundarios.

En los resultados acerca de la determinacion de grupos de metabolitos secundarios
mostrados en el (Cuadro 5), se observo la presencia de terpenos-esteroides en los extractos
hexanicos y de acetato de etilo de los tres 6rganos de la planta, resultados similares se
encontraron en relacién a la presencia de flavonoides, los cuales se detectaron en los

extractos de acetato de etilo, (excepto tallo).

En relacién a la presencia de alcaloides este grupo se detectd ligeramente positivo en el

extracto metanélico de tallo.

La presencia de glucosidos fue detectada en los extractos metandlicos de tallo y hoja,
resultando negativa la prueba en el extracto metandlico de fruto y en los extractos

hexanicos y de acetato de etilo.

Tomando en cuenta el habito de esta especie y su importancia ecoldgica, es importante
considerar el papel que los compuestos detectados (terpenoides, flavonoides, alcaloides y

glucdsidos) pudieran estar jugando desde el punto de vista fisioldgico de la planta.

Se sabe que los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular y algunos
de ellos son sintetizados en las plantas junto con otras estructuras como mecanismos de
defensa que sirven como proteccion quimica contra herbivoros, microbios y hongos.
También son de importancia ecoldgica ya que algunos son sintetizados como atrayentes

para la polinizacidn, para el establecimiento de la simbiosis con otros organismos. Inclusive
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son sintetizados en situaciones de estrés abidtico como son: la competencia por el espacio

del suelo, la luz y nutrientes (Croteau et al. 2000).

Por otro lado es fundamental reflexionar que la no deteccién de un determinado grupo de
metabolitos en estas pruebas, no implica necesariamente su ausencia, por lo que el papel

que juega el estado de desarrollo del 6rgano estudiado es significativo.

Cuadro 5. Resultados de la prueba de deteccion de metabolitos secundarios.

Nota: Los signos + indican la intensidad de la reaccién, representado del siguiente modo:
+ligeramente positivo, ++ medianamente positivo, +++ fuertemente positivo.- Ausencia de
reaccion.

Struthanthus interruptus
Tallo Hoja Fruto
He AcoEt | Me He AcoEt | Me He AcoEt | Me
Terpenos +H++ | - +H++ | +++ - +++ +++ -
Flavonoides | - ++ - - +++ +HH++ | - +H++ |
Alcaloides - - + = - - - - -
Glucésidos - - ++++ | - - +++ |- - -

6.2 Andlisis por Cromatografia en Placa Fina.

Los resultados acerca del perfil cromatografico de los extractos hexanicos y de acetato de
etilo se muestran en la (Figura 3) una semejanza en el patron de compuestos detectados de
tipo terpénico en los distintos 6rganos de la planta. Sin embargo se puede observar
diferencias en la intensidad de las manchas en cada uno de los extractos. Los extractos de

fruto presentan una mayor intensidad en las manchas.
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Figura 3. CCF con muestras de los extractos de Hexano y Acetato de etilo de los érganos fruto,
hoja y tallo. Eluyente Hexano-Acetato de etilo 8:2; revelador anisaldehido. Colores en tonos
violaceos se consideran positivos para presencia de terpenoides.

Los resultados mostrados en la Figura 4 del perfil cromatogréfico de los extractos
metandlicos, mostraron similitudes en el patron de flavonoides entre los tres drganos, ésto
se observo una vez revelada la placa con el Revelador de Productos Naturales-RPN, sin
embargo, se detect6 una diferencia en la intensidad de las manchas.

Los resultados obtenidos de las pruebas de deteccion de metabolitos secundarios (Cuadro
5), muestran que en el extracto metandlico de hoja se detectd la presencia de glucdsidos y
flavonoides, lo cual coincide con la aparicion del estdndar de rutina en ese mismo extracto

en el andlisis de CCF.
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Lo anterior puede ser atribuido, que al tratarse de diferentes 6rganos la concentracion de
dichos compuestos varié en cada uno, por lo cual es importante un estudio sistematico de

dichos compuestos y un fraccionamiento posterior de los extractos.

Figura 4. CCF con las muestras de extractos metandlicos de fruto, hoja y tallo, anexando un
estandar de rutina. Se eluy6 con fase movil de Acetato de etilo-Acido formico-Acido acético
glacial-Agua en el siguiente orden: 12.5, 1.3, 1.3, 2.5. La placa fue revelada con el reactivo RPN
para identificar flavonoides y fijada con Polietilenglicol. Colores en tonos amarillos-naranjas se
consideran positivos para presencia de flavonoides.
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6.3 Bioensayo de toxicidad con Artemia salina.

Extractos de fruto
Para los extractos de fruto la mayor actividad se detectd en el extracto hexanico a una

concentracion de 1000 ppm con un porcentaje de 100% de mortandad.

Los extractos de acetato de etilo y metanol tuvieron una baja actividad citotoxica, ya que se

registré mas del 50% de supervivencia. (Figura 5).

En el extracto hexanico se detectd la presencia de terpenoides (Cuadro 5), y en el analisis
de CCF fue el extracto con mayor intensidad en las manchas (Figura 3), lo cual permite
sugerir que posiblemente la presencia de terpenoides le confiere propiedades citotdxicas

frente a Artemia salina.

En los extractos de acetato de etilo y metanol el porcentaje de mortandad fue menor al
50%. En estos extractos se detectd la presencia de flavonoides y terpenoides (cuadro 5),
aparentemente la presencia conjunta de estos grupos de metabolitos afecta de manera

negativa la actividad citotoxica de extracto.
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Figura 5. Se muestra grafico de porcentaje de mortandad de Artemia salina en bioensayo de
citotoxicidad con extractos de fruto a concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm.

Extractos de hoja
Para los extractos de hoja la mayor actividad se detect6 con el extracto de acetato de etilo a
una concentracion de 1000 ppm con un porcentaje de mortandad del 100%. Seguido del

extracto metandlico con un 98% de mortandad, y 94% para el extracto hexanico (Figura 6).

Es posible sugerir que la actividad citotoxica de los extractos de hoja se deba
principalmente a la presencia de flavonoides, ya que fue el grupo de metabolitos que se
detectd en el andlisis de CCF en el extracto metandlico (Figura 4) y en el extracto de
acetato de etilo se detectaron por el ensayo colorimétrico (Cuadro 5). El extracto hexanico
registro menor actividad y en este no se detectd la presencia de flavonoides Unicamente de
terpenoides (Cuadro 5), ademés de que en el anélisis de CCF, la intensidad de las manchas
con el revelador anisaldehido fue mucho menor a la detectada en los extractos de fruto, lo

cual podria explicar la variacion de actividad entre estos dos extractos.
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Figura 6. Se muestra grafico de porcentaje de mortandad de Artemia salina en bioensayo de
citotoxicidad con extractos de hoja a concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm.

Extractos de tallo

Para los extractos de tallo la mayor actividad se detectd con el extracto de hexanico a una
concentracion de 1000 ppm con un porcentaje de mortandad del 100%, seguido del extracto
de acetato de etilo con un 98% de mortandad, y el extracto metandlico con 53.19% de

mortandad.

Los resultados obtenidos de las pruebas de deteccion de metabolitos secundarios (Cuadro 5)
mostraron que los extractos de tallo tienen una composicion diferente entre si. En el
extracto hexanico se detectaron terpenoides, mientras que para el extracto de acetato de
etilo que fue el segundo extracto mas activo en el bioensayo se detectaron terpenoides y
flavonoides, finalmente en el extracto metandlico se detectd la presencia de glucésidos y
alcaloides, estos resultados permiten sugerir que en el érgano tallo el grupo de metabolitos

secundarios que podria estar dando mayor actividad son los terpenoides, ya que fue el
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metabolito detectado en comun entre los extractos hexanicos y de acetato de etilo, mientras
que en el extracto metandlico que fue el menos activo, probablemente los metabolitos
detectados tienen menor actividad debido a una interaccion sinérgica negativa entre ambos.
El analisis en CCF (figura 3), muestra que el extracto hexanico tiene tonalidades mas
intensas en las manchas, mientras que el extracto de acetato de etilo es menos intenso en
tonalidad. Esto puede sugerir que la concentracion de terpenoides es mayor en el extracto
hexanico, lo que permite aludir que esa diferencia de concentracion le confiere mayor

actividad citotoxica que el extracto de acetato de etilo.
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Figura 7. Se muestra grafico de porcentaje de mortandad para Artemia salina a concentraciones
de 10, 100 y 1000 ppm en extractos de tallo obtenidos a partir de Struthanthus interruptus con
disolventes de polaridad creciente.

Los resultados acerca de este ensayo nos indican que excepto el fruto, las partes aéreas de

la especie presentan potencial actividad citotoxica.
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6.4 Bioensayo de citotoxicidad en lineas celulares de carcinoma humano.

Los resultados mostrados en el (Cuadro 6) indican que la mayoria de los extractos,
presentan un efecto de citotoxicidad en todas las lineas celulares superior al 50% de
inhibicién. La actividad encontrada debe ser considerada en el contexto de los metabolitos
secundarios detectados en los extractos de los diferentes 6rganos. Si bien existen reportes
(Romero, 2002., Jidong, 2007., Marcarrini, 2010) acerca de estos metabolitos con accion
citotoxica, es importante considerar un estudio sistematico y biodirigido para estos

extractos.

Las diferencias observadas en los porcentajes de inhibicion en las diferentes lineas celulares
pueden ser debidas entre otros aspectos a la sensibilidad que presentan los diferentes lineas
celulares, asi como a las dosis o concentraciones utilizadas para dichas pruebas, al tipo de
extracto y a los compuestos presentes en estos, aspectos que son importantes para la

bldsqueda de compuestos bioldgicamente activos.

Al comparar los resultados mostrados en el bioensayo de citotoxicidad en lineas celulares
de cancer (Cuadro 6) con los resultados obtenidos en el bioensayo de citotoxicidad con
Artemia salina (Figura 5-7), se puede observar que el extracto hexanico de tallo fue el mas
toxico en lineas celulares de carcinoma humano, y fue uno de los extractos mas activos en
el bioensayo con Artemia salina, siendo por lo tanto un resultado consistente para ambas
pruebas, lo cual demuestra la utilidad del bioensayo de Artemia salina como bioensayo

preliminar en la busqueda de compuestos de origen natural con potencial citotoxico.

El segundo extracto mas activo fue el de hoja de acetato de etilo, en este extracto se detecto

la presencia de terpenoides y flavonoides (Cuadro 5). La presencia de terpenoides se
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detectd también en el analisis de cromatografia en capa fina (Figura 3), donde se observo
que tanto los extractos hexanicos como de acetato de etilo, tienen una composicion similar

de manchas, variando Unicamente la intensidad.

Al mismo tiempo es posible sugerir que a pesar de tener una composicion quimica similar
en la presencia de grupos de metabolitos secundarios (Cuadro 5), la actividad citotdxica
mostrada para cada organo es diferente, ya que a pesar de haberse detectado los mismos
grupos de metabolitos entre el extracto hexanico de tallo y fruto, la actividad citotoxica
mostrada es ligeramente diferente, probablemente esa diferencia es mas apreciable en el
andlisis de CCF (Figura 3), en donde se puede observar que entre el extracto hexanico de
tallo y fruto, existe una ligera diferencia en el arreglo espacial de las manchas, pero
principalmente en la intensidad de las mismas, siendo mas intensas para el extracto

hexanico de fruto y menos intensas en el extracto hexanico de tallo.

Los extractos metandlicos representaron los menos activos en el bioensayo de citotoxicidad
en Artemia salina (Figura 5-7) y en lineas celulares de cancer (Cuadro 6). Cabe destacar
que el extracto metandlico de hoja fue el méas activo de los extractos metandlicos, lo que
coincide con la presencia de flavonoides y terpenoides detectados en las pruebas de
deteccién de metabolitos secundarios (Cuadro 5), y asi mismo en el analisis por

cromatografia en capa fina para la deteccion de flavonoides al revelar con RPN(Figura 4).

Se utilizd un estandar de rutina en los extractos metandlicos (Figura 4), se sabe que la
rutina tiene actividad antioxidante, citotoxica, vasodilatadora, antiinflamatoria e
inmunoestimulante (Pathak, 1999), por lo cual podria sugerirse que este flavonoide en
sinergia con otros componentes en el extracto podria estar confiriéndole su actividad

citotoxica en las lineas celulares de carcinoma humano.
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Los resultados muestran un patron de comportamiento en los porcentajes de inhibicién de
crecimiento con todos los extractos, siendo aparentemente los extractos activos poco
especificos en la inhibicién de las lineas celulares de cancer. Se puede notar que tres lineas
celulares de carcinoma humano son especialmente susceptibles a los extractos de
Struthanthus interruptus. Las lineas celulares susceptibles son: cancer de prostata, cancer
de colon y de pulmdn, ya que fue en estas lineas donde se registraron porcentajes del 100%

de inhibicién de crecimiento celular con la mayoria de los extractos.

Cuadro 6. Se muestran los resultados del bioensayo de citotoxicidad en lineas celulares de cancer,
donde se representan los porcentajes de inhibicién de crecimiento celular para los extractos
obtenidos a partir de la planta Struthanthus interruptus.

Muestra Glia de Sistema | Cancerde | Leucemia| Cancer Cancer Cancer de
nervioso central | proéstata decolon | deseno pulmoén

Extracto SA 26.5 35.5 SA 184 37.9
hexanico hoja

Extracto 93.6 100 100 94.6 88.3 100
hexanico de
tallo

Extracto 70.5 100 100 71.4 72.5 100
hexanico de
fruto

Extracto 82.7 100 100 83.8 73.9 100
acetato de etilo
hoja

Extracto 62.1 70.2 100 62.9 50 100
acetato de etilo
tallo

Extracto 62.8 44 5 87.5 63.5 31.8 94
acetato de etilo
fruto

Extracto 63.4 74.3 100 64.3 53.7 100
metanol hoja

Extracto 16.6 3.5 41.3 16.6 2.7 44 5
metanol de
tallo

Extracto 47.4 32.3 26 47.8 23.7 28.2
metanol de
fruto
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VIl. Conclusiones

Se detecto la presencia de terpenoides en los extractos hexanicos y de acetato de etilo a
través del andlisis de CCF. La intensidad de las manchas fue mayor en los extractos
hexanicos.

Se detecto la presencia de rutina (glucosido del flavonoide quercetina) en el extracto
metandlico de hoja a través del analisis de CCF al revelar con RPN. Este resultado es
coincidente con los obtenidos en la prueba de deteccion de metabolitos secundarios, donde
se determino la presencia de glucésidos.

Las pruebas de presencia de metabolitos secundarios y el analisis de CCF mostraron que los
extractos hexanicos y de acetato de etilo tienen una composicion quimica similar, sin
embargo su actividad biologica en los bioensayos de citotoxicidad fue muy diferente
(extractos hexanicos de tallo y hoja) y (extractos de acetato de etilo).

Los extractos metanodlicos de Struthanthus interruptus de tallo y fruto mostraron una
composicion quimica diferente a la detectada en los extractos hexanicos y de acetato de
etilo. También mostraron una menor actividad citotoxica.

Los extractos obtenidos mostraron actividad citotoxica relevante en lineas celulares de
carcinoma humano, ya que seis de los nueve extractos generaron porcentajes de inhibicion
por encima del 50%, por lo que Struthanthus interruptus es una planta con potencial uso

medicinal en contra del cancer.
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ANEXOS
REVELADORES
Revelador Anisaldehido (Wagner y Bladt 1996)

Se prepara una solucién con los siguientes componentes: Anisaldehido, acido sulfurico y
acido acético glacial. Se mezclan con proporcion: 10: 0.2: 0.1 ml. La placa se asperja y se
calienta en la estufa por 5-10 minutos.

Reactivo Revelador de Productos Naturales/Polietilenglicol (RPN/PEG) (Wagner y Bladt,
1996).

Solucién A. Se prepara una solucion al 1% en metanol (10ml) de B-etil-amino-éster del
acido difenil borico (NP).

Solucién B. Solucion al 5% en metanol de polietilenglicol 4000 (8ml).

La placa se asperja primero con la solucién A y posteriormente con la solucion B.
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