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RESUMEN

El presente trabajo es un estudio biodirigido con el objetivo de evaluar la actividad
citotoxica de los extractos organicos de Juniperus monticola forma monticola
Martinez sobre lineas tumorales humanas, para posteriormente fraccionar los
extractos activos y aislar e identificar a los compuestos con actividad citotéxica.
Los extractos hidroetandlico (del que se obtuvo un extracto de fase organica y de
fase acuosa), aceténico y hexanico de las ramas de J. monticola f. monticola
fueron evaluados sobre las lineas tumorales de cancer de mama T47D y MDA-
MB-231, utilizando el método de la Sulforodamina B (SRB).

Los resultados muestran que los extractos con actividad citotdxica fueron los de
fase organica y acetona. El extracto de fase organica tuvo una concentracion
inhibitoria 50 (Clso) de 20pg/mL en la linea T47D y de 12.89ug/mL en la MDA-MB-
231. Mientras que la Clso del extracto de acetona fue de 19.26 y de 9.53ug/mL en
las lineas T47D y MDA-MB-231, respectivamente. Debido a su actividad citotoxica,
los dos extractos fueron fraccionados por cromatografia en columna abierta. De
las fracciones que se obtuvieron, aquellas que fueron representativas de cada
zona del fraccionamiento cromatografico fueron seleccionadas para el ensayo de
citotoxicidad. Del extracto de fase organica, las fracciones 9, 12 y 15 resultaron
citotoxicas en las lineas tumorales. La fraccion 12 fue la mas citotoxica, con una
Clso de 4.1 y 0.92 yg/mL en las lineas T47D y MDA-MB-231, en la que se
identifica un éster hidrocarbonado. En la fraccién 18 del extracto de fase organica
se identificd a un nuevo esteroisomero configuracional del Luteoforol, que si bien
es el componente mayoritario en esta fraccion, no presentd citotoxicidad.
Respecto de las fracciones del extracto aceténico, la fraccidon 6 tuvo una actividad
citotdxica sobre la linea T47D (Clso de 25.2 pg/mL), mas no en la linea MDA-MB-
231 (Clso de 54.9 pg/mL). El extracto de fase organica, sus fracciones activas
(9,12 y 15) y el extracto aceténico fueron evaluados sobre la linea celular de
mama no tumorigénica MCF-10A. En esta linea celular, los extractos de fase
organica y de acetona presentaron una Clso de 26.2 y >100ug/mL,

respectivamente. Mientras, ninguna de las fracciones evaluadas presentd



actividad citotdxica importante.

Como conclusiones, este es el primer estudio en que se reporta la actividad
citotoxica de la especie J. monticola f. monticola sobre dos lineas distintas de
cancer de mama. El rendimiento obtenido en las fracciones activas de la fase
organica fue muy bajo, por lo que se requiere mayor investigaciéon para el
aislamiento e identificaciéon del (los) compuesto(s) activo(s), mientras que se
reporta la identificacion de un nuevo esteroisomero configuracional del Luteoforol.
El extracto de acetona resulté el mas prometedor en la busqueda de nuevos
compuestos antineoplasicos, ya que su Clso en las lineas tumorales T47D y MDA-
MB-231 es <30ug/mL y requiere >100ug/mL para el mismo efecto en la linea no
tumorigénica MCF-10A.



ABSTRACT

This work was a bioassay-guided study with the aim to evaluate the cytotoxic
activity of five organic extracts obtained from Juniperus monticola form monticola
Martinez on cancer cell lines, to further fractionate the active extracts and then
isolate and identify compounds with cytotoxic activity.

Terminal branches of J. monticola f. monticola were used to obtained the
hydroethanolic (and its organic and aqueous phases), acetone and hexane
extracts. The five extracts were evaluated by the sulforhodamine B assay to
determinate their anti-proliferative effect on T47D and MDA-MB-231.

Our results showed that the organic phase and acetone extracts were cytotoxic
(ICs0 =30ug/mL). The organic phase extract had an ICso of 20 and 12.89ug/mL on
T47D and MDA-MB-231 cell lines, respectively. Meanwhile, acetone extract had an
ICs0 of 19.26ug/mL and 9.53ug/mL on T47D and MDA-MB-231 cell lines. Because
of their cytotoxic activity, these extracts were fractionated by open column
chromatography, and their representative fractions were tested in the cytotoxicity
assay. Fractions 9, 12 and 15 (from organic phase) were cytotoxic. Fraction 12 had
the highest cytotoxic activity, with an 1Cso0 of 4.1 and 0.92ug/mL on T47D and MDA-
MB-231 cell lines, respectively. From this fraction, a hydrocarbon ester was
identified as the major component. In fraction 18 we found a novel sterecisomer of
luteoforol as the principal component, though not cytotoxic. Regarding fractions of
the acetone extract, fraction 6 was the most active, with an ICso of 25.2 and
54 .9ug/mL on T47D and MDA-MB-231 cell lines, respectively.

The organic phase extract and its fractions (9, 12 and 15) and the acetone extract
were evaluated on MCF-10A non-tumorigenic cell line. In this cell line, the organic
phase and acetone extracts had an ICso of 26.2 and >100pg/mL, respectively.
Meanwhile, none of the evaluated fractions presented significant cytotoxic activity.
In summary, this is the first time that the species J. monticola f. monticola is
reported as an antiproliferative and cytotoxic plant in two different breast cancer
cell lines. However, cytotoxic compounds were found in very small amounts, so its
isolation requires further investigation. Moreover, we found a new stereoisomer of

luteoforol from the organic phase extract. Our findings suggest that the acetone



extract could be a very promising material in the searching for new anti-neoplastic
compounds, as its ICso on T47D and MDA-MB-231 tumor lines were <30pug/mL and

requires> 100ug/mL for the same effect on MCF-10A non-tumorigenic cell line.



1. INTRODUCCION

En México, el cancer de mama es la primera causa de muerte en mujeres por
neoplasia maligna y por cada 100 fallecimientos por tumores malignos, 15 son por
cancer de mama (INEGlI, 2014).

La quimioterapia es uno de los tratamientos principales contra el cancer, sin
embargo, ocasiona graves efectos secundarios, ademas de que muchos de los
medicamentos tienen actividad limitada frente a los distintos tipos de cancer y a
pesar de la diversidad de farmacos utilizados, la mortalidad continua
incrementando debido a la formacion de células resistentes al tratamiento utilizado
y al proceso de metastasis, por lo que es necesaria la busqueda de nuevos
farmacos (Mans y cols., 2000; Alonso-Castro y cols., 2011).

Mas del 60% de los farmacos utilizados en la quimioterapia han sido obtenidos a
partir de productos naturales (Alonso-Castro y cols., 2011) y las plantas son una
de los recursos principales.

En la busqueda de nuevos compuestos, las especies del género Juniperus
representan un buen prospecto de estudio, ya que algunas han sido reportadas
con actividad citotoxica significativa contra las lineas tumorales HelLa, KB, MDA-
MB-468 y Hep-2 (Jafarian-Dehkordi y cols., 2004; Moujir y cols., 2008;
Villavicencio y cols., 2008; Sadeghi-aliabadi y cols.,2009a, b). En Meéxico, la
especie Juniperus monticola f. monticola Martinez aun no ha sido estudiada
respecto de su citotoxicidad, por lo que el objetivo del presente trabajo es evaluar
la actividad citotoxica de los extractos organicos de esta especie sobre lineas de
tumores humanos y fraccionar a los extractos activos para aislar e identificar a los
compuestos con actividad citotéxica.

Debido al problema de salud publica que representa el cancer de mama en México
y en el mundo, en el presente trabajo se utilizaron las lineas celulares de cancer
de mama T47D y MDA-MB-231.



2. ANTECEDENTES
2.1. Cancer

El término cancer se utiliza para designar un grupo de enfermedades que se
caracterizan por el crecimiento incontrolado de células, las cuales pueden afectar
cualquier parte del cuerpo (OMS, 2015a).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la transformacion de una
célula normal en tumoral resulta es un proceso multifasico y suele consistir en la
progresion de una lesion precancerosa a un tumor maligno (OMS, 2015b).

El cancer se desarrolla a partir de la acumulacidon y seleccion sucesiva de
alteraciones genéticas (mutaciones) y epigenéticas (cambios en metilacion del
ADN, modificacion de histonas asociadas al ADN y ARN no codificante) (Meza-
Junco et al., 2006). Ademas de los factores de riesgo genéticos del paciente,

existen tres categorias de agentes carcinogénicos externos (OMS, 2015b):
e Fisicos:radiacién ionizante y UV
¢ Quimicos: asbesto, tabaco, aflatoxinas, etc.
e Biologicos: virus, bacterias y parasitos

Otro factor importante en la aparicion del cancer es el envejecimiento,
probablemente por la acumulacion de factores de riesgo de determinados tipos de
cancer, aunado a la pérdida de eficacia de los mecanismos de reparacién celular
(OMS, 2015b).

2.2. Cancer de mama

Es el cancer que se origina en los tejidos de la mama. Se divide en dos tipos
principales: carcinomas in situ y carcinomas invasivos (también I[lamados
infiltrantes). Los carcinomas in situ pueden originarse del epitelio ductal (tubos
delgados que llevan la leche desde los I6bulos de la mama hasta el pezon) (Figura
1) o lobular (glandulas mamarias) (Figura 2), pero permanecen confinados ahi, sin

invasibn a la membrana basal subyacente. Sin embargo, cuando hay una



extension de la malignidad ductal o lobular hacia la membrana basal que
constituye el borde epitelial, entonces la malignidad se considera un carcinoma
ductal o lobular invasivo. En cancer de mama invasivo, el carcinoma ductal
infiltrante representa el 75-80% de los casos, mientras que es el carcinoma lobular

infiltrante del 5-10%. Otros tipos de cancer de mama se originan en otros tejidos.

Carcinoma ductal in situ (CDIS)

\ Conducto normal

Células
anormales

i |- Tejido graso

Figura 1. Carcinoma ductal in situ (CDIS). Tomado de
http://www.cancer.gov/espanol/tipos/seno/paciente/tratamiento-seno-
pdg#section/ 24



Carcinoma lobulillar in situ (CLIS)
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Figura 2. Carcinoma lobulillar in situ (CLIS). Tomado de
http://www.cancer.gov/espanol/tipos/seno/paciente/tratamiento-seno-

pdg#section/ 24

El cancer de mama es un problema de salud publica en México y en el mundo. Es
el cancer mas frecuente en las mujeres, tanto en numero de casos nuevos como
en numero de muertes, con un estimado de 1,67 millones de casos diagnosticados
(25% de todos los canceres) y 522 000 muertes en 2012 (IARC, 2015).

En México, a partir de 2006, el cancer de mama es la primera causa de muerte por
tumores malignos en las mujeres, desplazando al cancer cervicouterino (Knaul et
al., 2009). Es la principal neoplasia (30.9 por ciento) que presenta la poblacion
mexicana de mas de 20 anos, afectando frecuentemente a mujeres y por cada 100

fallecimientos por tumores malignos, 15 son por cancer de mama (INEGI, 2014).



2.3. Diagnéstico y tratamiento del cancer de mama

En el diagndstico de cancer de mama se utilizan las siguientes pruebas (Instituto

Nacional de Cancer de Estados Unidos, 2015):

« Mamograma: Mediante rayos-X y utilizando dos placas, se toman imagenes
del tejido de la mama.

o Ultrasonido de mama: Se utilizan ondas de sonido en los tejidos para
producir ecos, los cuales forman una imagen en la computadora.

« |IRM (imagenes por resonancia magnética): Se utiliza un iman, ondas de
radio y una computadora para crear imagenes detalladas de areas internas
del cuerpo. Este procedimiento también se llama imagenes por resonancia
magnética nuclear (IRMN).

« Biopsia: extraccidn de células o tejidos en las que un patdlogo las observa

al microscopio y verifica si hay células cancerosas.

Una vez confirmado el diagndstico de cancer y la fase en la que se encuentra, es
preciso elegir el tratamiento adecuado, que tiene como objetivo curar el cancer o
controlar el tumor (prolongar la vida) y aminorar los sintomas, mejorando la calidad
de vida del paciente (Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos, 2015).
El tratamiento depende del estadio en que se encuentra el cancer, generalmente
es multidisciplinario y consiste en: cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal y terapia dirigida.

En los medicamentos utilizados en la quimioterapia, la doxorrubicina
(Adriamicina®) es uno de los agentes mas efectivos contra el cancer de mama
(Smith et al., 2006), pertenece a las antraciclinas y su mecanismo de accién es
mediante: a) Intercalacion en el ADN vy disrupcién de la reparacién del ADN
mediada por Topoisomerasa lla, y b) generacion de radicales libres y dano a

membranas celulares, ADN y proteinas (Thorn et al., 2011).



2.4. Lineas celulares de cancer de mama

Perou y cols. (2000) clasificaron el cancer de mama en distintos subtipos
moleculares, de acuerdo al perfil de expresion de genes y a la expresion
inmunohistoquimica de ERa, el receptor de progesterona (PR) y HER2/neu. De
esta manera se identificaron al menos cinco subtipos: luminal A, luminal B, HER2,
tipo Basal y Normal. Recientemente se ha anadido el subtipo bajo en Claudina.
Esta clasificacion permite explicar diferencias en el comportamiento de los
tumores y su respuesta al tratamiento a pesar de su similitud morfolégica. En la
siguiente tabla se muestran las caracteristicas de los subtipos de cancer de

mama.

Tabla 1. Clasificacion molecular de carcinoma de mama (Modificado de Holliday y
Speirs, 2011).

Clasificacion Inmunoperfil Otras caracteristicas Ejemplo de
linea celular
Luminal A ER*, PR, Ki67 bajo, respuesta enddcrina, MCF-7, T47D,
HER2- frecuentemente responde a quimioterapia SUM185
Luminal B ER*, PR, Ki67 alto, usualmente con respuesta BT474, ZR-75
HER2* enddcrina, variable respuesta a

quimioterapia HER2* responde a

trastuzumab
Basal ER;, PR, EGFR* y/o citoqueratina 5/6, Ki67 alto, sin MDA-MB-468,
HER2- respuesta enddcrina, frecuentemente SUM190

responde a quimioterapia

Bajo en ER-, PR, Ki67, E-caderina, bajo en Claudina-3, BT549, MDA-
Claudina HER2- Claudina-4 y Claudina-7. Respuesta MB-231,
intermedia a quimioterapia SUM1315
HER2 ER, PR, Ki67 alto, responde a trastuzumab, SKBR3, MDA-
HER2* responde a quimioterapia MB-453

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico; ER: Receptor de estrogeno; HER2: Receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano; PR: Receptor de progesterona.
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De las distintas lineas celulares, en el presente trabajo se utilizaron las lineas
T47D y MDA-MB-231.

La linea T47D (ATCC® HTB-133™) se clasifica en el subtipo Luminal A, es rica
en el Receptor de Progesterona (PR), Receptor de Estrogeno (ER), receptores a
17B-estradiol y calcitonina. Presenta morfologia epitelial y forma monocapa en
cultivo celular (figura 3). Esta linea celular permite un modelo de estudio para
comprender los mecanismos y regulacion del cancer de mama dependiente de
hormonas, que constituye 65-75% del cancer de mama (Miller et al., 2014).

Por otro lado, la linea MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) pertenece al subtipo bajo
en Claudina, caracterizado por la baja expresion de proteinas de unidn estrecha
Claudina 3, 4 y 7, y E-caderina. Este subtipo carece de las caracteristicas de
células epiteliales comunes, muestra bajos niveles de marcadores de
diferenciaciéon luminal y esta enriquecido de células iniciadoras de tumores (TIC,
por sus siglas en inglés). Los tumores triple negativo subtipo bajo en Claudina
tienen activacién de vias involucradas en la transicién epitelio-mesenquimal,
respuesta al sistema inmune y procesos biolégicos asociados a células
progenitoras (Prat et al., 2010). Esta linea celular también pertenece a un
subgrupo de tumores denominado Cancer de mama triple negativo (TNBC, por
sus siglas en inglés), los cuales no tienen expresién del receptor de estrégeno
(ER), receptor de progesterona (PgR), ni amplificaciéon de HER-2/Neu, por lo que
ni la terapia hormonal y ni la HER2/neu dirigida son de utilidad. Aproximadamente
10-24% del cancer de mama invasivo pertenece a esta categoria (TNBC), que son
una entidad heterogénea. Generalmente, estos tumores son tratados con
quimioterapia, tanto en etapas temprana y avanzada, debido al pobre prondstico
de los pacientes y la tendencia a metastasis (Carey et al., 2010). La morfologia es
tipo epitelial, las células son largas y delgadas en baja confluencia, aunque
algunas permanecen en forma redonda. Forman monocapa en cultivo celular
(figura 4). Esta linea celular nos permite estudiar un modelo celular con potencial

invasivo y hormono-independiente de cancer de mama.
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Figura 3. Células T47D en baja confluencia (izquierda) y alta confluencia (derecha).
Escala de la barra: 100 pum. Tomado de ATCC:
http://www.atcc.org/~/media/Attachments/B/D/D/8/1975.ashx

Figura 4. Células MDA-MB-231 en baja confluencia (izquierda) y alta confluencia
(derecha). Escala de la barra: 100 pm. Tomado de ATCC:
http://www.atcc.org/~/media/Attachments/B/D/D/8/1975.ashx
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Ademas de utilizar dos lineas tumorales, se incluydo a la linea celular no
tumorigénica MCF-10A (ATCC® CRL-10317™), para conocer su respuesta frente
al tratamiento de los extractos y fracciones de J. monticola f. monticola que hayan
presentado actividad citotoxica (Clso<30ug/mL) sobre las lineas tumorales. Esta
linea celular deriva de tejido epitelial de mama y presenta las siguientes
caracteristicas: a) carencia de tumorigenicidad en ratones desnudos; b)
crecimiento tridimensional en colageno; c) crecimiento en cultivo controlado por
hormonas y factores de crecimiento; d) carencia de crecimiento independiente de
anclaje; y e) formacion de domo en cultivos confluentes (Soule et al., 1990) (figura
5).

Figura 5. Células MCF-10A en baja confluencia. Escala de la barra: 50 um. Foto: Bidl.

Dalia Barrios Palacios. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador

Zubiran”.
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2.5. Las plantas: fuente de metabolitos secundarios

Las plantas contienen una enorme diversidad de compuestos quimicos, que se
clasifican en metabolitos primarios y secundarios. Los primeros estan involucrados
en los procesos de supervivencia, crecimiento y reproduccion de las plantas, como
son los aminoacidos, nucledtidos, azucares, entre otros. Mientras, los metabolitos
secundarios, cuyo nombre se atribuye como opuestos a los primarios, son de
menor abundancia, presentan distribucidn restringida a ciertas familias o especies
y tienen un papel importante en la interaccidn ecoldgica de las plantas con el
medio ambiente, con funciones de defensa (antibacterianas, antifungicas,
antivirales), atraccion de polinizadores, repelente de fitofagos, toxicidad contra
otras plantas (alelopatia) y proteccion a la luz UV, por mencionar algunos
ejemplos. Estos metabolitos se han clasificado por su origen biosintético en
terpenos, fenilpropanoides y alcaloides (Bourgaud et al., 2001; Iriti y Faoro, 2009).
Alrededor de 50 000 metabolitos secundarios han sido descritos, pero este
numero puede ser de cientos de miles, donde la gran mayoria de las estructuras
son desconocidas (Pichersky y Gang, 2000).

Debido a su actividad terapéutica, las plantas medicinales han sido utilizadas
durante miles de afios (Balunas y Kinghorn, 2005) y se han reportado mas de
3000 especies utilizadas en el tratamiento del cancer (Graham et al., 2000).
Ademas del uso en la medicina tradicional, aproximadamente el 67% de los
farmacos anticancer tienen un origen natural, ya que son medicamentos
clasificados como: productos de origen natural, productos semisintéticos derivados
de un producto natural o productos sintéticos que han empleado como modelo un
producto de origen natural. Para ello, se consideran como productos naturales a
los producidos por bacterias, organismos marinos y plantas (Vega-Avila et al.,
2004; Cragg y Newman, 2005).

Desde 1958, con el descubrimiento de la vinblastina y vincristina en Catharanthus
roseus G.Don., el Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos inicié un
programa de colecta de plantas en la busqueda de nuevos agentes anticancer, lo
que derivo en el descubrimiento de la podofilotoxina, taxanos y camptotecinas,
principalmente (Vega-Avila et al., 2004; Cragg y Newman, 2005) (Tabla 2).
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Actualmente, muchos de estos compuestos se utilizan en diversos tipos de cancer

e incluso son el tratamiento de primera linea.

Tabla 2. Compuestos obtenidos/derivados de las plantas utilizados en el tratamiento del

cancer (Vega-Avila et al., 2004; Cragg y Newman, 2005).

Estructura quimica Compuesto Especie de la Tipo de cancer Mecanismo de
que se aisloé accion
P Njﬁ\ Linfomgs, Mgc}iante su
\\*‘ff\ . _ _ leucemias, unionala
NN vinblastina Catharanthus cancer tubulina, impide la
oz e (Velban®) roseus G. testicular, polimerizacién de
AN Don. pulmonar, los dimeros de
\N,,l\*‘(‘ T o Sarcoma de tubulina e
ReCH;  Rofy( o0 X Kaposi, de interrupcion de la
Vi ovario y formacion de los
carioepitelioma.  microtubulos. La
vinblastina,
QT e
A r —_ . ! ay
- vincristina Catharanthus  Leucemia vinolrebina tienen
“o{: e (Oncovin®) roseus G. linfocitica el mismo
h: /> —inj Don. aguda, cancer mecanismo de
(; M //o de colon, accion.
RECHO  AQ 0K cervicouterino y
0 de mama.
vindesina Semisintético Cancer de
(eldisine®) dela pulmon de
vinblastina células
pequefias y no
pequefas.
/= WY vinolrebina Semisintético ~ Cancer de
W L“w{H N ) en (navelbine®)  dela ovario.
N vincristina

15



Continuacion de la tabla 2.....

Estructura quimica Compuesto Especiede la Tipo de cancer Mecanismo de
que se aislo accion
" Semisintético  Cancer Inhibicion de la
derivado dela  pulmonar de enzima
- Etoposido epipodofilotoxi  células topoisomerasa, al
(Toposar ®) na, aisladade  pequefas, formar un
Podophyllum cancer testicular complejo con esta
peltatum L. y linfomas enzima.Etopdsido
malignos. y tenipésido
tienen mismo
o mecanismo de
accion.
\/s?/‘\oo/ﬁ\/’%vo gemisintético Cancer de
\ HO erivadodela pulménde
e s Tenipdsido epipodofilotoxi  células
1L L (Vulmon®) na, aislada de  pequefias,
€ roY Podophyllum cancer testicular
2 peltatum L. y linfomas
N0 malignos.
OH
Derivado de la  Cancer de Unidn al aducto
camptotecina, ovarioy cancer  ADN-
Topotecan aislada de de pulmoén de topoisomerasa I,
(Hycamtin®) Camptotheca  células estabilizando este
acuminata pequenas. complejo.
Decne Topotecan e
Irinotecan
. . comparten mismo
Derivado d_e la Cancer mecgnismo de
camptotecina, colorrectal, -
Irinotecan aislada de ovario y pulmoén. 2¢O
(Camptosar®) Camptotheca
acuminata
Decne
m 0) o B Cancer de Unioén a los
@ / )\l/' _ ovario, cancer microtubulos,
o™ o Y/;L/‘ Paclitaxel Taxus pulmonar de estabilizandolos.
Y o OECO (Taxol®) brevifolia Nutt.  células no Paclitaxel y
M NS 7 pequefias, Docetaxel
e sarcoma de presentan mismo
Kaposi, mamay mecanismo de
colon. accion.
e T i Con\_/grsic’)p
AW ¢ semisintética
"W o \Tk\\/‘ Docetaxel de las Cancer de
OO o1 (Taxotere®) bacatinas de mama y pulmén.
W W pSe Taxus
NS

brevifolia Nutt.

16



Continuacion de la tabla 2....

Estructura quimica Compuesto Especie dela Tipo de cancer Mecanismo de
que se aislo accion
0Ny T\ Homoharringto Cephalotaxus  Leucemia aguda Inhibicion
sy e nina (HHT) harringtonia no linfobldsticay competitiva de la
o 4.2 var. drupacea leucemia enzima peptidil
”Omo\ S (Sieb y Zucc.) mi,(alpide transferasa.
\ cronica.
(o]
Derivado de la  Cancer de Intercalacion en el
o elipticina, mama. ADN, inhibicion
Eliptinum aislada de dela
(Celiptium®) Bleekeria topoisomerasa I,
vitensis introduccién de
A.C.Sm. grupos alquilo en

las
macromoléculas y
generacion de
radicales libres.

Los productos naturales y en particular las plantas, son una fuente importante en
la busqueda y desarrollo de medicamentos altamente efectivos en el tratamiento
de diversos tipos de cancer, al proveer estructuras novedosas que permiten el
desarrollo de agentes potenciales, ya sea directamente como medicamentos o
mediante su optimizacion por quimica sintética, quimica combinatoria y modelado
molecular. Las caracteristicas comunes en los productos naturales (centros
quirales, anillos aromaticos, sistemas complejos de anillos, grado de saturacion de
las moléculas y numero y radio de heteroatomos) son de relevancia en el
descubrimiento de nuevos farmacos (Balunas y Kinghorn, 2005).

Por lo anterior, la busqueda de compuestos antineoplasicos en las plantas

continua siendo un area importante de estudio.
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2.6. Clasificacion taxonémica de Juniperus monticola forma monticola
Martinez (Cronquist, 1977):

Reino: Plantae
Division: Pinophyta
Subdivision: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Orden: Pinales
Familia: Cupressaceae
Género: Juniperus

Especie: Juniperus monticola

J. monticola presenta tres formas taxondmicas:

1) J. monticola f. monticola
2) J. monticola f. compacta

3) J. monticola f. orizabensis

Tabla 3. Claves de identificacién de las formas taxondmicas de J. monticola (Modificado
de Adams, 2004):

Forma Claves de identificacion taxondmica

f. monticola Ramas maduras de 10-15 (-20) mm de largo; angulo de
ramificacion de ultima rama de 40-50 grados; follaje no muy
compacto; tallo difuso y tortuoso, arbol-arbusto de 2-4 m de altura,
sin embargo, puede alcanzar hasta 10 m.

f. compacta Ramas maduras de 5-10 mm. El angulo de ramificacién de ultima
rama de 50-60 grados, follaje muy denso y compacto, arbustos
postrados de menos de 1 m de altura, de habitat alpino.

f. orizabensis Ramas maduras de 20-40 mm de longitud, angulo de ramificacion
de ultima rama de 55-60 grados, follaje no muy compacto, arbustos
de hasta 1.5 m de altura.
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2.7. Descripcion botanica de J. monticola f. monticola (Martinez, 1963)

Esta especie es un arbusto bajo de 2-4 m de altura (pero puede alcanzar los 10m).
El fuste de esta especie frecuentemente es tortuoso y ramificado desde cerca de
la base, con copa amplia y achatada hasta ampliamente conica. La corteza mide
de 5-8 mm de espesor, es fibrosa y rasgada en tiras longitudinales, de color cenizo
por fuera y rojizo-violaceo por dentro. La hojas son opuestas, frecuentemente
cubiertas por una capa de cera, donde las hojas de las extremidades son aovadas,
aovadas-rombicas, gruesas de 1-1.5mm de largo por 1 mm de ancho, con el dorso
convexo Yy ligeramente aquillado, sin glandula o con glandula redonda situada en
la base y con el apice abultado, corto, obtuso y redondeado y en el borde
finamente dentado con dientecillos pequefios y desiguales. Las ramas primarias
son brillantes, casi lisas de color moreno-rojizo, con tinte violaceo. Las ultimas
ramillas desiguales de 10-15mm de largo por 1.5mm de grueso, tetragonas y a
veces disticas o subdisticas, de color verde oscuro, con tinte azuloso. Las ramas
secundarias de esta especie son extendidas y tortuosas, formando una copa
irregular. Los microstrobilos son verdosos al principio y moreno amarillento
después, ligeramente tetragonos, de 1 a 4mm de largo, ovales, obtusos, con 12
bracteas suborbiculares, fijas por su parte media y llevan 4 saquitos con granos de
polen. Por otro lado, el megastrobilo es generalmente liso, de 5-10mm de
diametro, suave y carnoso, color azul oscuro hasta azul violaceo. Las
inflorescencias femeninas estan formadas por 8 escamas aovadas, agudas y
extendidas. El numero de semillas son 3-4, a veces hasta 6 u 8 por megastrobilo,
que son angulosas y acuminadas o trigonas, con algunas canaladuras
longitudinales irregulares que dan a la superficie un aspecto estriado, de color
castafio oscuro. Miden de 4-5mm de largo por 1.5-3mm de ancho. Los frutos o
galbulas de J. monticola f. monticola son globulosos, a veces un poco gibosos, con
las puntas de las bracteas visibles, generalmente colocadas en las extremidades
de las ramillas, apareciendo largamente pedinculadas, de color azul oscuro, algo
violaceos, de 7-9mm de didametro, con pericarpio blando y mesocarpio verdoso,
pulposo, aromatico y resinoso. La madera es dura, ligera, no resinosa, con

fragancia ligera, de textura fina y color blanco levemente morena.
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Figura 6. J. monticola f. monticola en el paraje Valle de los Enamorados, Parque

Nacional El Chico, Hidalgo.

2.8. Habitat y distribuciéon de J. monticola f. monticola en el Parque Nacional
El Chico: Estado de Hidalgo

J. monticola f. monticola se localiza comunmente en regiones elevadas del pais,
en lugares descubiertos, bien asoleados y sobre terrenos de 2000 a 4270 metros
sobre el nivel del mar (Martinez, 1963).

En el Parque Nacional El Chico, el bosque de J. monticola (bosque de tascate o
tlaxcal) es un bosque muy abierto y bajo (3 a 5 m). Cubre una superficie de 127.9
ha (4.67%), distribuyéndose en diferentes zonas, fragmentdandose en manchones
adyacentes a los valles y en el interior de los bosques de Abies. El conjunto de
manchones se desarrolla en terrenos casi planos o de suave pendiente, con
suelos profundos y buen drenaje. Este bosque tiene un area limitada de ocupacién
(CONANP, 2006). J. monticola f. monticola se utiliza para la fabricacion de

artesanias y como planta de ornato.
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2.9. Uso de especies del género Juniperus en la medicina tradicional

El género Juniperus el segundo mas diverso de coniferas, comprendiendo

aproximadamente 67 especies arbustivas o arbdéreas (Sadeghi-aliabadi y cols.,

2009a, b) que se encuentran ampliamente distribuidas en el hemisferio norte, con

excepcion de Juniperus procera Hochst. ex Endl., que crece en el hemisferio sur
(Adams, 2000).

Algunas especies son ampliamente utilizadas en la medicina tradicional de

diversos paises alrededor del mundo. Se ha reportado el uso de las ramas, hojas,

galbulas o madera de diversas especies, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Especies del género Juniperus utilizadas en la medicina tradicional.

Especie Pais Parte Extracto Padecimiento Autor, afo
utilizada
J. thuriferaL. Marruecos Madera aceite esencial Abortivo y Barrero et al, 2004
var. africana regulador
(Maire) menstrual
Romo &
Boratynski
stat. nov.
J. communis Alemania  Galbulas Decoccién Auxiliar digestivo El-Sawi et al.,
L. 2007
J. communis Alemania Galbulas Aceite Diuresis, El-Sawi et al.,
L. esencial antiséptico, 2007; Innocenti et
antiinflamatorio, al., 2007
hipoglucémico y
antimicrobiano
J. deppeana México Ramas Decoccién Cancer de matriz  Villavicencio et al.,
Steud. 2008
J.communis  Turquia Galbulasy Decoccién e Tos, infecciones  Oztlirk et al., 2011
L. hojas infusion uretrales e
subsp.nana indigestion.
Syme. Odorante y
apetecedor.
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Continuacion tabla 4

Especie Pais Parte Extracto Padecimiento Autor, afo
utilizada
J. communis  Turquia Galbulas'y Aceite Reumatismo y Oztirk et al., 2011
L. hojas esencial hemorroides
subsp.nana
Syme.
J. Turquia  Galbulas y Infusion Tos yresfriado  Oztlrk etal., 2011
foetidissima hojas
Willd
J. sabina L. Turquia Galbulas Consumo Diarrea Oztirk etal., 2011
directo
J.excelsaM. Turquia Galbulasy  Decoccion Asma, Oztiirk et al., 2011;
Bieb hojas dismenorrea, tos, Weli et al., 2014
bronquitis,

resfriado, ictericia
y tuberculosis

En México se conocen 16 especies del género Juniperus y solo se tiene la

referencia del uso de la infusion acuosa de las ramas Juniperus deppeana Steud.

(Cupressaceae) tomada por separado con la infusidén de Bidens odorata Cav.

(Asteraceae) en Omitlan, Hidalgo, para tratar el cancer de matriz (Villavicencio et

al., 2008). El estudio de los extractos organicos de J. monticola f. monticola

contribuye al conocimiento del género, que presenta especies en las que se han

aislado e identificado moléculas con actividad citotdxica.
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2.10. Actividad citotoxica de extractos organicos

Los extractos organicos de algunas especies del género Juniperus presentan
actividad citotoxica significativa contra lineas tumorales humanas, como se

observa en la siguiente tabla.

Tabla 5. Especies del género Juniperus en que se han evaluado extractos organicos contra

lineas tumorales y no tumorales.

Especie Extracto Parte de la Linea celular Clso(ug) Tiempode Autor, Afio
planta exposicion
J. sabina L. Etandlico Galbulas KB >20 72h Jafarian-
Etandlico Ramas Hela 10 72h Dehkordi y
Etandlico Galbulas HelLa 10 72h cols., 2004
Etandlico Ramas MDA-MB-468 <10 72h
Etandlico Galbulas MDA-MB-468 <10 72h
J. phoenicea Aceite Hojas MCF7 1 48h El-Sawi et
L. Esencial al., 2007
Aceite Hojas HelLa 5 48h
Esencial
Aceite Hojas U251 0.6 48h
esencial
Aceite Hojas H460 0.7 48h
esencial
Aceite Hojas Hepg2 0.9 48h
esencial
Aceite Galbulas MCF7 0.8 48h
esencial
Aceite Galbulas Hela 5 48h
esencial
Aceite Galbulas U251 0.6 48h
esencial
Aceite Galbulas H460 0.6 48h
esencial
Aceite Gélbulas Hepg2 0.7 48h
esencial
J. phoenicea Eter de Galbulas U251 472 48h El-Sawi y
L. Petréleo Montawe,
Eter de Galbulas Hela >10 48h 2008
Petroleo
Eter de Gélbulas Hepg2 04 48h
Petroleo
Eter de Galbulas H460 0.54 48h
Petréleo
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Continuacion tabla 5....

Especie Extracto Parte de la  Linea celular Clso(ug) Tiempode Autor, Afio
planta exposiciéon
J. brevifolia Fase Hojas Hela 3.8+0.6 48h Mouijir y
(Seub.) cloroférmica cols.
Antoine (extracto de 2008
Acetona)
Diclorometano Hojas HelLa 6.3+1.0 48h
Hexano Corteza Hela 16.4+£1.0 48h
Diclorometano Hojas Hep-2 19.2 1.5 48h
Diclorometano Hojas Vero 20.3+2.8 48h
Hexano Hojas Vero 2.5£0.1 48h
Hexano Corteza Vero 18.5%£1.0 48h
J. deppeana Etandlico Ramas HelLa 4.63 24 y 48h  Villavicencio
Steud. y cols., 2008
J. foetidissima Etandlico Ramas KB <5 72h Sadegui-
Willd. Etandlico Galbulas KB <5 72h aliabadi y
cols., 2009a.
J. excelsa M. Etandlico Ramas HelLa >20 72h Sadegui-
Bieb Etandlico Galbulas HelLa >20 72h aliabadi y
subsp. Etandlico Ramas KB <5 72h cols., 2009b.
Polycarpos Etandlico Galbulas KB <5 72h
(K. Koch) Etandlico Ramas MDA-MB-468 20 72h
Etandlico Galbulas  MDA-MB-468 10 72h
J. excelsa Etandlico Ramas KB 20 72h Sadeghi-
M.Bieb Etandlico Galbulas KB <5 72h aliabadi y
subsp. Etandlico Galbulas HelLa 20 72h cols., 2009b
Excelsa Etandlico Galbulas MDA-MB-468 20 72h
J. phoenicea L.  Metandlico Hojas Hep-2 29.79 72h Latif et al.,
2014

Clso: Concentracion inhibitoria 50. KB: Carcinoma humano epidermal caucasico; HelLa: Carcinoma humano de

cérvix; MDA-MB-468: Adenocarcinoma de mama humano; MCF7: Carcinoma de mama humano; U251:

Glioblastoma humano; H460: Carcinoma pulmonar de células no pequefias; Hepg2: Carcinoma de higado;

Hep2: Carcinoma humano de laringe; Vero: células de rifion de mono verde africano.
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2.11. Compuestos citotoxicos identificados en el género Juniperus

En este género se han identificados compuestos citotdxicos, con los siguientes

esqueletos quimicos:

1. Esteroles
2. Flavonoides
3. Lignanos
4. Terpenos

2.11.1. Esteroles

Los esteroles son componentes estructurales de la membrana celular,
determinando su viscosidad y estabilidad (Pérez-Urria y Avalos, 2009). Los
esteroles mas abundantes son el estigmasterol, campesterol y el sitosterol. Se ha
observado que el B-sitosterol presenta citotoxicidad en células cancerosas
humanas dependientes e independientes de estrogeno, asi como la inhibicion en
la glicoproteina P (gp-P) (Rubis et al.,, 2010). En la tabla 6 se muestra el B-

sitosterol.

Tabla 6. Esterol citotoxico identificado en el género Juniperus.

Estructura Sustituyentes Nombre Especies y
referencias

R=H B-sitosterol J. sabina L. (Guerra-
Hernandez et
al.,1988)
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2.11.2. Flavonoides

El esqueleto de los flavonoides esta formado por 15 atomos de carbono,
ordenados en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos. En
las plantas tienen funciones de defensa, pigmentacion y son importantes en la
polinizacién y dispersion de semillas (Pérez-Urria y Avalos, 2009).

Algunos flavonoides (y sus derivados sintéticos) como la (-) Epigalocatequina-3-
galato, 8-prenilnaringenina, icaritina, baicaleina, silimarina, biochanina-A,
genisteina, quercetina, chalcona, morina, naringenina, resveratrol, procianidina,
miricetina y kaempferol han mostrado actividad moduladora de transportadores
ABC responsables de la multiresistencia a los farmacos en las células tumorales,
incluyendo a la Glicoproteina P (gp-P) y proteina resistente de cancer de mama
(BCRP, por sus siglas en inglés) (Abdallah et al., 2015).

En la tabla 7 se muestran los flavonoides con actividad moduladora de la gp-P y
BCRP que han sido identificados en otras especies vegetales, pero presentes en

especies del género Juniperus.

Tabla 7. Flavonoides con actividad citotoxica presentes en el género Juniperus
(Modificado de Sethi et al., 1980; Lim et al., 2002).

Estructura Sustituyentes Nombre Especies y
referencias
OH Resveratrol J. macropoda Boiss.

Q (Sethi et al., 1980)

Naringenina J. chinensis L. (Lim et
al., 2002)
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Continuacion tabla 7....

Estructura Sustituyentes Nombre Especies y
referencias

Quercetina J. chinensis L. (Lim et
al., 2002)

2.11.3. Lignanos

Los lignanos son compuestos polifendlicos, relacionados con el metabolismo de la
fenilalanina a través de la dimerizacién de alcoholes cinamicos sustituidos a un
esqueleto de dibencilbutano. En las plantas, presentan funciones como
fitoestrégenos y antioxidantes.

En el género Juniperus se han identificado 62 lignanos, entre los que se ha
reportado a la Deoxipodofilotoxina (Tabla 8) en las partes aéreas y galbulas de J.
communis L., J. bermudiana L., J. phoenicea L., J. chinensis L. var. kaizuka Hort
ex Endl., J. procumbens Siebold ex Endl. Miquel, J. recurva Buch.-Ham. ex D.
Don, J. sabina L., J. squamata Buch.-Ham. ex D. Don in Lambert, J. taxifolia Hook.
& Arn. y J. virginiana L. Mientras, la Podofilotoxina (Tabla 8) se ha reportado en las
hojas de J. chinensis L., J. bermudiana L., J. communis L., J. phoenicea L., J.
scopolorum Sargent, J. squamata Buch.-Ham. Ex D. Don in Lambert, J. recurva
Buch.-Ham. Ex D. Don, J. sabina L., J. virginiana L., J. lucayana Britton y J.
scopolorum Sargent (Hartwell et al., 1953; Renouard et.al., 2011). Este metabolito
secundario es conocido por sus propiedades citotoxicas, ya que se une a la
tubulina e inhibe la polimerizacién de los microtubulos en las células. Actualmente,
la podofilotoxina no se utiliza en la clinica debido a sus efectos adversos. Sin
embargo, esta ha servido en la hemisintesis de drogas anticancer, tal como el
etopdsido, tenipdsido, GL331 y NK611, que son de utilidad en el tratamiento de
distintos tipos de cancer, como el de pulmoén, testicular, de pancreas, cancer de
estémago y leucemias mieloides (Vega-Avila et al., 2006). Por otro lado, el lignano

metil éter-B-peltatina A también presento citotoxicidad (Cairnes y cols. 1980).
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Tabla 8. Lignanos con actividad citotéxica presentes en el género Juniperus
(Modificado de Hartwell et al., 1953; Cairnes et al., 1980; Renouard et al., 2011).

Estructura

Nombre

Especies y referencias

MeO OMe

OMe

on

MeQ) OMe

OMe

MeO

MeO ONMe

OMe

Deoxipodofilotoxina

Podofilotoxina

Metil éter-B-peltatina
A

J. communis, J. bermudiana, J.
phoeniceae, J. chinensis, J.
procumbens, J. recurva, J. sabina,
J. squamata, J. taxifoliay J.
virginiana (Hartwell, 1953;
Renouard et.al., 2011)

J. chinensis, J. bermudiana, J.
communis, J. phoeniceae, J.
scopolorum, J. squamata, J.
recurva, J. sabina y J. virginiana, J.
lucayana, J. scopolorum (Hartwell,
1953; Renouard et.al., 2011)

J. phoenicea (Cairnes et al., 1980)

2.11.4. Terpenos

Los terpenos estan formados por unidades de isopreno. En las plantas, algunos
presentan funciones como antioxidantes, antimicrobianos, hormonas, alelopatia,
entre otros (Pérez-Urria y Avalos, 2009; Ormefio y Fernandez, 2012).

En la tabla 9 se muestra el sesquiterpeno widdrol, tres diterpenoides abietanos y
tres diterpenos aislados e identificados en algunas especies de Juniperos, con

actividad citotéxica significativa en lineas de cancer humano.
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Tabla 9. Terpenos con actividad citotéxica identificados en el género Juniperus (Modificado
de Barrero et al., 2004; EI-Sawi y Montawe, 2008; Moujir et al., 2008, Kwon et al., 2010).

Estructura Sustituyentes Nombre Linea celular: Especies y
Clso referencias

R=OH Metil 12-oxo- H-116: 2.5ug/mL J. phoenicea
8a,15-dihidroabiet- L. (Barrero et
13-en-19-oate PSN1: 5pg/mL  al., 2004)

T98G: 5ug/mL

R=0 Metil 12-oxo-8a- H-116: 2.5ug/mL J. phoenicea
hidroabiet-13-en- L. (Barrero et
19-oate al., 2004)

R=00H Metil abietano A-549: 5ug/mL J. thurifera L.

var. africana
H-116: 2.5pg/mL Maire

(Barrero et
PSN1: 5ug/mL al., 2004

Acido Hepg2: J. phoenicea
sandaracopimarico 7.39ug/mL L. (EI-Sawi y
Montawe,
2 2008)

18 COOH
19
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Continuacion tabla 9....

Estructura

Sustituyentes

Nombre

Linea celular:
Clso

Especies y
referencias

Acido
Juniperexcélsico

Acido 4-epi-
abiético

4-epi-abietol

7a-hidroxitotarol

Hepg2:
7.49ug/mL

Hepg2:
5.72pg/mL

Hepg2:
5.52ug/mL

HelLa: 23.1ug/mL

J. phoenicea
L. (EI-Sawi y
Montawe,
2008)

J. phoenicea
L. (EI-Sawi y
Montawe,
2008)

J. phoenicea
L. (El-Sawi y
Montawe,
2008)

J. brevifolia
(Seub.)
Antonine
(Mouijir et al.,
2008)
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Continuacion tabla 9....

Estructura Sustituyentes ~ Nombre Linea celular: Especies y
Clso referencias
E-isomero del 8a- Hela: 20.4ug/mL J. brevifolia
hidroxilabda- (Seub.)
13(16),14-dien-19- Antonine
il cumarato (Moujir et al.,
2008)
Z-isémero del 8a- Hela: 6.9ug/mL  J. brevifolia
hidroxilabda- (Seub.)
13(16),14-dien-19- Antonine
il cumarato (Mouijir et al.,
2008)
Widdrol HT29: J. chinensis L.

14.05.5ug/mL

(Kwon et al.,
2010)

HT29: Adenocarcinoma de colon humano; HelLa: Carcinoma humano de cérvix; H-116: Carcinoma colorectal

humano; PSN1:carcinoma pancreatico humano; A549: carcinoma pulmonar humano.
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3. JUSTIFICACION

En México y en el mundo se ha incrementado la incidencia de cancer, dentro de
los cuales, el cancer de mama es la primera causa de muerte en mujeres por
neoplasia maligna. La quimioterapia constituye uno de los tratamientos principales,
sin embargo, la mortalidad por esta enfermedad continda incrementando,
principalmente por la formacion de células resistentes al tratamiento utilizado y al
proceso de metastasis, por lo que es importante continuar la busqueda de nuevos
compuestos con propiedades antitumorales.

Diversas especies del género Juniperus presentan actividad citotoxica significativa
sobre lineas tumorales humanas y en algunas especies se han aislado los
compuestos activos. La especie J. monticola f. monticola Martinez aun no ha sido
estudiada. Por ello, el estudio biodirigido en la actividad citotéxica de sus extractos
organicos sobre lineas de cancer humano, es una interesante propuesta para la

busqueda de compuestos con actividad citotoxica.
4. HIPOTESIS

Los extractos organicos de J. monticola f. monticola Martinez presentan actividad
citotdxica sobre lineas tumorales humanas y los compuestos responsables de la

actividad biolégica pueden ser aislados e identificados.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar mediante ensayos in vitro la actividad citotoxica de los extractos organicos
de J. monticola f. monticola Martinez sobre lineas tumorales humanas, fraccionar
los extractos activos y aislar e identificar los compuestos responsables de la

actividad citotoxica.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la actividad citotoxica del extracto etandlico, de acetona y de

hexano de J. monticola sobre lineas tumorales humanas.

e Fraccionar los extractos con actividad citotéxica mediante cromatografia en

columna y evaluar la actividad citotoxica de las fracciones obtenidas.

e Aislar a los compuestos citotoxicos o mayoritarios en las fracciones con

actividad citotoxica.

¢ |dentificar a los compuestos obtenidos mediante espectroscopia infrarroja,

resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.
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7. METODOLOGIA
7.1. Colecta e identificacion taxondmica de J. monticola f. monticola

Para obtener la especie vegetal se realizo la revision de los sitios en que ha sido
colectada, para lo cual fue preciso acudir al Herbario Nacional, localizado en el
Instituto de Biologia, de la Universidad Nacional Autbnoma de México. La colecta
se realizé como a continuacion se describe. Las ramas con hojas y galbulas de J.
monticola se colectaron en Febrero de 2014 en el paraje “Valle de los
Enamorados” en el Parque Nacional El Chico, en el Estado de Hidalgo, para lo
cual se solicitd el permiso de las autoridades correspondientes. Un ejemplar de la
especie fué identificado taxondmicamente por el Dr. David S. Gernandt, en el
Herbario Nacional de México (MEXU), al cual se le asigné el numero de voucher
1340284 y se depositd en esta institucion para futuras referencias. En la Figura 7
se muestra el perfil de la vegetacion del Valle de los Enamorados, que también fue
de utilidad para determinar el sitio de colecta. En la figura 8 se muestra el ejemplar

de J. monticola f. monticola identificado taxondmicamente.

1 Juniperus monticolaf. monticola
2 Abies religiosa
3 Baccharis conferta

Figura 7. Perfil de la vegetacion correspondiente al paraje Valle de los enamorados, en
el parque Nacional El Chico, Hidalgo; donde se localiza J. monticola f. monticola.
Tomado de http://www.chapingo.mx/dicifo/tesislic/2003/Herminio%20Reyes%20Fabian%
202003_
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Plantas de Ménica: Hidalgo

Cupressaceac
Juniperies monticols {. monticol Martioz

Valle de los Enamorados, Pargue Nacional E1 Chico Hidalyo

Altitud 2350 manin

Conlfirs de 34 m do ahiurs. Glbulas de color verde y morado,

Coleetd: Dulia Barrios Palacion

Focha: 2 de Febeoro de 2014
Proyecta para evaluar Is avtvidad cuionica de b exracton
oo du Juniperis st sohes s Butcales Wanss

Figura 8. Ejemplar de J. monticola f. monticola

Martinez.

7.2.0btencion de extractos

Las ramas de J. monticola f. monticola fueron limpiadas y secadas bajo sombra
durante 21 dias. Posteriormente, las galbulas fueron retiradas. Las ramas con
hojas se cortaron en partes pequenas y 600 g fueron macerados en etanol al 80%
por 24 horas. El disolvente y el agua se eliminaron bajo presion reducida en un
rotavapor Buchi 210. En este proceso, el etanol se eliminé primero, quedando
finalmente el agua. Una pequefia parte de este primer extracto, denominado
extracto hidroetandlico, se resguardd hasta su uso. Mientras, el resto del extracto
se particiono con acetato de etilo (AcOEt), dando como resultado un extracto de la

fase organica y otro de la fase acuosa, que se concentraron por separado
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mediante destilacidon al vacio en un rotavapor. De esta manera se obtuvieron tres
extractos: el extracto hidroetandlico, extracto de fase organica y extracto de fase
acuosa.

Posteriormente, 600, 300 y 10g de ramas con hojas de J. monticola f. monticola se
utilizaron para obtener los extractos de acetona, hexano y AcOEt
respectivamente. El material vegetal se macer6 durante 24 h en cada disolvente,
que se elimind por destilacion al vacio en un rotavapor Buchi 210, obteniendo los
extractos correspondientes. El rendimiento de los extractos se calculd como (g del
extracto/g ramas secas) X 100.

Por separado, 1 mg de cada extracto se disolvio en 1 mL de Dimetilsulféxido
(DMSO) al 10%, acetona al 10% o acetato de etilo al 10%, segun la solubilidad de
cada extracto. A partir del stock de cada extracto (1mg/mL) se realizaron
diluciones seriales hasta obtener las concentraciones finales de: 20, 10, 4 y
2ug/mL. Estas concentraciones se utilizaron en los ensayos de citotoxicidad (SRB)
sobre las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231 y en su caso, en la linea no
tumorigénica MCF-10A. El porcentaje de crecimiento de cada linea celular

posterior al tratamiento con los extractos se muestra en el anexo A.

7.3.Lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de mama humano T47D y MDA-MB-231 fueron
generosamente donadas por el Dr. Carlos Pérez Plasencia, del Laboratorio de
Gendmica Funcional de la Unidad de Investigacion en Biomedicina, Facultad de
Estudios Superiores Iztacala. La linea no tumorigénica MCF-10A fue
generosamente proporcionada por el Dr. Alejandro Zentella Dehesa, del
Departamento de Bioquimica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Salvador Zubirdan”. Todos los ensayos de actividad biolégica se
realizaron en el Departamento de Bioquimica del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.
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7.4. Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad de los extractos en las lineas tumorales se realizé de acuerdo al
método de la Sulforodamina B (Vichai y Kirtikara, 2006).

Previo a la utilizacién de los extractos organicos de J. monticola, se realizdé una
curva de Concentracidn-Respuesta utilizando Doxorrubicina (Adriamicina) en
concentraciones de 0.5,1,2,3,4 y 5 uM, con la finalidad de establecer un control
positivo utilizandolo en su concentracion inhibitoria 50 (Clso) sobre las lineas
celulares T47D, MDA-MB-231 y MCF-10A. El control positivo se utilizé en todos
los experimentos realizados.

Como control negativo se utilizaron 10 pL del disolvente en que cada extracto o
fraccion se disolvid, siento entonces DMSO al 10% (en el extracto hidroetandlico y
los extractos de fase organica y la fase acuosa), acetona al 10% (en el extracto de
acetona y AcOEt) y acetato de etilo al 10% (en el extracto de hexano), por lo que
la concentracion final de cada disolvente fue de 0.5%.

Las lineas celulares T47D y MDA-MB-231 se cultivaron en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino previamente inactivado, adicionado
con 100 Ul/mL de penicilina y 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina. Se
mantuvieron a una temperatura de 37°C, en una atmésfera de CO2 al 5%. En una
placa de 96 pozos se colocaron 190 uL de cada linea celular a una densidad
celular de 5x10° células/pozo en las dos lineas tumorales. La linea celular MCF-
10A se cultivd en medio DMEM-F12 suplementado con 5% de suero fetal bovino
previamente inactivado, hidrocortisona, insulina, factor de crecimiento epidérmico,
100 Ul/mL de penicilina y 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina. Las células se
mantuvieron a una temperatura de 37°C, en una atmésfera de CO2 al 5%. En una
placa de 96 pozos se colocaron 190 uL de la linea celular MCF-10A a una
densidad celular de 6x103 células/pozo. La placa se incubé durante 24 horas a 37
°C, CO2 al 5%, después de lo cual se adicionaron 10 pL de los extractos o
fracciones y se incubaron por 24 horas en las mismas condiciones.
Posteriormente, sin remover el sobrenadante, las células se fijaron con una
dilucion acuosa de acido tricloroacético al 10% p/v (100 pL/pozo) durante 60 min a

4°C. Los sobrenadantes se desecharon, la placa se lavdo 4 veces con agua
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corriente y se dejé secar. Después, las células fueron tratados con 100 uL de
sulforodamina B al 0.4% durante 30 min a temperatura ambiente y posteriormente
fueron lavadas con acido acético al 1%. El colorante se extrajo con una dilucion 10
mM de Tris base pH 10.5 y las absorbancias se determinaron en un lector de
placas a una A de 510 nm. La citotoxicidad se calculé conforme con la ecuacién

siguiente:
% crecimiento celular :

Media DOmuestra-Media DOdia 0 X100
Media DOcontrol neg-= Media DOdia o

% inhibicién del crecimiento celular :

100- % de crecimiento celular

A partir de los valores de % crecimiento celular a diferentes concentraciones, se
calculd la concentracion inhibitoria 50 (Clso), es decir, aquella que inhibe el 50%

del crecimiento celular in vitro.

7.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el Software Prisma 6 (Graph Pad
Software, Inc., USA). Los resultados obtenidos son expresados como la media
+DE de tres experimentos independientes. El valor p fue analizado por ANOVA,
para medir la significancia estadistica (p<0.05).
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7.6. Analisis cromatografico

Los extractos organicos de fase organica y acetona se fraccionaron por CC
abierta. Se utilizaron columnas de vidrio empacadas con Silica gel (Sigma-Aldrich)
de 70-230 mesh, en una proporciéon 10:1 con respecto al peso del extracto a
fraccionar. Para la adsorcion del extracto en la Silica gel se utilizé una proporcion
1:1.

En la CC del extracto de fase organica se utilizaron fracciones de 50 mL. En la
elucion con hexano se colectaron 620 fracciones, posteriormente se incremento la
polaridad utilizando Hex:AcOEt 9:1, colectando 84 fracciones, Hex:AcOEt 8:2 con
150 fracciones, Hex:AcOEt 7:3 con 16 fracciones, Hex:AcOEt 1:1 con 132
fracciones, AcOEt con 511 fracciones y AcOEt:MeOH 9:1 con 102 fracciones,
respectivamente.

En la CC del extracto de acetona se utilizaron fracciones de 50 mL. En la elucion
con hexano se obtuvieron 267 fracciones, se incrementé la polaridad utilizando
Hex:AcOEt 8:2 colectando 55 fracciones, Hex:AcOEt 7.5: 2.5 con 47 fracciones,
Hex:AcOEt 4:6 con 10 fracciones, Hex:AcOEt 2:8 con 63 fracciones, AcOEt con 14
fracciones, AcOEt:MeOH 6:4 con 20 fracciones y MeOH con 30 fracciones,
respectivamente.

Se monitored el fraccionamiento en columna por CCF. Se utilizaron placas de
aluminio recubiertas de silica gel (silica gel 60/UV254 Alugram), con indicador de
fluorescencia de 5-17 um. Como revelador se utilizdé una dilucion de sulfato cérico
(Ce2S04) al 1% en acido sulfurico (H2SO4) y una lampara de luz UV de 254 y 365
nm (Spectroline, CM-10). Las fracciones con un patrén cromatografico similar en la

CCF fueron reunidas.
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7.7. Identificacion de los compuestos citotéxicos

En las fracciones 12 y 18 (del extracto de fase organica) y en el solido 5(Il) (del
extracto acetdnico), se procedio a elucidar la estructura del compuesto (citotdxico

o en su defecto, el mayoritario). Para ello, se utilizaron las técnicas siguientes:
e Espectroscopia Infrarroja:

Los espectros de Infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotometro IR
Brucker Tensor 27, en pastilla de bromuro de potasio (KBr). Las absorbancias

se presentan en cm.
e Resonancia magnética nuclear (RMN):

Para los espectros de Resonancia magnética nuclear de protén (*H RMN) y de
Carbono 13 (*C RMN) se utilizé el espectrofotémetro Bruker Avance (300
MHz). Se utilizd tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos (&) estan expresados en partes por millon (ppm).
Las sefiales protonicas se indican con las siguientes abreviaturas: (s)
singulete, (d) doblete, (1) triplete, (q) cuadruple y (m) multiplete. Las constantes
de acoplamiento (J) se expresan en Hertz. Experimentos de RMN adicionales
incluyen DEPT, COSY, HMBC y HSQC.

e Espectrometria se masas (EM):

Los espectros de masas se obtuvieron mediante la técnica de impacto
electrénico, con el equipo JeolAX505HA. Los resultados se presentan como

relacion de masa respecto de la carga (m/z).
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8. RESULTADOS

8.1. Ensayo de citotoxicidad: Método de la Sulforodamina B

8.1.1. Clso de la doxorrubicina en las lineas celulares

Tabla 10. Clso de la Doxorrubicina en las lineas celulares T47D,
MDA-MB-231 y MCF-10A.

Linea celular Clso (UM) Clso (pg/mL)
T47D 1.18 0.68
MDA-MB-231 0.79 0.46
MCF-10A 4.5 2.61

Doxorrubicina
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Figura 9. Porcentaje del crecimiento celular de las lineas celulares T47D, MDA-MB-231 y

MCF-10A después del tratamiento con doxorrubicina.
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En el tratamiento de las lineas celulares con la doxorrubicina (figura 9) se
observan diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de las tres
lineas celulares. El crecimiento de las lineas celulares es dosis dependiente
(anexo A), ya que a medida que se incrementa la concentracién de doxorrubicina,
el crecimiento celular disminuye. Esto concuerda con Chuang et al.,, (2013) y
Eatemadi et al. (2015). En todas las concentraciones de doxorrubicina, la linea
celular MDA-MB-231 es la mas sensible, posteriormente la T47D y luego la MCF-
10A.

8.1.2. Evaluacion de los extractos organicos

8.1.2.1. Extracto etandlico (80%)

8.1.2.1.1. Rendimiento

El rendimiento de los extractos hidroetandlico, fase acuosa y fase organica de J.

monticola f. monticola se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 11. Rendimiento de 600 g de material vegetal de J. monticola.

Especie vegetal Extracto Peso (g) Rendimiento (%)
Extracto hidroetandlico 0.27 0.045
: Fase acuosa 20.29 3.38
J. monticola
Fase organica 6.35 1.05

El rendimiento obtenido del extracto etandlico (80%), que es la suma del extracto
hidroetandlico, la fase organica y la fase acuosa fue de 4.47%. Por su parte,
Orhan y colaboradores (2011) encontraron que los rendimientos de los extractos

etandlicos de hojas de J. oxycedrus subsp. oxycedrus, J. communis subsp. nana,
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J. sabina, J. foetidissima y J. excelsa fueron de 35.2%, 29.1%, 27.6%, 32.5% y

33.6%, respectivamente.

8.1.2.1.2. Evaluacion de la actividad citotoxica

Tabla 12. Clsy del extracto hidroetandlico, fase organica y fase acuosa de J.

monticola en las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231.

Clso
Especie Extracto/ Fase
T47D MDA-MB-231
vegetal
Extracto
hidroetandlico >100 pg/mL >100 pg/mL
J. monticola
Fase acuosa >100 pg/mL >100 pg/mL
Fase organica 20 pg/mL 12.89 pg/mL

En negritas se muestra las Clso de las fracciones consideradas activas.

En la tabla 12 se muestra la Clso del extracto hidroetandlico, la fase acuosa y la
fase organica en las dos lineas tumorales humanas. La Clso del extracto de fase
organica es de 20 y 12.89ug/mL en las lineas celulares T47D y MDA-MB-231,
respectivamente. De acuerdo a los protocolos establecidos por el Instituto
Nacional de Cancer de los Estados Unidos en la bioprospeccion de plantas con
actividad citotoxica, un extracto se considera activo cuando presentan una
Cls0=30ug/mL (Alonso-Castro et al., 2011), por lo que el extracto de fase organica
es activo y los extractos hidroetandlico y de la fase acuosa no se consideran
activos.

En las figuras 10 y 11 se muestra el porcentaje de crecimiento de cada linea
tumoral después de 24h del tratamiento con cada extracto. El extracto de fase
organica resulta el de mayor citotoxicidad, desde la concentracion de 2ug/mL, a
diferencia del extracto hidroetandlico y del extracto de la fase acuosa. Por lo

anterior, se procedi6 a fraccionar el extracto de fase organica mediante

43



cromatografia en columna abierta, para posteriormente aislar en las fracciones a

los compuestos con actividad citotoxica.
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Figura 10. Porcentaje de crecimiento celular de la linea tumoral T47D después de ser

tratada con los extractos hidroetandlico, fase acuosa y fase organica de J. monticola.
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Figura 11. Porcentaje de crecimiento celular de la linea tumoral MDA-MB-231 después
de ser tratada con los extractos hidroetandlico, fase acuosa y fase organica de J.

monticola.
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8.1.2.1.3. Fraccionamiento por CC abierta del extracto de fase organica de J.

monticola

Para el fraccionamiento de fase organica de J. monticola f. monticola se utilizaron
3.7g de extracto.

Las fracciones obtenidas en la cromatografia en columna abierta fueron
monitoreadas mediante CCF (figura 12).

Figura 12. CCF de las fracciones obtenidas de la fase organica de J. monticola por

CC. Extracto total: fase organica total. Los recuadros en rojo sefialan a las fracciones
seleccionadas para la evaluacion de la actividad citotdxica. Los circulos marcados son
componentes observados bajo la luz UV. El sistema de elucion se muestra en la parte superior

de la placa.

En la figura 12 se observan diversos componentes en cada una de las fracciones
obtenidas de la fase organica, por lo que son mezclas complejas. A continuacion

se muestra el rendimiento obtenido de la cromatografia en columna:
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Tabla 13. Rendimiento de las fracciones del extracto de fase organica de J. monticola.

Sistema de elucion con

que se obtuvo cada Fraccion Peso (g)
fraccion
Hexano 1 0.0028
Hexano 2 0.0017
Hexano 3 0.0035
Hexano 4 0.0093
Hexano 5 0.0199
Hexano 6 0.0328
Hexano 7 0.0301
Hexano 8 0.0063
Hexano 9 0.0104
Hexano 10 0.0303
Hexano:AcOEt 9:1 11 0.0421
Hexano:AcOEt 8:2 12 0.0563
Hexano:AcOEt 8:2 13 0.0474
Hexano:AcOEt 7:3 14 0.0101
Hexano:AcOEt 1:1 15 0.0365
Hexano:AcOEt 1:1 16 0.069
Hexano:AcOEt 1:1 17 0.0146
Hexano:AcOEt 1:1 18 0.0907
Hexano:AcOEt 1:1 19 0.1066
Hexano:AcOEt 1:1 20 0.0216
AcOEt 21 0.4688
AcOEt 22 0.462
AcOEt 23 0.5475
AcOEt 24 0.1663
AcOEt 25 0.0436
AcOEt:MeOH 9:1 y MeOH 26 0.1274
Peso (g) 2.4576
Rendimiento 66.42%

En negritas se muestra el rendimiento de las fracciones representativas, que fueron utilizadas para
evaluar su actividad citotoxica.

El rendimiento obtenido de la columna cromatografica fue de 66.42% (tabla 13).
Es normal no recuperar el 100% de la cantidad de extracto que se introduce en la
columna cromatografica, ya que parte de este queda retenido en la silica. La

retencion de los compuestos bajo las condiciones de cromatografia en fase normal
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se debe a las interacciones entre los grupos funcionales polares del analito y los
grupos polares de la silica (siloxanos y silanoles), por lo que las moléculas de
polaridad alta son adsorbidas en este material. Las interacciones que ocurren
pueden ser: puentes de H, interacciones dipolo-dipolo e interacciones dipolo-
dipolo inducido (Buszewsky y Noga, 2012).

Para finalizar la elucién de la columna cromatografica se utilizé6 metanol (100%) y

aun asi se tuvo una pérdida mayor al 30%.

8.1.2.1.4. Evaluacion de la actividad citotoxicidad de las fracciones del

extracto de fase organica de J. monticola

A continuacion se muestran la Clso de las fracciones evaluadas sobre las lineas

tumorales humanas (tabla 14).

Tabla 14. Clso de las fracciones seleccionadas en la CC de la fase organica de J.

monticola sobre las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231.

Fraccion Clso
Especie vegetal Evaluada

T47D MDA-MB-231

7 >100 pg/mL >100 pg/mL

9 21.3 pg/mL >100 pg/mL

J. monticola 12 4.1 ug/mL 0.92 pg/mL
15 12.58 pg/mL 1.55 pg/mL

18 >100 pg/mL >100 pg/mL

22 >100 pg/mL >100 pg/mL

25 >100 pg/mL >100 pg/mL

En negritas se muestra las Clso de las fracciones consideradas activas.

En la tabla 14 se observa que las fracciones 12 y 15 son las de mayor actividad
citotdéxica (con una Clso menor a 30ug/mL) en las dos lineas tumorales. Por otro
lado, la fraccion 9 solo tuvo actividad en la linea T47D, con una Clso de 21.3ug/mL,
pero necesita mas de 100 ug/mL para la Clso en la linea MDA-MB-231. Mientras

que las fracciones 7,18, 22 y 25 no presentan una actividad citotoxica significativa.
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En las figuras 13 y 14 se muestra el porcentaje de crecimiento de cada linea

tumoral después de 24h del tratamiento con cada fraccion seleccionada.
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Figura 13. Porcentaje de crecimiento celular de la linea tumoral T47D después de ser
tratadas con seis fracciones obtenidas por cromatografia en columna de la fase organica

de J. monticola.
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Figura 14. Porcentaje de crecimiento celular de la linea tumoral MDA-MB-231 después de
ser tratadas con seis fracciones obtenidas por cromatografia en columna de la fase

organica de J. monticola. 48



8.1.2.1.5. CCF con reveladores especificos

Figura 15. CCF de las fracciones con mayor actividad citotéxica utilizando reveladores
especificos. Sulfato cérico; Dragg: Reactivo de Draggendorf; RPN: Revelador de Productos
Naturales; Vainillina sulfurica y p-anisaldehido. Los circulos muestran componentes observados

en la luz UV. El sistema de elucion en las tres fracciones fue Hex:AcOEt 3:6.

Las fracciones 9, 12 y 15 tuvieron una actividad citotoxica significativa (tabla 14),
pero el rendimiento obtenido fue muy bajo. Con el propédsito de conocer los tipos
de compuestos quimicos presentes en estas, se procedidé a revelar las placas
utilizando reveladores generales y especificos, por lo que se utilizé Sulfato cérico
(revelador general), reactivo de Draggendorf (alcaloides), revelador de Productos
Naturales (RPN) (flavonoides), Vainillina Sulfuarica (fenoles, triterpenos, esteroles,
alcoholes) y p-anisaldehido (terpenos, esteroles) (figura 15).

8.1.2.1.6. Compuesto en la fraccién 12

Debido a que la fraccion 12 presentd actividad citotoxica, se realizaron los
espectros de IR,"H RMN, 3C RMN y EM. De acuerdo al andlisis y estudio de los
espectros obtenidos (anexo C), podemos indicar que presenta un éster

hidrocarbonado de cadena larga.
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8.1.2.1.7. Compuesto mayoritario en la fraccion 18

Se realizaron tres cromatografias en columna del extracto de la fase organica de
J. monticola f. monticola (Figura 12 y anexo B) y en las tres se observé la
presencia de un mismo compuesto, por lo que surgio el interés en identificarlo. En
la figura 12, dicho compuesto se encuentra en la fraccion 18 y se observa como
una mancha color rojo al revelar la placa fina con sulfato cérico, con un Rf=0.875
en un sistema de elucion AcOEt:MeOH 9:1.

En la tabla 15 se describen los datos de IR,"H RMN, 3C RMN y EM de la fraccién
18. Con base al analisis de los espectros de IR, '"H RMN, '3C RMN, DEPT, COSY,
HSQC, HMBC y EM (anexo D). En la figura 16 y 17 se propone la estructura

quimica de este compuesto (1).

En la figura 18 se representan los fragmentos prioritarios del espectro de masas vy

que apoyan a la estructura propuesta para el compuesto 1.

A) B)

Figura 16. Estructura del compuesto 1. A) anillo C en estructura plana, B) anillo C en

estructura en silla.
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Figura 17. Correlaciones HMBC y HSQC en el

compuesto 1.




Tabla 15. Datos de RMN, EM e IR del la elucidacion del compuesto 1.

RMN (300 MHz) MeOD IRMJE/DBP-Jm-2

No. H 13C V' max, (KBr, Pastilla)
2 4.56,1H,d, J=7.5 82.83 (CH) 3231, 2929, 1605, 1518cm™"!
3 2.84,2H,td,J=5.4,J=16,J=8.0 28.49 (CHy)

4 3.96,1H,td,J=5.4,J=16 68.80 (CH)

5 157.55 (C) EM, EI

6 5.92,1H,d,J=2.1 96.31 (CH) C15H1406, M*=290

7 157.88 (C) miz 272 (M*-18) (30)

8  5.84,1H,d,J=2.1 95.52 (CH) m/z 152 (60)

4 100.84*(C) m/z 139 (100)

8* 156.90%(C) miz 123 (62)

1’ 132.22 (C)

2 6.82,d,1H,J=1.8 115.26 (CH) EM DAP

3’ 146.23 (C) M+ 291 (M+1)

4 146.20 (C) m/z 139

5 6.76,1H,d,J=6.9 116.09 (CH)

6 6.70,1H,dd,J=1.8J=6.9 120.04 (CH)
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Figura 18. Fragmentacion del compuesto 1 por EM (Impacto electrénico y DAP).
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Con base a los espectros espectroscopicos y espectrométrico analizados, el
compuesto 1 es un esteroisdémero configuracional del Luteoforol y del epiluteoforol
(Figura 19), ya que comparten la misma formula molecular y misma secuencia de
atomos, pero difieren de la orientacién tridimensional de sus atomos en el espacio,

principalmente en el C-2 del anillo C.

o OH OH

OH OH

6l

Luteoforol Epiluteoforol

Figura 19. Estructuras del Luteoforol y Epiluteoforol (modificado de De Souza et al., 2008).

8.1.2.2. Extracto de acetona
8.1.2.2.1. Rendimiento

En la tabla 16 se muestra el rendimiento obtenido del extracto de acetona.

Tabla 16. Rendimiento de 600g de material vegetal de J. monticola

Especie vegetal Extracto Peso (g) Rendimiento
(%)
J. monticola Acetona 42.6 71
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8.1.2.2.2. Evaluacion de la actividad citotoxica

A continuacion se muestra la Clso del extracto de acetona sobre las lineas

tumorales humanas.

Tabla 17. Cls, del extracto de acetona de J. monticola en las lineas tumorales T47D y
MDA-MB-231.

Clso

Especie vegetal Extracto T47D MDA-MB-231

J. monticola Acetona 19.26 pg/mL 9.53 pg/mL

En negritas se muestra las Clso de las fracciones consideradas activas.

En la figura 20 se muestra el porcentaje de crecimiento de las lineas tumorales

después de 24h del tratamiento con el extracto de acetona.
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Figura 20. Porcentaje de crecimiento celular de las lineas tumorales T47D y MDA-MB-

231 después de ser tratadas con el extracto de acetona de J. monticola.
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Como se observa en la tabla 17, el extracto de acetona presenta actividad
citotoxica en las lineas T47D y MDA-MB-231, con una Clso de 19.26 y 9.53ug/mL,
respectivamente. Mientras, en la figura 20 se observan diferencias significativas en
el crecimiento de la linea celular T47D (desde 4 hasta la de 20 ug/mL) y en la linea
MDA-MB-231 (desde 2 pug/mL) respecto del control negativo (concentracion 0). Se
observa que la linea tumoral MDA-MB-231 es mas sensible al extracto de acetona,
que la linea tumoral T47D, lo cual también ocurri6 con el extracto de fase

organica.

8.1.2.2.3. Fraccionamiento por CC abierta del extracto de acetona de J.

monticola

Debido a la actividad citotoxica significativa del extracto de acetona en las lineas
tumorales, se procedié a realizar la separacion de 10g este extracto por

cromatografia en columna, obteniéndose las fracciones siguientes:

Figura 21. CCF del fraccionamiento del extracto de acetona de J. monticola por CC. A la
derecha se incluye el extracto total de acetona y el extracto de la fase organica. Las fracciones en
recuadro rojo fueron seleccionadas para el ensayo de citotoxicidad. Los circulos marcados

muestran componentes observados en la luz UV.
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En la figura 21, al igual que con lo observado en la CC de la fase organica, se
observa una gran cantidad de componentes en cada una de las fracciones
obtenidas. Ademas, con el sistema hex:AcOEt 6:4 eluyen la mayoria de los
compuestos del extracto de acetona, mientras que aproximadamente solo 6
componentes del extracto de fase organica eluyen con esta polaridad y la mayoria
de los componentes se encuentran en el punto de aplicacién. En la tabla 18 se
muestra el rendimiento de las fracciones obtenidas por CC del extracto de

acetona.
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Tabla 18. Rendimiento de la CC del extracto de acetona.

Fracciones Soélidos homogéneos obtenidos
Sistema de elucion No. de
con que se Fraccion Peso (g) sdlidos Caracteristicas Punto de Peso Solubilidad
obtuvieron obtenidos fusion (9)
Hexano 1 0.0047 | Blanco, granulado 45-47°c 0.0047 Diclorometano/
Hexano
Hexano 2 0.0553 | Pelicula blanca 63-64°C  0.0028 Diclorometano/
Hexano
] Pelicula blanca/amarilla 48°C 0.008 Diclorometano/
Hexano
Hexano 3 0.0173 S/ Sélidos obtenidos
Hexano 4 0.0244 | blanco, poroso 70-72°C 0.0095 Diclorometano/
Hexano
Hexano 5 0.0708 | Blanco 45-47°C 0.0348 Diclorometano/
Hexano
I Blanco, poroso 45°C 0.1561 Diclorometano y
Hexano
Hexano 6 1.0997 | Blanco 71-72°C 0.0075 Diclorometano/
Hexano
1] blanco, granulado 74-75°C 0.0432 poco en
Diclorometano
Hexano 7 0.7174 | blanco, poroso 60°C 0.0145 Diclorometano
Hexano 8 0.0369 | blanco/amarillo 45-48°C 0.0068 Diclorometano
Hexano 9 0.1354 S/ Sélidos obtenidos
Hexano 10 0.3151 S/ Sélidos obtenidos
Hexano 11 0.3832 S/ Sélidos obtenidos
Hexano 12 0.0861 | Blanco/amarillo 62-63°C 0.0024 Hexano
Hex:AcOEt 8:2 13 0.1573 | Blanco/amarillo 54-55°C 0.003 Diclorometano
Hex: AcOEt 8:2 14 0.1189 | Blanco/amarillo 72-76°C 0.0082 Diclorometano
Hex: AcOEt 7.5:2.5 15 0.2256 Sin Solidos obtenidos
Hex: AcOEt 7.5:2.5 16 0.0864 Sin Sdlidos obtenidos
Hex: AcOEt 7.5:2.5 17 0.1186 Sin Solidos obtenidos
Hex: AcOEt 4:6 18 0.2455 Sin Solidos obtenidos
Hex: AcOEt 4:6 y 2:8 19 0.4341 Sin Sélidos obtenidos
Hex: AcOEt 2:8 y
AcOEt 20 0.2253 Sin Sdlidos obtenidos
AcOEty
AcOEt:MeOH 8:2 21 0.9121 Sin Sdlidos obtenidos
AcOEt:MeOH 6:4 y
MeOH 22 0.1526 Sin Sdlidos obtenidos
obtenidos
fracciones 6.2544 g obtenidos sélidos homogéneos 0.3015

RENDIMIENTO TOTAL=65.55 %
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A todas las fracciones del extracto de acetona se les realiz6 la técnica de
cristalizacion y en algunas de estas se formaron solidos homogeéneos. En el caso
de las fracciones 2,5 y 6, los soélidos que se formaron fueron separados por
filtracion, y al nuevamente evaporarse el disolvente se formé otro sdlido, por lo
cual en estas fracciones se mencionan a los sélidos | y Il. En la tabla 18 se
muestran el numero de solidos obtenidos en cada fraccion, sus caracteristicas,
punto de fusion y solubilidad en disolventes.

De los 16 solidos obtenidos, debido a su naturaleza apolar, solo el sélido 5(1) fue
evaluado en el ensayo de citotoxicidad. La estructura quimica del solido 5(ll) se
elucidé por Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de Masas e Infrarrojo
(anexo E), cuyo andlisis de espectros muestran que es un éster hidrocarbonado
de cadena larga (aproximadamente 33 carbonos). En la literatura no se han

reportado compuestos de este tipo con actividad citotdxica.

El sdlido 5 (Il) junto con las fracciones 2, 5, 6, 9, 13 y 20 fueron evaluados en el

ensayo de citotoxicidad (tabla 19).

Tabla 19. Clso de las fracciones obtenidas por CC del extracto de acetona de J. monticola
en las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231.

Clso
Especie Fraccion T47D MDA-MB-231
vegetal
2 37.5 pg/mL 47 pg/mL
5 78 pg/mL 49.6 pg/mL
J. monticola Solido 5(11) >100 pg/mL >100 pg/mL
6 25.2 yg/mL 54.9 ug/mL
9 89 pg/mL >100 pg/mL
13 39.45 pg/mL >100 pg/mL
20 >100 pg/mL 68.4 pyg/mL

En negritas se muestra la Clso de la fraccion considerada activa.
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Solo la fraccion 6 presentd actividad citotoxica (Clso de 25.2ug/mL) en la linea
celular T47D, pero la misma fraccion no tuvo efecto en la linea MDA-MB-231. Por
otra parte, el solido 5(II) no presentd actividad citotoxica en las lineas tumorales,
ya que requiere mas de 100ug/mL para la Clso.

En la figura 22 y 23 se muestra el crecimiento celular de las lineas T47D y MDA-
MB-231 frente al tratamiento con las fracciones y el sélido 5(ll) del extracto de
acetona. Se observa que solo la fraccion 6 tuvo actividad citotoxica (solo en la
linea T47D), mientras que las fracciones restantes no, a pesar de que fueron
seleccionadas por ser representativas y constituyen casi la tercera parte del total
de fracciones.

Puesto que la fraccion 6 tuvo actividad citotoxica en la linea T47D y un
rendimiento de 1.0997g, se propone que esta fraccion sea separada mediante

HPLC, que seria la técnica mas apropiada.
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Figura 22. Porcentaje de crecimiento celular de la linea tumoral T47D después de ser

tratada con las fracciones del extracto de acetona y el sélido 5 (ll) de J. monticola.
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Figura 23. Porcentaje de crecimiento celular de la linea tumoral MDA-MB-231 después

de ser tratada con las fracciones del extracto de acetona y el sélido 5 (Il) de J. monticola.

8.1.2.3. Extracto de hexano
8.1.2.3.1. Rendimiento

El rendimiento obtenido en el extracto de hexano se muestra en la tabla 20.

Tabla 20. Rendimiento de 300 g de material vegetal de J. monticola.

Especie vegetal Extracto Peso (g) Rendimiento (%)

J. monticola Extracto hexano 5.96 1.99

8.1.2.3.2. Evaluacioén de la actividad citotoxica

A continuacion se muestran los valores de la Clso del extracto de hexano en las

lineas tumorales T47D y MDA-MB-231.
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Tabla 21. Cls, del extracto de hexano de J. monticola en las lineas tumorales T47D y
MDA-MB-231.

Clso
Especie Extracto T47D MDA-MB-231
vegetal
J. monticola Hexano 40.5 pyg/mL >100 pg/mL

El extracto de hexano no presenté actividad citotéxica importante contra las lineas
tumorales T47D y MDA-MB-231, ya que la Clso es mayor a 30ug/mL (tabla 21).
Como se observa en la figura 24, existen diferencias significativas de la actividad
citotoxica del extracto de hexano entre la linea T47D y MDA-MB-231, siendo esta

ultima la mas susceptible a este extracto.
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Figura 24. Porcentaje de crecimiento celular de las lineas tumorales T47D y MDA-MB-

231 después de ser tratadas con el extracto de hexano de J. monticola.
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8.1.2.4. Extracto de acetato de etilo

Debido a la actividad citotdéxica de extractos organicos de polaridad media de J.
monticola, se procedidé a evaluar el extracto de AcOEt. En la siguiente tabla se

muestra el rendimiento obtenido.

8.1.2.4.1. Rendimiento

Tabla 22. Rendimiento de 10g de material vegetal de J. monticola

Especie vegetal Extracto Peso (g) Rendimiento
(%)
J. monticola Acetato de etilo 0.093 0.93

8.1.2.4.2. Evaluacion de la actividad citotoxica

Tabla 23. Clsy del extracto de acetato de etilo de J. monticola f. monticola en las lineas
tumorales T47D y MDA-MB-231.

Clso

Especie vegetal Extracto T47D MDA-MB-231

J. monticola AcOEt 4.5 pg/mL 7 pg/mL

En negritas se muestra las Clso de las fracciones consideradas activas.

63



Extracto acetato de etilo

120 *kkk

Bl 147D
100 5 MDA-MB-231
80

60 * kK

20

de crecimiento celular

%
o
I 1
|
4

T
0 2 4 10 20

Concentracién (mg/ml)

Figura 25. Porcentaje de crecimiento celular de las lineas tumorales T47D y MDA-MB-

231 después de ser tratadas con el extracto de acetato de etilo de J. monticola.

En la tabla 23 y figura 25 se muestra que el extracto de acetato de etilo presenta
actividad citotoxica en las lineas T47D y MDA-MB-231, con una Clso de 4.5 y
7ug/mL, respectivamente. Por ello, este extracto resulta el de mayor actividad

citotoxica sobre las células de cancer.

8.1.2.5. Evaluacioén de la actividad citotoxica de las fracciones y extractos

activos de J. monticola sobre la linea no-tumorigénica MCF-10A

Los extractos de fase organica, acetona y AcOEt, junto con las fracciones
citotdoxicas (9,12 y 15 de la fase organica) de J. monticola f. monticola fueron

evaluados sobre la linea MCF-10A, como se muestra a continuacion.
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Tabla 24. Clso de extractos y fracciones activas de J. monticola sobre la linea no-
tumorigénica MCF-10A.

Clso

Especie vegetal Extracto/ Fraccion MCF-10A
Fase organica 26.2 pg/mL
Extracto AcOEt 23.6 pg/mL
J. monticola Extracto de acetona >100 pg/mL
Fraccién 9 >100 pg/mL
Fraccion 12 >100 pg/mL

Fraccion 15 57 pg/mL

En negritas se muestra la Clso de la fraccion considerada activa.
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Figura 26. Porcentaje de crecimiento celular de la linea no tumorigénica MCF-10A

después de ser tratada con extractos y fracciones con actividad citotoxica de J. monticola.

En la linea MCF-10A, el extracto de fase organica y el extracto de AcOEt tuvieron
una actividad citotéxica importante, con una Clso de 26.2 y 23.6ug/mL,

respectivamente (tabla 24). Ademas, entre estos dos extractos no hay diferencias
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estadisticamente significativas. La fraccion 9, 12 y 15 no se consideran citotdxicas,
al requerir mas de 30ug/mL para su Clso.

Por otro lado, el extracto de acetona requiere >100ug/mL para la Clso de esta linea
no tumorigeénica.

Los resultados de la evaluaciéon de los extractos y fracciones citotdxicas sobre la
linea celular MCF-10A muestran que esta linea celular resulta menos afectada al
efecto citotoxico de estos, en comparacion a las lineas tumorales T47D y MDA-
MB-231 (figura 26).
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9. DISCUSION

La Clso de la doxorrubicina en un tiempo de exposicidon a 24 h en la linea T47D ha
sido reportada de 250 nM (Bazargan et al., 2008), 15 nM (Nurzijah et al., 2012),
por lo que resultan menores a la aqui utilizada, mientras que Eatemadi y cols,
(2015) la reportan de 3.001 uM, que es mas del doble a la que aqui se utilizé.

Por otro lado, en la linea tumoral MDA-MB-231, Costantini y cols. (2010)
reportaron la Clso de la doxorrubicina a 24 h de 1.26uM, por lo que la
concentracion aqui utilizada es menor.

Como se ha observado en la literatura y en el presente trabajo, la Clso de la
doxorrubicina sobre las lineas celulares varia en los diversos estudios, incluso

tratandose de la misma linea celular.

Respecto de las fases acuosa y organica obtenidas del extracto hidroetandlico, la
fase acuosa tuvo un rendimiento de 3.37% y la fase organica 1.05%, por lo que
presentan una proporcion cercana a 3:1. La mayor parte de los componentes de
esta fase organica contiene compuestos de baja y mediana polaridad, ya que en la
cromatografia en columna del extracto de fase organica, algunos componentes
eluyen con hexano, pero el mayor rendimiento se obtuvo cuando se utilizé AcOEt
(tabla 13). En la fase de AcOEt obtenida del extracto etandlico de las hojas de J.
excelsa, Moein y Moein (2010) reportaron la presencia de fenoles y flavonoides,
mientras que Mujwah y cols. (2010) identificaron el flavonoide 3°,4°,3,7-
tetrahidroxiflavona en la fase organica (AcOEt) del extracto metandlico de hojas de
J. procera Hochst. Ex EdIl. La presencia de flavonoides concuerda con nuestros
resultados, ya que en la fraccién 18 del extracto de fase organica se identificé un

flavonol (figura 16).

Por otro lado, en los extractos de alta polaridad de especies de juniperos se han
reportado diversos compuestos quimicos, como los lignanos desoxipodofilotoxina
y Metil éter B- peltatina A, identificados en el extracto etandlico de las hojas de J.
phoenicea (Cairnes et al., 1980). En el 2011, Orhan y cols. reportaron la presencia
de fenoles y flavonoides en los extractos etandlicos y acuosos de las ramas de J.

communis subsp. nana, J. excelsa, J. foetidissima, J. oxycedrus subsp. oxycedrus
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y J. sabina. Mientras que en los extractos etandlicos (50%) de las hojas de las
especies J. navicularis Gand., J. oxicedrus L. var. badia H. Gay, J. phoenicea y J.
turbinata Guss, analizados por HPLC-EM, Tavares y cols. (2012) identificaron
catequinas, procianidinas, derivados flavonoles (quercetina rutinésida y quercetina
ramnésida), flavonas (isoscuteraleina y glicésidos luteolina), biflavonas (como
amentoflavona, cupresuflavona e hinokiflavona), psidrina y el trimero procianidina.
Por otro lado, en los extractos metandlicos y acuosos de las ramas de J.
communis L. var. communis, J. communis L. var. saxatilis Pall., J. drupacea Labill,
J. oxycedrus L. subsp. oxycedrus y J. oxycedrus L. subsp. macrocarpa (Sibth. &
Sm.) Ball, Taviano y cols. (2011) reportan un alto contenido de fenoles,
flavonoides y taninos condensados, lo que coincide con los trabajos de los
extractos metandlicos de las hojas de J. sibirica Burgsdorf, J. oxycedrus L. subsp.
oxycedrus y J. phoenicea (Lesjak et al., 2011; Chaouche et al.,2013; Keskes et
al., 2014). En el extracto metandlico de las ramas de J. macrocarpa Sibth. et Sm.,
Lesjak y cols. (2014) encontraron acidos fendlicos (acido protocatecuico, acido
galico, acido p-hidroxibenzoico, entre otros), flavonoides (rutina, catequina,
quercitrina y epicatequina, entre otros), cumarinas (umbelliferona y asculetina) y

lignanos (matairesinol y secoisolariciresinol).

Al revelar las fracciones 9, 12 y 15 (del extracto de fase organica) con
sulfato cérico y calentado de la placa, se produce la oxidacién de las moléculas
presentes en las fracciones como zonas de color café claro.

Para detectar la presencia de alcaloides y flavonoides, se utilizaron el reactivo de
Draggendorf y el RPN, respectivamente, pero no se logré detectar la presencia de
este tipo de compuestos, mientras que con la vainillina sulfurica,sélo se
observaron algunas manchas mas en la fraccion 12 y 15, respecto de las manchas
observadas cuando se revela con sulfato cérico.

También se utilizo el p-anisaldehido para detectar la presencia de un amplio rango
de productos naturales. En las tres fracciones se observa coloraciéon en la CCF
utilizando este revelador, lo que indica la presencia de diversos compuestos, que
dependiendo de la naturaleza de sus nucleos quimicos, adquieren diversos

colores al oxidarse.
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El revelador p-anisaldehido permite detectar e identificar un amplio rango de
productos naturales, como prenoles, dolicoles, compuestos ribo y deoxi—ribo-
nucledsidos, antioxidantes, esteroles, carbohidratos, fenoles, glicésidos,
sapogeninas, componentes de aceites esenciales y terpenos, entre otros
(Ubatuba, 1978).

En la fraccion 9 las manchas coloridas mas prominentes son de color rosado y
azul intenso, por lo que de acuerdo a los tipos de compuestos que se pueden
identificar con este reactivo, podria tratarse de saponinas triterpénicas y esteroles.
En la fraccion 12 aparece una zona color azul intenso y una color violeta, por lo
que podrian ser esteroles y saponinas esteroidales. Finalmente, en la fraccion 15
también aparece una zona color azul intenso y otra de color violeta, por lo que
podrian ser esteroles.

La CCF utilizando reveladores especificos permite dar una idea de los grupos de
metabolitos secundarios presentes en los extractos y en las fracciones, como se
ha visto en este caso. Con el uso de reveladores especificos se observo que los
compuestos mayoritarios en las fracciones 9, 12 y 15 son del tipo de los esteroles

y terpenos.

Debido al bajo rendimiento de las fracciones 9, 12 y 15, se procedio a realizar otra
CC del extracto de fase organica (anexo B, figura 2) ahora utilizando 10 g de
extracto. Todas las fracciones obtenidas se intentaron cristalizar mediante mezclas

de disolventes. Sin embargo, no se logré obtener ningun saélido cristalino.

En el fraccionamiento por CC de tres extractos (obtenidos por separado) de la fase
organica de J. monticola f. monticola se obtuvo el compuesto 1, cuyo espectro de
'THRMN muestra sefales a 6.82 (d) que integra para 1H de J=1.8 Hz, que
corresponden a un protdon aromatico y que se asigno al proton en C-2°, del anillo B
de un flavonoide, el cual tiene una interaccion meta con H-6" (dd) a 6.70, 1H,
J=1.8, J=6.9 y este ultimo tiene otra en posicién orto con H-5" un d (1H) a 6.76
(J=6.9).

Con respecto al anillo C del compuesto 1, es un anillo de seis miembros de tipo

oxirano insaturado, el H-2 produce la sefal doble (J=7.5) desplazada a 4.56 (1H),
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que corresponde a un protdn unido a un carbdn unido al oxigeno del éter, la
constante de acoplamiento de este proton indica que tiene orientacion ecuatorial,
con relacion a los H-3a y H-3b. El H-4 es el causante de la senal a 3.96 (td) (1H)
que presenta constantes de acoplamiento del orden de J=5.4 y J=16. Esta ultima
permite establecer que tiene orientacion axial-axial con el H-3b, como se
representa en la férmula del compuesto 1 (figura 16). Los hidrégenos del carb6n-3
corresponden a un metileno, es una sefial (td) centrada a 2.84 (2H) con
constantes de acoplamiento de J=5.4, J=16, J=8.0. Al anillo C corresponden dos
sefales dobles centradas a 5.92 y a 5.84, J=2.1 que integran respectivamente
para 1H, la constante de acoplamiento es de J=2.1 lo que confirma la posicion
meta uno del otro.

En lo que corresponde al espectro de '3C RMN, apoyados en los experimentos de
HMBC, HSQC y DEPT, todos los carbonos de la molécula en estudio fueron
asignados como se encuentran en la tabla15.

La asignacion de los carbonos de anillo C se debe a su desplazamiento quimico,
el C-2 esta en 82.83 ppm, C-3 en 28.49 ppm (metileno) y a 68.80 ppm, los cuales
fueron confirmados por los experimentos en 2D (anexo D).

En el andlisis de rotacion dptica, este compuesto presenté [a]p?°-11°.

En la figura 18 se muestra la fragmentacién del compuesto 1, por Espectrometria
de Masas y DAP.

Los datos obtenidos en el presente estudio muestran que el compuesto 1 es un
esteroisdémero configuracional del Luteoforol y el Epiluteoforol (Figura 19), ya que
tienen la misma férmula molecular (C15H140s6) y la misma secuencia de atomos,
pero difieren en la orientacion tridimensional de sus atomos en el espacio. Debido
a las sefales obtenidas por el H-2, la constante de acoplamiento de este protdn
indica que tiene orientacion ecuatorial, con relaciéon a los H-3a y H-3b, lo que
indica que entonces el C-2 se une al C-1'del anillo B mediante un enlace B axial
(compuesto 1).

En la revision en la literatura, se confirmd que el compuesto 1 aun no ha sido
descrito en el género Juniperus ni en otras especies vegetales. Ademas, los datos

de RMN del Luteoforol tampoco han sido descritos.
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En los resultados de la evaluaciéon de la actividad citotoxica del extracto de fase
organica y de sus fracciones, se observa que la linea celular MDA-MB-231 es mas
susceptible al efecto citotoxico, en comparacion con la linea celular T47D. Este
resultado es importante, ya que la linea celular MDA-MB-231 pertenece al cancer
de mama triple negativo, que presenta una elevada tasa de metastasis y menos
del 30% de las mujeres que lo presentan sobreviven a los 5 afios y la mayoria

muere, a pesar de la quimioterapia (Lehmann et al., 2011).

Una de las principales dificultades en el aislamiento e identificacion de los
compuestos citotoxicos en las fracciones activas del extracto de fase organica,
fueron los bajos rendimientos obtenidos, de 10.4 mg para la fraccion 9, 56.3 mg
para la fracion 12 y 36.5 mg para la fraccion 15. Debido a esta problematica, no

fue posible aislar algun compuesto homogéneo en estas fracciones.

En los extractos acetdnicos de especies de este género los diterpenos son los
constituyentes mas identificados. Ademas, la mayoria de los compuestos
citotoxicos de los juniperos son diterpenos (tabla 9), por lo que trabajar con el
extracto de acetona resulta importante, ya que este extracto muestra una actividad
citotdxica significativa contra lineas tumorales humanas T47D y MDA-MB-231.

Hartwell y cols. (1953) identificaron a la podofilotoxina en el extracto aceténico de
las hojas de J. virginiana, J. lucayana, J. scopolorum y J. sabina. Ademas, algunos
juniperoprenoles (C7o-C105), se obtuvieron en las hojas de J. communis (Sasak et
al., 1976). Por otro lado, Fang y cols. (1993) aislaron 18 diterpenos de un extracto
acetonico con una posterior particion con AcOEt, de la corteza de J. chinensis
Linn. var kaizuka Hort. Los diterpenos identificados fueron: acido
sandaracopimarico,  ferruginol,  dehidroabietanona, sugiol,  6a-hidroxi-7-
oxoferruginol, 6,7-secoferruginol-6,7-dial, totarol, totarolona, acido comunico, acido
isocuprésico, acido agatico, los isomeros E y Z del acido 12,15-dihidroxilabda-
8(17),13-dien-19-oico, acido 2a-hidroxi-trans-comunico, &cido 2a-hidroxi-cis-
comunico, acido 15,16-bisnor-8,17-epoxi-13-oxolabd-11E-en-19-oico, acido 12,13-
epoxilabda-8(17),14-dien-19-oico y el acido 12,13-dihidroxilabda-8(17),14-dien-
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19-oico.

En 1996, este mismo grupo de investigacion identificd otros 12 sesquiterpenos, 14
diterpenos y un bisnorditerpeno, aislados de un extracto acetonico del duramen de
J. chinensis Linn. var kaizuka Hort. Los sesquiterpenos identificados fueron: [3-
cuparenol, a-acorenol, tujopsen-12-ol, isoleptografiol, 6xido cariofileno, 6,7-
epoxicariofil-3(15)-en-14-ol, cedr-3-en-15-ol, cedrol, cedran-3a-ol, cedrano-3(,12-
diol, 2,2,6,9-tetrametiltriciclo undecan-9-ol y a-longipinen-12-ol. Los diterpenos
fueron: ferruginol, hinokiol, dehidroabietinol, abieta-8,11,13-trien-7-ona, sugiol,
totarol, acido sandaracopimarico, acido transcomunico, acido cis-comunico, acido
agatico, acido isocuprésico, acido acetilisocuprésico, acido 15-hidroxilabda-8(17)-
en-19-oico y el acido 15-hidroxilabda-8(17)-11E,13E-trien-19-oico.  El
bisnoditerpeno identificado fue el acido 15,16-bisnor-13-oxolabda- 8(17), 11E-dien-

19-o0ico.

En la CCF del extracto de acetona respecto del extracto de fase organica (figura
21), se observa que este ultimo presenta componentes de mayor polaridad,
respecto del primero. Como se ha mencionado, los extractos de acetona contienen
principalmente sesquiterpenos y diterpenos, mientras, el extracto de fase organica
presenta compuestos fendlicos. A pesar de esto, ambos extractos presentan
componentes citotoxicos, ya que su Clso es menor a 30 ug/mL sobre las lineas

tumorales humanas en este trabajo.

La actividad citotdéxica observada en el extracto de acetona sobre las lineas
celulares T47D y MDA-MB-231 puede deberse a la sinergia de dos o mas
compuestos, ya que en las fracciones obtenidas, ninguna presenta la actividad
citotdoxica del extracto total de acetona. Por otro lado, también es probable que
durante el fraccionamiento del extracto de acetona, algunos compuestos activos

se desnaturalicen, por lo que pierden sus propiedades y la actividad citotoxica.

Respecto del extracto hexanico, Damjanovic (2003) describe que los
constituyentes principales de estos son aceites, ceras y resinas. Sin embargo, en
el extracto hexanico de las hojas de J. sabina, De Pascual y cols. (1981)

obtuvieron cumarinas (siderina, cumarsabina y 8-metoxi-cumarsabina), mientras
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que Owens y cols (1998) identificaron los monoterpenos a-pineno, bornil acetato,
alcanfor, citronelol, limoneno, linalol, mirceno, sabineno y tricicleno como los
principales monoterpenos del extracto hexanico de las hojas de J. Ashei Buchholz.
En 2005, Seca y Silva estudiaron la composicion quimica del extracto hexanico de
la corteza de J. brevifolia, cuyos resultados muestran que los principales
componentes son sesquiterpenos (junipeno, cedre-8-eno y cedrol), acidos
diterperpénicos, abietanos fendlicos (totarol y 6,7-dehidroferruginol), totaranos,
ceto diterpenos (sugiol, 6-oxoferruginol , totarol-3-ona y totarol-1,3-diona), acidos
grasos (acidos octadecanoico, oleico, palmitico, docosanoico y tetradocosanoico),
alcoholes alifaticos de cadena larga (eicosanol), esteroles (sitosterol, estigmasterol
y campesterol) y ésteres. Mientras que en el extracto hexanico de las ramas de J.
lucayana, Ortiz y cols. (2010) identificaron el acido sandaracopimarico, el acido 4-
epi-dehidroabiético, la oplopanona, el oplodiol, el neftediol, el acido 7a-
hidroxicallitrisico y el acido 7-oxocallistrico, y en el extracto hexanico de hojas de J.
phoenicea se ha detectado la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides
(Keskes et al., 2014). En los extractos hexanicos de especies de juniperos, la
presencia de diterpenos y abietanos fendlicos es importante, ya que este tipo de
compuestos tienen actividad citotdxica contra lineas tumorales humanas (tabla 9).
Sin embargo, en el presente trabajo, el extracto hexanico de J. monticola f.
monticola no resultd citotdéxico al evaluarlo en un tiempo de exposicidon de 24h
sobre las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231.

El extracto de AcOEt de J. monticola fue evaluado debido a la citotoxicidad
observada en los extractos de mediana polaridad. Este extracto resulté ser el de
mayor actividad citotdxica sobre las tres lineas celulares. Debido a la carencia del
material vegetal nuevo ya no se obtuvo mas cantidad, ya que el material vegetal
con el que se disponia habia sido utilizado para obtener el extracto de acetona, al
cual se le realizd la extraccidn consecutiva con AcOEt y el extracto resultante ya
no presentd efecto citotdxico, por lo que parte de la actividad citotoxica ya habia
sido extraida en el extracto de acetona. Ambos disolventes permiten extraer
componentes citotoxicos de J. monticola f. monticola, pero de acuerdo con el

disolvente utilizado se extraen componentes diferentes y en cantidades distintas,
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como se observa por la actividad citotdxica de cada extracto (tablas 17 y 23). A
diferencia del extracto de AcOEt, el de acetona resulté citotoxico en las lineas
tumorales, pero no en la linea MCF-10A. El resultado del extracto de acetona
resulta muy interesante, puesto que en la busqueda de nuevos agentes
quimioterapéuticos es importante enfocarnos en aquellos que afecten en mayor
medida a las células malignas, ya que muchos farmacos generan efectos
secundarios en los pacientes, como la estomatitis, mielosupresion,
tromboembolismo, mialgias, neuropatia, trombosis, disfuncion cardiaca,disfuncion
cognitiva, sindrome mielodisplasico y leucemia, entre otras (Partridge et al., 2001),
lo que afecta su calidad de vida. Si bien en los extractos de acetona se han
identificado sesquiterpenos y diterpenos, en el extracto de AcOEt de las hojas de
J. phoenicea, se ha reportado la presencia de compuestos fendlicos y de

flavonoides (Keskes et al., 2014).

En la comparacion del control positivo con los extractos organicos de J. monticola
f. monticola, se observé que la doxorrubicina requiere para su Clso de 0.68ug/mL
(1.18 pM) en la linea T47D y de 0.46ug/mL (0.79 pM) en la MDA-MB-231
Mientras, el extracto de AcOEt presentd la mayor actividad citotdxica y requiere de
4.5y 7ug/mL para la Clso en las lineas T47D y MDA-MB-231.

En el presente estudio se demuestra que los extractos organicos de fase organica,
acetona y AcOEt de J. monticola f. monticola presentan actividad citotéxica sobre
las lineas tumorales de cancer de mama T47D y MDA-MB-231. La continuidad al
presente trabajo es muy conveniente de hacerlo, ya que los compuestos
citotoxicos podrian ser aislados e identificados, siendo el extracto de acetona el

mas prometedor para continuar su estudio.

Los rendimientos de los extractos organicos, asi como los compuestos
fitoquimicos encontrados en los juniperos (y en las plantas, en general) es variable
en los diferentes estudios, lo cual refleja la influencia de variables genéticas y

ambientales tales como origen geografico, clima, condiciones de suelo, estacidon
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del afo, edad de la planta, entre otros (Shanjani et al.,, 2010; Georgieva et al.,
2014).

Las especies del género Juniperus presentan potencial en la busqueda de nuevos
compuestos con propiedades anticancer y en el presente trabajo se destaca la
importancia una especie de México, J. monticola f. monticola como una importante
fuente en la busqueda de estructuras quimicas con actividad citotoxica evaluada
sobre lineas de cancer humano, con especial atencion en el extracto de acetona
para continuar trabajando en la busqueda de compuestos con potencial

antitumoral.
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10. PERSPECTIVAS

Se propone continuar la investigacion en el extracto de acetona de J. monticola f.
monticola, ya que es el extracto mas prometedor para la continuidad en la
busqueda de agentes terapéuticos contra el cancer. Una vez purificado el (los)
compuesto(s) con actividad citotoxica, se pueden realizar experimentos en las
células tumorales para identificar los mecanismos de muerte celular, vias de
sefalizacion involucradas, procesos de desregulacion de proteinas que participan

en el ciclo celular, entre otros.

En especies de este género, algunos diterpenos han presentado actividad
citotdxica en lineas tumorales, por lo que su obtencién mediante una metodologia
precisa sera de gran utilidad para conocer si involucrados en la actividad citotoxica

de los extractos organicos de J. monticola f. monticola.
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11. CONCLUSIONES

Los extractos de la fase organica, de AcOEt y acetonico de J. monticola f.
monticola presentan actividad citotoxica significativa sobre las lineas celulares de
cancer de mama T47D y MDA-MB-231.

La linea celular MDA-MB-231 es la mas sensible a los extractos organicos de J.

monticola f. monticola.

El extracto de acetona es el de mas prometedor en la busqueda de compuestos
antineoplasicos, con una Clso <30ug/mL sobre las lineas tumorales T47D y MDA-
MB-231, mientras que requiere 2100ug/mL para el mismo efecto en la linea no
tumorigénica MCF-10A.

La fraccién 12, obtenida del fraccionamiento del extracto de fase organica de J.

monticola f. monticola, presenta un éster hidrocarbonado de cadena larga.

En la fraccion 18, obtenida del fraccionamiento de la fase organica de J. monticola
f. monticola, se identificé un esteroisémero configuracional del Luteoforol como

componente mayoritario.

El sélido 5(Il), identificado en el fraccionamiento del extracto acetonico de J.

monticola f. monticola es un éster hidrocarbonado de cadena larga.

Este trabajo es el primer estudio en que se demuestra la actividad citotdxica de la

especie J. monticola f. monticola en dos lineas distintas de cancer de mama.
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ANEXOS



ANEXO A

Tablas del porcentaje de crecimiento de las lineas celulares T47D, MDA-MB-231 y
MCF-10A frente al tratamiento con la doxorrubicina y con los extractos organicos

de J. monticola f. monticola y sus fracciones.

Doxorrubicina

Tabla 1. Porcentaje del crecimiento de las lineas celulares T47D, MDA-MB-231 y

MCF-10A después del tratamiento con doxorrubicina.

% de crecimiento celular

Linea 0.5 uM 1 uM 2 uM 3 uM 4 uM 5 uM
celular ~ (0.00029  (0.00058  (0.00116  (0.00174  (0.00232 (0.0029
mg/mL) mg/mL) mg/mL) mg/mL) mg/mL) mg/mL)
T47D  63.3421.14 57.93+0.42 31.95:0.9 23.41+1.34 1741¥0.74 15.870.84
MDA-MB- 54.28+0.45 49.86+0.65 26.33%1.23 19.81+0.58 14.06£1.39 10.89+1.12
231
MCF-10A 69.31+1.25 66.25+0.64 61.67+0.65 52.64+0.42 51.11+0.64 49.58+1.27

Extracto hidroetandlico, fase acuosa y fase organica de J. monticola f. monticola

Tabla 2. Porcentaje del crecimiento de la linea tumoral T47D después del tratamiento
con el extracto hidroetandlico, la fase acuosa y la fase organica de J. monticola f.

monticola.
Especie Extracto/ Fase % de crecimiento linea celular T47D
vegetal
2 yg/mL 4 yg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Extracto 82.52 £ 0.48 81.87 + 81.50 81.04
hidroetandlico 1.56 1.49 1.26
J. monticola Fase acuosa 81.84 + 3.21 79.83 77.51 + 74.96 +
1.06 5.84 1.87
Fase organica 68.97 + 1.41 65.67 63.39 + 50.03 +
2.79 1.62 2.81
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Tabla 3. Porcentaje del crecimiento de la linea tumoral MDA-MB-231 después de ser
tratada con el extracto hidroetandlico, la fase organica y la fase acuosa de J.

monticola.
Especie Extracto/ Fase % de crecimiento linea celular MDA-MB-231
vegetal 2 ug/mL 4 ug/mL 10 pug/mL 20 pg/mL
Extracto
hidroetandlico 97.60+2.15 90.16£2.22 89.17 £ 3.68 83.42 £ 3.91
J. monticola Fase acuosa 93.83+0.46 92.89+1.51 89.38+1.50 88.94 £ 1.61

Fase organica

87.15+3.32 8344 +3.25 54.05+6.05 27.97+1.29

Fracciones de la fase organica de J. monticola f. monticola

Tabla 4. Porcentaje del crecimiento de la linea tumoral T47D después de ser tratada
con seis fracciones obtenidas por cromatografia en columna de la fase organica de J.

monticola:

Especie  Fraccion % de crecimiento linea celular T47D

vegetal 2 ug/mL 4 pyg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
7 90.59+2.66  89.77+1.08  87.24+1.15 87.69  1.54
9 89.81 + 3.84 73.75 + 3.83 63.28 £ 2.35 51.10+2.10

J.

monticola 12 5118 £ 2.77 49.72 £ 2.26 46.02 £ 3.92 33.56 + 1.22
15 72.84 + 2.67 65.24 + 2.07 64.31+2.3 29.77 £ 2.44
18 86.96 + 2.60 81.98 +1.13 81.37+£1.13 78.23 +2.26
22 90.28 + 2.53 89.89 + 2.61 82.04 + 1.69 81.89+2
25 98.62 + 2.90 96.19 + 1.90 95.28 £ 1.92 89.57 £ 0.78

Tabla 5. Porcentaje del crecimiento de la linea tumoral MDA-MB-231 después de ser
tratada con seis fracciones obtenidas por cromatografia en columna de la fase organica

de J. monticola.

% de crecimiento linea celular MDA-MB-231

Especie Fraccion
vegetal 2 ug/mL 4 ug/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
7 90.15+1.17 88.99+1.24 88.39+1.50 86.69+1.02
9 64.36+1.36 63.20+3.37 61.08+1.46 58.29+2.55
J. monticola 12 48.12+1.88 36.39+2.43 33.45+2.50 32.16+2.21
15 44.05+1.11 41.44+3.02 36.05+1.54 0.03+0.4
18 86.59+2.30 79.16+2.26 78.31+£1.38 72.45+2.40
22 97.03+2.70 96.37+3.62 90.21+1.48 83.70+2.86
25 89.90+2.97 79.92+1.22 70.99+1.59 67.06+1.77
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Extracto de acetona

Tabla 6. Porcentaje del crecimiento de las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231
después de ser tratadas con el extracto de acetona de J. monticola:

Linea

Especie vegetal celular

% de crecimiento celular
2 ug/mL 4 ug/mL 10 pg/mL 20 ug/Mi

T47D 90.70+1.15  87.18+1.86  83.45+2.67 46.30+1.82

J. monticola
MDA-MB-  89.55+1.08 76.38+1.33  48.45+2.47 39.79+1.33
231

Fracciones del extracto de acetona

Tabla 7. Porcentaje del crecimiento de la linea tumoral T47D después de ser tratada
con seis fracciones del extracto de acetona y el solido 5 (Il) de J. monticola.

% de crecimiento linea celular T47D

Especie Fraccion
vegetal 2 yg/MI 4 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
2 94.10£2.59 91.93+£1.23 82.10£1.23 72.27+1.56
5 99.09+2.75 96.48+1.11 92.90£1.30 87.13+1.04
J. monticola  Sélido 5(l1) 95.72+2.81 92.63+£1.16 89.59+2.55 86.67+£1.12
6 89.97+1.59 83.28+1.90 79.94+1.56 57.52+1.12
9 99.02+1.33 96.48+1.55 93.93£1.33 88.66+1.22
13 96.27+1.60 91.33+£1.86 89.10£1.35 72.82+1.95
20 98.43+2.89 94.91+£1.33 92.57+1.22 88.66+1.22

Tabla 8. Porcentaje del crecimiento de la linea tumoral MDA-MB-231 después de ser
tratada con seis fracciones del extracto de acetona y el sélido 5 (II) de J. monticola:

% de crecimiento linea celular MDA-MB-231

Especie Fraccién
vegetal 2 pg/mL 4 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
2 95.70+1.61 90.38+1.28 88.13+1.94 76.48+1.54
5 98.44+1.50 95.90+1.38 87.37+1.99 80.84+1.57
J. monticola  Sdélido 5(11) 99.47+2.39 93.41+1.07 88.31+2.67 80.28+2.84
6 99.18+1.35 97.34+1.27 94.47+1.61 82.00+1.70
9 98.78+2.60 91.05+1.86 89.02+2.60 86.99+1.70
13 98.8+1.69 91.02+1.52 79.40+1.75 71.31+2.83
20 98.8+2.61 94.91+1.53 91.86+3.35 85.16+2.93
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Extracto de hexano

Tabla 9. Porcentaje del crecimiento de las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231
después de ser tratadas con el extracto de hexano de J. monticola.

ESpefi? Lilnella % de crecimiento celular
vegela celular
g 2 ug/mL 4 ugimL 10 pg/mL 20 ug/mL
J. monticola  T47D 99.10+1.93 97.79+1.91 96.24+1.62 87.02+1.53
MDA-MB-
231 91.11+1.36 87.91+1.05 85.86+2.85 84.08+1.03

Extracto de AcOEt

Tabla 10. Porcentaje del crecimiento de las lineas tumorales T47D y MDA-MB-231
después de ser tratadas con el extracto de acetato de etilo de J. monticola.

. Linea % de crecimiento celular
Especie vegetal celular
2 ug/Mi 4 ug/mL 10 pg/Mi 20 pg/Mi
T47D 83.04+1.51 38.78+1.22 29.8+1.94 24.71+1.64
J. monticola
MDA-MB- 87.52+1.49 83.71.£1.1 28.35+1.56 17.73+1.98
231

Extractos y fracciones evaluados en la linea MCF-10A

Tabla 11. Porcentaje del crecimiento de la linea no-tumorigénica MCF-10A después de
ser tratada con extractos y fracciones de J. monticola que presentaron actividad contra
lineas tumorales humanas.

Especie Extra(_:t,o/ % de crecimiento linea celular MCF-10A
vegetal Fraccién
2 pyg/mL 4 yg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Fase 98.0642.52  92.22+2.38 84.71+1.14 61.39+2.81
organica
(AcOEY)
Extracto de 94.85+0.91 79.20+£1.05 77.29+1.66 59.46+1.92
J. monticola  AcOEt

Extracto de 98.82+2.81 89.98+1.77 87.42+1.85 78.6+1.34
acetona
Fraccién 9 98.81+1.86 90.69+1.23 85.40+1.91 83.42+1.91
Fracciéon 12 98.28+1.53 87.74+1.007 84.65+1.99 72.67+1.15
Fracciéon 15 99.13+2.28 93.42+1.77 91.56+1.83 82.18+1.65




ANEXO B

31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45 46 47 43 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

60 61 62 63 64 65

Figura 1. CCF del fraccionamiento de 2 g de la fase organica de J. monticola. La

fraccion 2 presenta al compuesto 1. Sistema de elucidn en las fracciones:
acoet:MeOH 9:1
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 FO F2

Figura 2. CCF del fraccionamiento de 10 g de la fase organica de J. monticola. En la
fraccion 4 se encuentra el compuesto 1. FO: Fase organica total; F2: Fraccion 2 de la
cromatografia en columna de la figura 1. Sistema de elucion: fracciones 1-3 hex:acoet
6:4, fracciones 4-15 acoet:MeOH.
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ANEXO C1

IR de la Fraccion 12
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ANEXO C2

'H RMN de la Fraccidn 12
Disolvente:CDCls
Bruker Avance 400 MHz
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ANEXO C3

BBCRMN de la Fracciéon 12
Disolvente:CDCl3
Bruker Avance 300 MHz (J)
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ANEXO C4

EM de la fraccidon 12
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ANEXO C

IR de la Fraccion 18

ANEXO D1
KBr/pastilla
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ANEXO D2

'H RMN de la Fraccién 18
Disolvente:C30D
Bruker Avance 300 MHz (J)
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ANEXO D3

BCRMN de la Fracciéon 18
Disolvente:CDsCD
Bruker Avance 300 MHz (J)
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ANEXO D4

DEPT de la Fraccion 18
Disolvente:CDs0OD
Bruker Avance 300 MHz (J)
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ANEXO D5

COSY de la Fraccion 18
Disolvente:CD3;0D
Bruker Avance 300 MHz (J)
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ANEXO D6

HSQC de la Fraccién 18
Disolvente:CD30D
Bruker Avance 300 MHz (J)
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ANEXO D7

HMBC de la Fraccion 18
Disolvente:CDs0D
Bruker Avance 300 MHz (J)
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ANEXO D8

EM de la fraccion 18
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ANEXO E

IR del solido 5(I1)

ANEXO E1
KBr/pastilla
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ANEXO E2

'H RMN del sélido 5(11)
Disolvente:CDCls
Bruker Avance 300 MHz (F)
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ANEXO E3

13C RMN del sélido 5(I1)
Disolvente:CDCls
Bruker Avance 300 MHz (F)
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ANEXO E4

EM del sélido 5(II)
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