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Resumen

Se realizo el estudio fitoquimico biodirigido del extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de la
especie Schinus molle L. Como técnicas de fraccionamiento, separacioén e identificacion se emplearon: la
cromatografia en capa fina preparativa, la cromatografia liquida de alta resolucién y un reparto acido-base
entre disolventes inmiscibles
Lo anterior permiti6 la deteccion de tres flavonoides que fueron identificados como quercetina, rutina y
quercitrina. La identificacion de estos compuestos se llevo a cabo mediante cromatografia en capa fina
comparativa y mediante cromatografia liquida de alta resolucion empleando muestras de referencias
disponibles en el laboratorio.

La evaluacion de la actividad antitumoral se llevd a cabo empleando la linea celular U-937 en un
modelo murino; los productos a evaluar se administraron a la dosis de 100mg/kg (extracto EtOH,
quercetina, rutina, f-CHCI;, f-AcOEt, f-BuOH-1 y f-BuOH-2). De los siete productos evaluados se
observé que el efecto antitumoral varia entre géneros y cepas. En ratones machos de la cepa CD-1 el
producto con mayor actividad fue la f-AcOEt, en ratones hembras de la cepa CD-1 el producto con mayor
actividad fue la quercetina y en los ratones machos de la cepa Nu-Nu, el producto con mayor actividad fue
el extracto EtOH. La evaluacion de estas fracciones, principios activos y del extracto mostraron un efecto
inhibitorio en el crecimiento de los ganglios comparado con el blanco. Por lo cual se puede concluir que
S. molle L. contiene sustancias que inhiben la proliferacion del linfoma en el modelo murino causados por
la linea celular U-937.

La actividad observada para el extracto EtOH, la f-AcOEt y la quercetina explica en parte el uso de S.
molle en el tratamiento del cancer.

El extracto EtOH a dosis de 100 mg/kg y 1000 mg/kg no mostro signos de toxicidad en los érganos
analizados (corazon, rifion, higado, pulmén, pancreas y bazo) en ratones machos y hembras de la cepa

CD-1.

Xiii



INTRODUCCION

Desde tiempos remotos las plantas han sido empleadas para aliviar los males de la humanidad. El
conocimiento empirico acerca de las plantas medicinales y sus efectos curativos se ha acumulado
durante milenios y posteriormente paso a ser parte integral de sistemas y tradiciones curativas de los
pueblos, por ejemplo las medicinas Ayurveda en la India, la tradicional China y la Mexicana entre
otras.

En décadas recientes la fitoterapia, ciencia que estudia el usode las plantas con
propositos terapéuticos, experimentd un extraordinario resurgimiento, de tal forma que se
conocen numerosos descubrimientos cientificos que confirman el enorme potencial curativo que posee
el mundo vegetal y que estan transformando la fitoterapia. Las investigaciones han dirigido al
descubrimiento de aplicaciones insospechadas para muchas plantas y sustancias derivadas de estas.

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la salud de millones
de seres humanos en el mundo, es la suma de conocimientos, técnicas, practicas y experiencias propias
de diferentes culturas que se utilizan para mantener la salud, prevenir, diagnosticar y mejorar sus
enfermedades.

Como se puede ver en la figura 1 paises como Canada, Australia, Francia, Estados Unidos y
Bélgica hacen uso de sus productos obtenidos de los recursos naturales del mundo para el tratamiento
de enfermedades. Hay otros paises como Etiopia, Benin, India, Rwanda, Tanzania y Uganda entre

otros, que usan la medicina tradicional en sus cuidados sanitarios primarios (OMS, 2006).

Etiopia 909
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Pablaciones que India s
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ANTECEDENTES

El cancer engloba a una familia de enfermedades cuya caracteristica principal es la alteracion del
control de la proliferacion celular. Las células malignas experimentan cambios en su estructura y aspecto,
dando origen a una colonia de células diferentes que se reproducen rapidamente invadiendo y destruyendo
los tejidos normales, estas enfermedades son una de las principales causas de muerte a nivel mundial
(Pérez, 2005). Existen muchos factores que pueden desencadenar los diferentes tipos de cancer como
fumar, sobrepeso, dieta baja en frutas y hortalizas, sedentarismo, consumo de alcohol, enfermedades de
transmision sexual, genéticos, radiacion y exposicion a ciertas sustancias quimicas, entre otras. El gran
nimero de factores de riesgo aumentan la posibilidad de padecer algun tipo de cancer y si no es tratado a
tiempo puede llegar a la muerte (Lybarger et al., 1993).

El cAncer es la principal causa de muerte a nivel mundial y la tercer causa de muerte en México con
70 240 personas por afio (INEGI, 2010). Los tipos de cancer que tiene mayor incidencia en México son en
los hombres: el cancer de prostata, pulmon e higado y en las mujeres el cérvico-uterino, mama y pulmon.
Por otra parte las leucemias y los linfomas son dos de las principales causas de muerte en nifios

siguiéndole los tumores del sistema nervioso central (Martinez, 2009).

Para el tratamiento del cancer se tienen tres estrategias que incluyen la cirugia, la radiacién y la
quimioterapia. El tratamiento varia de acuerdo con el tipo de cancer y la etapa de desarrollo. La etapa del
cancer se refiere al crecimiento y al hecho de si el tumor se ha diseminado o no desde su ubicacion

original (Dugdale, 2008).

En la quimioterapia para tratar el cancer se cuenta con varios farmacos los cuales incluyen al
etoposido 1, vincristina 2, vinblastina 3, dacarbazina 4, metotrexato 5, bleomicina 6, doxorubicina 7,

ciclofosfamida 8, dexametasona 9 y prednisona 10, entre otros (Tenorio, 2006).
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Figura 2. Estructura de compuestos de origen natural, sintético y semisintéticos utilizados en el

tratamiento del cancer.
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Ademas de los tratamientos ya mencionados, en la actualidad se estan desarrollando otros como la
inmunoterapia, el uso de anticuerpos monoclonales, el transplante de células madre, terapia genética, y la

terapia anti-angiogénesis (Tenorio, 2006).

Por otra parte en los ultimos afios se ha generado una intensa busqueda de nuevos agentes
antitumorales de diversas fuentes de origen, entre ellas la flora medicinal es una importante alternativa

para el hallazgo de estos compuestos (Colom et al., 2005).

Los aportes a nivel mundial que ha hecho la herbolaria en cuanto a constituyentes antitumorales se

refleja en los siguientes productos

» El taxol 11, aislado de la corteza del “tejo del pacifico”, Taxus brevifolia, tiene actividad
anticancerigena en un amplio rango de tumores. Es un alcaloide del tipo taxano, actualmente
se vende con el nombre comercial de paclitaxel. Este farmaco antitumoral, se utiliza para el
tratamiento del cancer de ovarios, mama, pulmén vy el sarcoma de Kaposi (OMS, 2002). El
mecanismo de accion del taxol implica la unién de manera irreversible a la subunidad de la
tubulina, favoreciendo la polimerizacion en microtibulos. Es activo sobre tumores solidos
frecuentemente resistentes a otros farmacos. El efecto secundario que produce es leucopenia y
neutropenia (Calvelo, 2011)

» La vincristina 2 y la vinblastina 3 son dos alcaloides obtenidos de Catharanthus roseus, la
vindesina (Enison) y vinorelbina (Navelbine) son analogos semisintéticos. Los dos alcaloides
interaccionan con la tubulina, proteina que forma los microtibulos del huso acromatico en la
mitosis, mediante asociacion especifica con los dimeros proteicos impidiendo su
polimerizacion para formar los microtiibulos; detienen la mitosis en metafase (Avila, 2006;

Calvelo, 2011)



» La podofilotoxina 12 es el principio activo obtenido de la planta Podophyllum peltatum, es
inhibidor de metafase, en células de union. Previene la unién de la polimerizacion de la tubulina

requerida para el ensamble de los microtibulos (PLM, 2005)

Taxol 11 Podofilotoxina 12

Figura 3. Farmacos antitumorales de origen natural usados en la terapéutica

Tomando en consideracion que la prueba biolégica empleada en esta investigacion usa la linea
celular U-937 responsable del linfoma no Hodgkin. A continuacion se mencionan algunos aspectos
sobre el Linfoma.

El linfoma es un cancer del sistema linfatico, que se presenta en 6rganos como el bazo, el timo y las
amigdalas y vasos linfaticos, que ayudan a formar el sistema inmunolégico. Los linfomas pueden

agruparse en dos categorias: los linfomas Hodgkin (LH) y el linfoma no Hodgkin (LNH) (Tenorio,

2006; Grossman, 2004).

El linfoma de tipo Hodgkin se caracterizan por la presencia de células reticulares atipicas llamadas
células de Reed-Sternberg (figura 4). Estas células son grandes, multinucleadas o tienen un nicleo
celular bilobulado, dando la apariencia de los llamados ojos de buho, con nucleolos prominentes en

forma de inclusiones, tienden a ser CD30 y CD15 positivas y usualmente CD20 y CD45 negativas.


http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas_de_Reed-Sternberg

La presencia de este tipo de células es esencial para el diagndstico del linfoma de Hodgkin (Harrison,

2006).

Células

Reed- Sternberg

Figura 4. Corte histologico de un linfoma Hodgkin, donde se observan las células Reed-Sternberg.

En el LNH se manifiestan las células T o células B, estas células tienen nucleos de forma ovoide que
ocupan la mayoria del espacio intracelular. Por morfologia no se puede hacer la distincion de estas
células, solamente realizando estudios inmunohistoquimicos, ya que la diferenciacion se da por poseer un
receptor especial en la superficie de la membrana, el receptor de linfocitos T es denominado TCR por T
cell receptor. En la figura 5 se observan cortes histolégicos de un LNH (Vassallo et al., 2003; Abbas et

al., 2011)

Figura 5. Histologia de un linfoma no Hodgkin



Para el tratamiento de los linfomas se emplean metotrexato 5, bleomicina 6, doxorubicina 7,
ciclofosfamida 8, dexametasona 9, prednisona 10, etoposido 11 y dacarbazina 12. Es importante
mencionar que aunque se cuenta con farmacos para el tratamiento de los linfomas se continua con la

busqueda de compuestos que sean mas selectivos, menos téxicos y mas baratos (Tenorio, 2006).

En México el uso de las plantas como agentes antitumorales es muy difundido, dentro de estas
plantas puede citarse a: Brugmansia arbdrea L, Sida rhombifolia L, Datura stramonium L, Hamelia
patens Jacq, Mirabilis jalapa L (Aguilar et al. 1995), Polygonum mexicanum Small (Bueno et al.,
2005), Annona purpurea L, Annona muricata L (Croat,1998), Gelsemium sempervirens L (BDMTM,
2011), Rollina mucosa Baillon, Galphimia glauca Cav (Florence et al, 2011), Plantago major L,
Hippocratea excelsa HBK, Swietwnia humilis Zucc, Annona cherimola Mill, Lantana camara L,
Piper adencum L, Salvia leucantha Cav, Cuphea aequipetala Cav, Jatropha curcas L, Helianthella
quinguenervis A, Phyllantus niruri L, y Waltheria americana L, entre otras (Marquez et al., 1999).

Otra de las plantas utilizadas en México como agente antitumoral es la especie vegetal de Schinus
molle conocido popularmente como el arbol del Pirul. Investigaciones en Argentina demuestran que
Schinus molle es una especie cuyo extracto metanolico de cortezas y hojas tiene efecto citotoxico frente a
células Hep G2 (carcinoma hepatocelular humano). El extracto de S. molle inhibi6 de forma dosis
dependiente el crecimiento de las células tumorales, siendo la especie mas potente (Clsg = 50 mg/mL) de
entre 5 plantas estudiadas en Argentina (Ruffa et al., 2002; Yuequin, 2007).

El arbol del pirul tiene 15m de altura aprox., siempre verde con ramas colgantes, aromatico
resinoso, con tronco grueso (Figura 6a). Las hojas tienen forma de plumitas (Figura 6b), las flores son
pequefias de color crema parecen encaje (Figura 6c¢), con los frutos globosos y de color rojo rosa

(Figura 6d). El &rbol crece en climas calido, semicalido, semiseco y templado (BDMTM, 2011)



Figura 6. Schinus molle L. a: arbol; b: hojas; c: flor; d: frutos



La especie vegetal Schinus molle es conocida popularmente en la herbolaria nacional con el nombre de
“Pirul”, ademas de su uso como antitumoral, se emplea en la medicina tradicional como cicatrizante,
astringente, en afecciones diversas de la piel, como antiinflamatorio, antirreumaticos, para el tratamiento
de tumores locales y verrugas (Duke, 1985; Ruffa et al., 2002; Schmourlo et al., 2005).

Se le puede encontrar a lo largo de toda la Republica Mexicana. Otros nombres como se le conoce a lo
largo del mundo son el de “falso pimentero, pird, per(”. En lenguas indigenas de México, por ejemplo en
otomi se le dice “xasa” y en ndhuatl como “peloncuéhuitl™, entre otros (Hanan et al., 2009).

Investigaciones farmacoldgicas demuestran actividad antibacteriana contra Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus. Un extracto acuoso preparado a partir de los frutos mostrd
actividad hipotensora en perros (BDMTM, 2011). El aceite esencial de esta planta, mostro toxicidad
con una DLs, de 5mg/kg en ratas, tanto por via intragastrica, como por la via intradérmica. Otros
estudios toxicologicos realizados demostraron que el aceite esencial de esta planta, no muestra
actividad irritante en raton, puerco, conejo y en humanos adultos. Con frecuencia se indican casos de
envenenamiento por comer los frutos que producen nausea, diarrea, gastroenteritis y dolor de cabeza
(BDMTM, 2011)

En cuanto a la fitoquimica del vegetal, se ha logrado el aislamiento de esteroles, terpenoides y
flavonoides. En la figura 7 se ilustran los terpenoides, estos incluyen a los monoterpenos a-cadineno,
canfeno 13, carvacrol 14, p-gimeno, butirato de geraniol, limoneno 15, mirceno 16, hexanoato de
nerol, a y B-felandreno 17,18, o y B-pineno 19, 20, sabineno 21, a y y-terpineno 22, 23, a-terpineol 24

y terpinoleno 25 (BDMTM, 2011).
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Figura 7. Monoterpenos aislados en Schinus molle L



En la figura 8 se muestran los sesquiterpenos aislados: trans-N-a-bergamotene 26, bouboneno, a,
B, y 6-cadinol 27, 28, 29, a y y-calacoreno 30, 31, B-cariofileno 32, a-copaeno33, a-cubeneno 34, By
y-endesmol , germacreno D 35, B-guaieno 36, a-gurjuneno 37, a y y-mouroleno 38, 39 y B-espatuleno

(BDMTM, 2011).
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; ?OH
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CHj
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Figura 8. Sesquiterpenos aislados en Schinus molle L
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Figura 8. Sesquiterpenos aislados en Schinus molle L (continuacion).
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En la figura 9 se muestran los flavonoides aislados que incluyen a la quercetina 40 y la rutina 41

OH
HO O
G v

H3C 0
HO

(BDMTM, 2011).
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Quercetina 40 Rutina 41

Figura 9. Flavonoides aislados en Schinus molle L

En la figura 10 se muestran el esterol B-Sitosterol 42 (BDMTM, 2011).

B-Sitosterol 42

Figura 10. Esterol aislado en Schinus molle L (BDMTM, 2011).



111 JUSTIFICACION

México es un pais que posee una gran tradicion en el uso de las plantas medicinales para tratar varias
enfermedades entre las que se incluye el cancer. Algunas de estas especies no han sido investigadas por lo
que cualquier esfuerzo que se haga para investigar las plantas esta justificado. Adicionalmente se tiene que
considerar que el cancer a nivel mundial es un problema. Los resultados obtenidos de esta investigacion
aportaran informacion al conocimiento en el desarrollo de alternativas para tratar el cancer y de la flora

medicinal nacional.

IV PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Schinus molle es una especie vegetal que ha demostrado actividad citotdxica contra la linea celular U-937
y las células Hep-G2. Sin embargo hasta la fecha, los productos obtenidos de muestras de hojas que se
han colectado en México, no se conoce si tienen efecto contra Linfoma en modelos murino inducido por la

linea celular U-937.



V OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antitumoral de los productos obtenidos del extracto etandlico de Schinus molle en un

modelo murino.

V.1 OBJETIVOS PARTICULARES

V.1.1 Realizar el estudio de toxicidad aguda del extracto etanélico de Schinus molle.

V.1.2 Evaluar el efecto de los productos obtenidos de S. molle en el modelo de linfoma murino.

VI HIPOTESIS

Schinus molle L. ha presentado propiedades citotdxicas contra la linea celular U-937, por lo que los
productos obtenidos del extracto etandlico de las hojas inhibiran el linfoma inducido por la linea celular

U-937 en ratones de la cepa CD-1 y en ratones desnudos (Nu-Nu).



VII MATERIAL Y METODOS

VI11.1 Preparacion del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L

El material vegetal, se colecto en la Colonia Santa Fe, Delegacion Alvaro Obregén, D.F. Una muestra de
referencia se depositd en el Herbario de IMSS (Voucher: 15670) y su identificacion botéanica fue llevada a
cabo por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras.

Se recolect6 1kg de material vegetal (hojas) y se extrajo por maceracién con 2.2 L de etanol durante una
semana a temperatura ambiente por dos ocasiones. Pasada la semana, el extracto resultante se filtrd y
concentro en el rotavapor a presion reducida, a una temperatura de 40°C hasta peso constante, obteniendo

100 g de extracto de color verde.

Hojas de Schinus molle (1kg)

Filtrar el extracto y concentrar

a presién reducida

Extracto etanolico

(100g)

TN N N )

Extraccién con EtOH
(2.2LLX2X1 semana)

Esquema 1. Preparacion del extracto etandlico de las hojas de Schinus molle L.



VI1.2 Anélisis cromatografico

VI11.2.1 Cromatografia de capa fina (CCF).

Para el analisis de las fracciones, extractos y compuestos puros, se realizo CCF. Se emplearon placas de
aluminio recubiertas con gel de silice (Merck), el sistema de elucion que se utilizé fue AcOEt-MeOH-H,0O
(10:1.6:1.2).

Los agentes cromdgenos que se emplearon se muestran en la tabla 1. Antes de llevar a cabo el revelado de

las placas se visualizaron con luz UV con ayuda de una ldmpara modelo UV gL-58, a longitudes de onda

de 254 y 365 hm
Agente crombgeno Composicién
Vainillina-H,SO, Ac. sulfarico al 5% en etanol 10 ml
Vainillina 1g
Fast blue (0.5% H,0) Fast blue 0.5g
Agua 99.5 ml
Tricloruro de aluminio Cloruro de aluminio 5g
Agua 100ml
Tricloruro ferrico Cloruro de fierro 111 9.8¢
Agua 100 ml

Tabla 1. Agentes cromodgenos utilizados para los andlisis cromatograficos en capa fina.

VI11.2.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

Para los analisis del extracto, compuestos puros y las fracciones se realiz6 la cromatografia liquida de alta
eficacia. Se coloc6 una muestra de 10 mg en un vial, se le adicion6 1 ml de MeOH, se agitd
cuidadosamente hasta disolverla por completo, una vez disuelta se procedio a filtrar la muestra con un
microfiltro para remover el material insoluble y se colocé en otro vial limpio y seco. Una vez sin restos

insolubles, se inyectaron 20 uL de la muestra a la columna y se analizo en un periodo de 1h.



El tiempo de retencion de la quercetina fue de 41.04 min y la rutina de 33.7 min, el sistema utilizado fue

Agua:Metanol:Acetonitrilo.

VI11.3 Particion acido base
Una parte (73 g) del extracto etanolico se suspendié en NaHCO3 al 10% (70 ml) y se extrajo con CHCI;
(70 ml X2), a la fase basica se le adiciond HCI al 10% (70 ml) y se extrajo con AcOEt (70 ml X 2) y

BUOH (70 ml X 4).

4 | N\
Extracto etanolico
(739)

g J
4 N\
NaHCOgzal 10% (70 ml)/
CHClI5 (70 ml X2)

\§ J
I I
N\

Fraccion cloroformica
(f-CHCIs) 36g 1) NaHCO3/HCl al 10% (70ml)
2) AcOEt (70 ml X 2)

Fraccion de acetato de etilo
(f-AcOEt) 16g 1) NaHCO,/HCI
2) BUuOH (70 ml X 2)

Fraccion butanolica 1 ( A
(f-BuOH-1) 8g 1) f-AcR
2) BUOH (70 ml X 2)
g /
(" 2\
Fraccion butanolica 2
(f-BuOH-2) 7g

Esquema 2. Fraccionamiento acido/base del extracto etandlico de Schinus molle L.



VI11.4 Identificacion de flavonoides de la fraccion butandlica 1

De la fraccion obtenida de la particion acido-base (f-BuOH-1) se obtuvo un soélido de color amarillo que
por analisis en CCF y empleando una referencia disponible en el laboratorio, fue identificado como
quercetina 40. Posteriormente se analizo con el CLAR, la quercetina tuvo un tiempo de retencién de 20

min.

VIL.5 Identificacion de flavonoides de las fracciones butandlica 2 y AcOEt

De las fracciones obtenidas de la particion acido-base (f-BuOH-2 y f-AcOEt) se obtuvo un sélido de color
amarillo y verdoso-amarillento respectivamente y empleando una referencia disponible en el laboratorio,
fue identificado como rutina 41. Posteriormente se analizo con el CLAR, la rutina tuvo un tiempo de

retencion de 20 min.

VII. 6 Evaluacién biol6gica

VII. 6.1 Animales de laboratorio

Los animales empleados fueron ratones machos y hembras de peso entre 30-40g de la cepa CD-1 y ratones
de la cepa Nu-Nu machos (30-409), obtenidos del bioterio del IMSS CMN SXXI. Los animales se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y humedad. Los animales de laboratorio fueron
usados conforme lo indica la NOM-062-Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado

y uso de los animales de laboratorio

VII. 6.2 Linea celular
La linea celular empleada fue U-937, ATCC numero: CRL-1593.2. Para la propagacion de las células se

tomo el medio RPMI (Roswell Park Memorial Institut).



VII. 6.3 Estudio de toxicidad aguda del extracto etanolico de Schinus molle L

El ensayo fue conducido segun el método de las clases toxicas agudas descrito en la normativa N° 423 de
la OECD (OECD Guideline For Testing of Chemical «Acute Oral Toxicity Acute Toxic Class Method»
N° 423)

Se utilizaron 18 ratones cepa CD-1 (9 hembras y 9 machos) entre 30-40 g de peso, los cuales se dividieron
en 6 lotes (3 lotes de hembras y 3 lotes de machos) de tres ratones cada uno.

A 4 lotes se les administré el extracto etandlico de S. molle por via intragastrica, administrando las dosis
de 100 y 1000 mg/kg, las cuales se administraron en una sola toma, el extracto se disolvié en DMSO al
2% en agua, a los lotes controles solamente se les administr6 el vehiculo (DMSO al 2% en agua). Los
ratones tuvieron libre acceso a la alimentacion durante todo el experimento, se mantuvieron en
observacion durante 48 h posteriores a la administracion, se registré la mortalidad, los animales
sobrevivientes se sacrificaron y se evalud el dafio macroscopico en corazén, rifion higado, pulmon,

pancreas, estomago y bazo.

VII. 6.4 Determinacién de efecto antitumoral en un modelo murino de los productos obtenidos de
Schinus molle

Se inocularon las células malignas en los animales a razén de 1 x 10° células tumorales por raton,
inoculandolo por via intraperitoneal. A las 24 hr de inoculadas las células tumorales se conformaron, de
forma aleatoria, los grupos experimentales.

Para objeto de este estudio se emplearon 9 grupos de ratones de la cepa CD-1: un grupo blanco (sin
indculo y sin tratamiento), un control- (con inoculo de células y sin tratamiento), y los grupos de estudio
(quercetina, rutina, el extracto EtOH y las f-CHClI;, f-AcOEt, f-BuOH-1 y f-BuOH-2). Cada grupo quedo
constituido por 6 animales, los cuales se trataron por via oral durante 9 dias a una dosis de 100 mg/kg. Los

animales se mantuvieron en observacion durante 30 dias, y se registro diariamente su peso y sobrevida.



También se emplearon 9 grupos de ratones desnudos: los grupos de estudio (quercetina, rutina, el extracto
EtOH y las f-CHCI3 f-AcOEt, f-BuOH-1 y f-BuOH-2), control- (con inoculo de células y sin tratamiento),
y un grupo blanco (sin inoculo y sin tratamiento). Cada grupo qued6 constituido por 5 animales, los cuales
se trataron por via oral durante 9 dias a una dosis de 100 mg/kg. Los animales se mantuvieron en

observacion durante 30 dias, y se registro diariamente peso y sobrevida.

Una vez concluido ese periodo se sacrificaron y se realiz6 la necropsia con el fin de extirpar los ganglios
axilares e inguinales. La evaluacion de la actividad antitumoral se realiz6 comparando el promedio de los
pesos de los ganglios linfaticos de los grupos tratados respecto al promedio de los pesos de los ganglios

del grupo control negativo y del blanco.

VII. 7 Analisis Estadistico
Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. La diferencia entre los estudios se evaluo

con la prueba de t de Student, con un nivel de confianza del 95% (p<0.05).



VIII RESULTADOS

El presente trabajo se realizé en 2 fases. La primera comprende la preparacion de los productos obtenidos

de S. molle y la segunda el efecto antitumoral en ratones.

En tanto a la evaluacion in vivo se dividié en 2 partes que fueron el estudio de toxicidad aguda y la
evaluacion de la actividad antitumoral en ratones. En la determinacion de toxicidad aguda se tuvo por
objeto determinar los efectos de una dosis Gnica y muy elevada del extracto etanolico de Schinus molle.
Para la evaluacion de la actividad antitumoral empleando la linea celular U-937, se opt6 por la medicion
de peso y longitud de los ganglios inguinales y axilares, debido a que en los linfomas no Hodgkin hay un

aumento del tamafio de los ganglios linféticos.

VI1I1. 1 Obtencion de los productos del extracto EtOH de las hojas de la especie de Schinus molle L.

A partir de las hojas de S. molle se preparé el extracto etandlico a gran escala mediante maceracién. El
extracto etandlico fue sometido a una particién acido base obteniendo 5 fracciones: f-CHCI; (36 g) f-
AcOEt (16 g), f-BuOH-1(8 g), f-BuOH-2(7 g) y f-AcR (4g). A estas 5 fracciones se les realizé la CCF y
de igual forma se utilizaron distintos agentes cromdgenos para la deteccion de los compuestos presentes
en cada fraccion. En la CCF al ser reveladas se demostraba la presencia de flavonoides en la f-AcOEt, f-
BuOH-1, f-BuOH-2; estas al compararse con un estandar disponible, demostr6 que se trataba de los
flavonoides rutina y quercetina.

Posteriormente se realiz6 una CLAR a estas mismas fracciones, los resultados confirmaron que en las

muestras se encontraban los flavonoides quercetina y rutina.



VI111.2 Efecto antitumoral del extracto EtOH, de las fracciones obtenidas y de los principios activos
rutinay quercetina

PESO DE GANGLIOS LINFATICOS

Pesos de los ganglios linfaticos de ratones hembra CD-1.

Pesoen mg

EtOH f-CHCI3 f-AcOEE f-BuOH-1 f-BuOH-2  Quercetina Rutina C- Blanco

Grafica 1. Promedio de los pesos en mg de los ganglios linfaticos de ratones hembra CD-1.

Pesos de los ganglios linfaticos de ratones macho

Pesoen mg

EtOH f-CHCI3 f-ACOEL f-BuOH-1  f-BuOH-2 Quercetina  Rutina C- Blanco

Grafica 2. Promedio de los pesos en mg de los ganglios linfaticos de ratones macho CD-1.



Pesos de los ganglios linfaticos de ratones desnudos (Nu-Nu) macho

Pesoen mg

EtOH f-AcOEt f-BuOH-1 f-BuOH-2 Quercetina Rutina C- Blanco

Grafica 3. Promedio de los pesos en mg de los ganglios linfaticos de ratones desnudos (Nu-Nu) macho.

COMPARACION DEL PORCENTAIJE DE INHIBICION
« DELEFECTO ANTITUMORAL ENTRE RATONES CD-1
HEMBRAS Y MACHOS
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M CD-1 MACHOS i CD-1HEMBRAS

Grafica 4. Porcentajes de inhibicién de los extractos de S. molle en ratones machos y hembras de la cepa
CD-1.



COMPARACION DEL PORCENTAIJE DE INHIBICION DEL
EFECTO ANTITUMORAL ENTRE RATONES CD-1Y
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Grafica 5. Porcentajes de inhibicion de los extractos de S. molle en ratones machos de la cepa CD-1 y
ratones machos Nu-Nu

VI11.3.Estudio de toxicidad aguda del extracto etandlico de Schinus molle L
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Grafica 6. Promedio de los pesos de los 6rganos del estudio de toxicidad aguda en ratones hembra CD-1
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Grafica 7. Promedio de los pesos de los 6rganos del estudio de toxicidad aguda en ratones machos CD-1




IX ANALISIS DE RESULTADOS

IX .1 Efecto antitumoral del extracto EtOH, de las fracciones obtenidas y de los principios activos
rutinay quercetina

Una vez obtenido el extracto, fracciones y flavonoides de S. molle se sometieron a la evaluacion de la
actividad antitumoral en ratones inoculados con las células malignas. En las graficas 1, 2 y 3 se muestra el
efecto antitumoral producido por la administracion intragastrica de las diferentes productos de las hojas de

S. molle y de los principios activos a dosis de 100 mg/kg de peso corporal en ratones.

A excepcidn el efecto ocasionado del principio activo de rutina en hembras CD-1 todos los extractos
estudiados a la dosis de 100 mg/kg produjeron descensos significativos del peso de los ganglios con
respecto al grupo blanco tanto en ratones hembras como en machos de la cepa CD-1, como de los ratones
de la cepa Nu-Nu. Encontrandose que a esta dosis el tratamiento con mayor actividad en hembras CD-1
fue la quercetina con un 94.9 % de disminucion del tumor, en machos CD-1 fue la f-AcOEt con un

82.81% y en los ratones Nu-Nu, el que tuvo el mayor efecto fue el extracto EtOH con un 92.27%.

Se piensa que esta variacion entre géneros de ratones de la cepa CD-1 es debida a los constantes
cambios hormonales que presentan los ratones hembra como se muestra en la grafica 4. Como era de
esperarse el C-, que es el grupo que no se le dio ningun tratamiento, solamente se les inoculo las células

malignas, tanto de hembras como de machos, el peso y tamafio de los ganglios linfaticos fue el mayor.

Comparado los porcentajes de inhibicion de los productos obtenidos de S. molle entre los ratones
machos CD-1 y los ratones Nu-Nu como se muestra en la grafica 5, el efecto observado mostro cierta
similitud. En los ratones Nu-Nu el efecto se concentrd en el extracto EtOH, seguido de la f-AcOEt y

rutina; en los ratones machos CD-1 se concentré en las f-AcOEt, f-BuOH-1 y en la rutina. Por tanto



podemos decir que los efectos ocasionados por la f-AcOEt y rutina, tuvieron un comportamiento muy

parecido sin importar las cepas.

Por altimo al comparar los resultados que obtuvimos de los ratones de la cepa CD-1, podemos
observar que los machos fueron mas susceptibles que las hembras. Y comparando los resultados entre

cepas, la cepa Nu-Nu fue la mas susceptible al modelo como era de esperarse por su inmunodeficiencia.

IX .2 Estudio de toxicidad aguda del extracto etanolico de Schinus molle L
En el estudio de toxicidad aguda se evalu6 el efecto toxico que tiene extracto etandlico de S. molle en
los érganos internos de los animales, como se observa en la grafica 6 y 7 el extracto etanélico de S. molle

presentando ningun efecto toxico en los ratones hembra, ni en los ratones macho de la cepa CD-1.



X CONCLUSIONES

« X.1 El extracto EtOH, las distintas fracciones obtenidas y los flavonoides que se extrajeron de las
hojas de Schinus molle L poseen actividad antitumoral en ratones inoculados con la linea celular
U-937 perteneciente a un Linfoma no Hodgkin, a dosis de 100 mg/kg de peso, siendo extracto

EtOH, la f-AcOEt y la quercetina los mas efectivos.

%+ X.2 El fraccionamiento quimico biodirigido del extracto etandlico permitié la identificacion de los

flavonoides quercetina y rutina.

« X.3 El efecto antitumoral producido por el extracto, fracciones y principios activos derivados de
las hojas de Schinus molle permite explicar en parte el uso de esta planta en comunidades

indigenas de México para combatir distintos tipos de cancer.

«» X.4 El estudio de toxicidad aguda que se le realizo al extracto EtOH de las hojas de Schinus molle

L demuestra que no ocasiond ningun efecto toxico en el los érganos de los ratones.



Xl
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