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RESUMEN

El genero Pachyrhizus, esta compuesto por cinco especies. Dos de ellas, Pachyrhizus erosus
(L.) Urban y P. ferrugineus (Piper) (Fabaceae), se encuentran en México. La primera es
cultivada y la segunda silvestre. Las semillas de P. erosus han sido usadas por su actividad
como insecticida, piscicida y acaricida, debido a su contenido de rotenona y otros
isoflavonodes que poseen propiedades insecticidas y fungicidas, asi como efectos
citotoxicos. A la fecha solo se han realizado estudios quimicos con las semillas y hojas de P.
erosus, mientras que para P. ferrugineus no existe ningun estudio ni quimico ni biologico.

Se colectd el material bioldgico de ambas especies, en Morelos y Chiapas en 2012. Se
prepararon los extractos por maceracion (hexano, acetona y/o acetato de etilo y metanol). De
las semillas de P. erosus y P. ferrugineus se aislaron e identificaron por CC, HPLC-UV-EM
y RMN'H siete isoflavonoides: rotenona, paquirizina, paquirizona, dehidroneotenona,
erosona, dolineona y la 12a-hidroxipaquirizona, esta ultima solo en P. erosus. Las hojas de
P. erosus presentaron rotenona y dolineona, mientras las hojas de P. ferrugineus presentaron
seis compuestos: rotenona, paquirizina, paquirizona, dehidroneotenona, erosona y dolineona.
Se observd actividad insecticida de los extractos de acetona de las semillas de ambas
especies, asi como de la rotenona y dolineona contra Drosophila melanogaster (Diptera). No
se observd actividad insecticida de los extractos de ambas plantas, ni de los seis
isoflavonoides contra Plodia interpunctella (Lepidoptera). Los extractos de las semillas de
P. erosus, asi como la rotenona mostraron actividad citotdxica en células K562 y HelLa, pero
no en las otras tres lineas tumorales examinadas. Con respecto a los mecanismos de accion,
la rotenona provoco dafio al ADN en las células K562, observandose via el ensayo cometa y
plasmido. La rotenona indujo muerte celular tipo apoptosis, de acuerdo a los resultados del

ensayo TUNEL y caspasa-3.



Abstract

Pachyrhizus spp, comprises five species. Two of them, Pachyrhizus erosus (L.) Urban and
Pachyrhizus ferrugineus (Piper) are in Mexico. The first is cultivated and wild, while the
second is only wild type. P. erosus seeds have been used as insecticides, acaricides, piscicides
and cytotoxic effects, due to it containt rotenone and other isoflavonodes, wich possesses
insecticidal and fungicides activities, as well as citotoxic effects. To date, only chemical
studies have been perfomed studies with P. erosus seeds and leaves, while P. ferrugineus has
not been done any chemical and biological studies.

The biological material of both species was collected in Morelos and Chiapas in 2012.
Extracts were obtained by maceration (Hx, Acetona, AcOEt and MeOH). P. erosus and P.
ferrugineus seeds were isolated and identified by CC, HPLC-UV-MS and NMR'H seven
isoflavonoids, namely: rotenone, pachyrhizine, pachyrhizone, dehydroneotenone, erosone,
dolineone and 12a-hidroxipachyrhizone, this last was only present in P. erosus. P. erosus
leaves presented two compounds (rotenone and dolineona), while P. ferrugineus leaves
presented: rotenone, pachyrhizine, pachyrhizone, dehydroneotenone, erosone and dolineone.
Insecticidal activity in Drosophila melanogaster were observed in acetone extracts of seeds
of both species as well as rotenone and dolineona against Drosophila melanogaster (Diptera).
Meanwhile, Plodia interpunctella (Lepidoptera) not insecticidal activity were observed of
both plants, as well as six isoflavonoids. P. erosus acetone extract seeds and rotenone showed
cytotoxic activity in K562 and HeLa cell lines, but not with other three cell tumor lines tested.
Respect to the mechanisms of action, rotenone caused DNA damage in K562 cells, being
observed by comet and plasmid assay. Rotenone induced apoptosis cell death type, according

to the TUNEL and caspase-3 assay.
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1. Introduccion

1.1. Pachyrhizus erosus y Pachyrhizus ferrugineus

Botanica

El género Pachyrhizus, estd ubicado taxondmicamente en la subtribu Diocleinae, tribu
Phaseoleae en la famila Fabaceae. Estd compuesto por cinco especies, todas ellas con
distribucion en el continente americano. Dos de ellas, P. erosus (L.) Urban y P. ferrugineus
(Piper) (Sorensen, 1996), se encuentran en México desde nivel de mar hasta los 1,600 msnm,
aunque su distribucion llega hasta Colombia (Fuccillo et al., 1997). La primera especie se
encuentra tanto en forma silvestre como cultivada, mientras que la segunda solo se encuentra
en estado silvestre. Las otras tres especies son P. tuberosus, P. panamensis y P. ahipa, que

se encuentran en Centro y Sudamérica (Sorensen, 1996).

Las plantas del género tienen las siguientes caracteristicas: enredadera de tipo herbacea y en
algunas ocasiones como plantas perennes lignificadas con una o mas raices tuberosas; hojas
trifoliadas con estipulas, pinnadas y con estipetas caducas; inflorescencia en un simple
racimo; las flores poseen un caliz tubular y una corola papilonécea; el ovario posee un
nectario con un estigma subgloboso y un estilo ciliado ventralmente. La legumbre es septada
entre las semillas; estas tiltimas son cuadradas mas o menos aplanadas dorso ventralmente, y

con un color que va de verde oliva a marrén profundo (Sorensen, 1996).

Pachyrhizus erosus es una especie cultivada que posee gran variedad en la morfologia de las
hoja (figura 1), que va de dentada a palmada; no posee pelos en los pétalos; el nimero de
flores es de 4 a 11 en una florescencia lateral; la inflorescencia es en forma de racimos, y el
largo de esta es de 8 a 45 cm; la legumbre es de tipo dehiscente de 80-140 mm x 8-17 mm,
con constricciones o surcos entre semillas en frutos maduros; con una forma de aplanada de
cuadrada a redondeada pero nunca reniforme (figura 1); la raiz es tuberosa de forma oblonga
a forma de trompo (figura 1). La especie cultivada se diferencia de las especies silvestres en

que estas ultimas las hojas son mas pequefias; poseen mayor cantidad de pelos en las



legumbres y en las hojas; su raiz es mas irregular y mas pequefia, con un color café en la

superficie del tubérculo (Sorensen, 1996).
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Figura 1. Morfologia de la raiz tuberosa, hojas y semillas de P. erosus. Semilla adquirida en “El
Semillero”. Hojas colectadas en San Andrés Tepepan, Tlalquitenango, Morelos, México.

Pachyrhizus ferrugineus por su parte es la unica del género que es perenne; posee raices
poco tuberosas pero perennes; y tanto las raices como las ramas son lignificadas mas que las
otras especies del género (figura 2); el borde de las hojas es muy variado como P. erosus; la
hoja es subcoridcea, y ocasionalmente pubescente, con pelos estrigosos de color café; la
pubescencia es reducida; el haz de la hoja es de color verde oscuro y el envés es de color
verde claro; el largo de la inflorescencia es de aproximadamente 86 cm y esta posee de 8 a
21 flores; las alas y los pétalos son ciliados; la legumbre es de 80 a 130 mm de largo, y de 12
a 23 mm de ancho; poseen pelos estrigosos de color café y no posee constriccion entre las
semillas; las cuales son redondeadas (13 % 13 mm) y lateralmente comprimidas (figura 2).
La especie esta asociada a bosques lluviosos con suelos pobres en fosforo (2 a 4 ppm), se
encuentra en las orillas de los rios y tiene resistencia a la humedad. Pachyrhizus ferrugineus
se distribuye en la costa del Atlantico de América Central, Veracruz, Panamd, Colombia y

Guatemala (Sorensen, 1996).



Figura 2. Raiz tuberosa, morfologia de las hojas, fruto y semillas de P. ferrugineus. Especie colectada
en la Reserva Natural “La Sepultura”; municipio de Villaflores, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.

Planta colectada en septiembre del 2012.

Tabla 1. Comparacion de los rasgos de P. erosus y P. ferrugineus.

Pachyrhizus erosus

Pachyrhizus ferrugineus

Ampliamente distribuida en el Centro-Sur de México.

Principalmente en selva baja caduci-folia y vegetacion
secundaria derivada de la primera.

Hierba.

Fasciculos laterales en la inflorescencia con 4-11 flores, y la
inflorescencia generalmente no pasa de los 45 cm.

Sin pelos en los pétalos.

Legumbre 80-140 mm X 8-17 mm, con constricciénes o
surcos entre semillas en frutos maduros.

Distribuida en la vertiente del Pacifico, Chiapas, asi como
Yucatan y Veracruz.

Principalmente a lo largo de rios en regiones con selva alta
y selva baja, en suelos con bajo contenido de fosforo.

Con partes lefiosas.

Fasciculos laterales en la inflorescencia con 8-21 flores, y la
inflorescencia es muy larga.

Pétalos con pelos notables.

Legumbre 80-130 mm X 12-23 mm, sin constricciénes o
surcos entre semillas.

Basado en: http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/fabaceae/pachyrhizus-erosus/ fichas/ficha.htm.



El conocimiento y uso agricola de P. erosus ha sido reportado desde épocas prehispanicas.
En la era precolombina tardia y postcolombina hay referencias al cultivo de la P. erosus,
llamada cominmente “jicama”, “mehen-chikam” (ndhuatl) y “guyati” (zapoteca) (Sorensen,
1996). Existen evidencias que durante el periodo precolombino se cultivé por las
civilizaciénes toltecas, mayas y aztecas (Sorensen, 1996). De acuerdo con Phillips-Mora et
al. (1993), los aztecas cultivaban dos variedades de jicama, conocidas actualmente por los
campesinos como kctoztol (jicama de leche) y coentric o coentic (jicama de agua). Asi

mismo, no existen evidencias de que P. ferrugineus haya sido domesticada y cultivada

(Sorensen, 1996).

En el siglo XVI, el protomédico Francisco Hernandez anot6 en su Historia de las Plantas de
la Nueva Esparfia (1571-1577) que las vainas del “segundo coen o coentic” se empleaban
contra la sarna. Esta planta ha sido interpretada como si se tratase de P. erosus (Valdés y
Flores, 1985). En la época contemporanea, las aplicaciones medicinales de P. erosus hacia
afeccidnes en seres humanos han perdurado. Se ha reportado que los polvos de las semillas
de P. erosus han sido usados para tratar afecciones en la piel, flujo, prurito y sarna, mientras
que el tubérculo de P. erosus era usado para curar la fiebre (Sorensen, 1996). Sin embargo,
no son las Unicas aplicaciones terapéuticas de P. erosus. Esta especie se emplea en la
medicina tradicional, como terapia purgativa, contra la disenteria, hemorroides,
antiinflamatoria, de efecto analéptico, dolores de garganta, enfermedades en la piel,
vermifugo, laxante y para la resaca alcohdlica, en China, Taiwan, Vietnam, Brasil, Cuba y

México (Martinez, 1977; Sérensen, 1996).

En cuanto a los usos de P. ferrugineus existen pocos reportes en la literatura. Sorensen (1996)
menciona que es usada por los campesinos en Guatemala como vermifugo. El mismo autor
reporta que P. ferrugineus se encuentra en las orillas de los rios, en suelos pobres en fosforo.
Asi mismo, esta especie no origina descendencia hibrida fértil al cruzarse con otras especies
de Pachyrhizus. Dentro de las especies silvestres del género es la unica que presenta

resistencia al virus del mosaico (BCMV).



1.1.2. Quimica.

A la fecha solo se han realizado estudios quimicos con las semillas, hojas y tubérculos de P.
erosus (Sorensen, 1996), mientras que para P. ferrugineus no existe ninguno. El principal
uso de P. erosus (jicama) a nivel mundial es el consumo de sus tubérculos como vegetal
fresco (Phillips-Mora et al., 1993). El tubérculo posee un alto contenido en almidon
(Martinez, 1959; Montaldo, 1983). Las semillas maduras de P. erosus contienen gran
cantidad de aceite (20-28%) (Hansberry et al., 1947), el cual contiene, entre otros
compuestos; acido palmitico (27%), acido estedrico (5.7%), acido oleico (33.4%) y acido
linoléico (34.2 %) (Broadbent y Shones, 1963), mientras la porcion no saponificable
representa solo el 1% (Phillips-Mora et al., 1993). Diversos autores han reportado los
siguientes isoflavonoides en las semillas: rotenona, paquirizina, paquirizona,
dehidroneotenona, erosona, dolineona, 12a-hidroxipaquirizona, 12a-hidroxirotenona,
(Norton y Hansberry, 1945; Chandrashekar et al., 1967; Krishnamurti y Seshadri, 1966,
Sorensen, 1990; Alavés-Solano et al., 1996; Barrera Necha et al., 2004; Estrella-Parra et al.,
2014) (figura 3). Por otra parte, Duke reportd (1981) el contenido de rotenona en tallos (0.03
%), hojas (0.11 %), vainas (0.02%), semillas (0.66%) y raiz (0%).

(]
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Figura 3. Isoflavonoides presentes en las semillas de P. erosus.



1.2. Insecticidas de origen vegetal.

Desde tiempos remotos el hombre descubrio las propiedades insecticidas de algunas plantas.
The Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide Act (FIFRA) de los Estados Unidos de
Norteamerica define como insecticida como cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier insecto, declarada como plaga
(Larramendy y Soloneski, 2014). Se conoce que los antiguos romanos utilizaban el falso
heleboro (Veratrum viride) (Melanthiaceac) como un rodenticida e insecticida (Donald,
1966). Tripterygium wilfordii (Celastracea) y Derris spp. (Fabaceae) han sido usados por los
chinos durante cientos de afios como insecticidas (Donald, 1966). Los plaguicidas de origen
natural, como la rotenona, la nicotina y el piretro se utilizaron a gran escala en el control de
plagas hasta la primera mitad del siglo XX; sin embargo, después de la Segunda Guerra
Mundial perdieron su importancia con la introduccion de los plaguicidas organicos sintéticos,

los cuales pueden ser producidos en grandes cantidades y a bajo costo (Berger, 1994).

En la actualidad, el uso de pesticidas quimicos sintéticos en la agricultura, industria y hogares
ha creado un impacto negativo en la salud humana, la vida silvestre y en el ambiente en
general (Neupane, 2001). Asi, el uso de plaguicidas sintéticos ha dado lugar a efectos
negativos como la contaminacion de vegetales para consumo humano y la disminucion de
especies benéficas (Dibiyantoro, 2005). Ademas, el mal uso de productos quimicos no
selectivos afecta negativamente a las poblaciones de enemigos naturales de las plagas e
inducir problemas con el desarrollo de la resistencia hacia los mismos. Se sabe que cerca de
450 especies de plagas de insectos y dcaros han desarrollado resistencia a uno o mas
plaguicidas de origen sintético (Berger, 1994), y en otros paises como Nepal, representa un
grave problema la deposicion final de pesticidas obsoletos que se han ido acumulado

(Neupane, 2001).

Por otra parte, Cork et al. (2009) mencionan la ventaja de usar pesticidas de origen vegetal.
Estos autores reportaron que en Malawi y Zambia del 2007 a 2008 los granjeros que
empleaban pesticidas de origen vegetal en sus cultivos observaron menor dafio al ambiente,

asi como un costo econdmico mas bajo que si se usaran pesticidas de origen sintético.



Ademas, mencionan que en naciones en desarrollo, la comercializacion de pesticidas de
origen vegetal traerd grandes beneficios en especial a naciones ubicadas en zonas tropicales

y subtropicales.

1.2.1 Pachyrhizus erosus y los rotenoides como agentes insecticidas.

El protomédico Francisco Hernandez hizo referencia en su Historia de las Plantas de la
Nueva Espafia (1571-1577) a los tubérculos comestibles de la “xicama” (Pachyrhizus erosus)
y, ademas registro el uso de las vainas de otra planta similar llamada segundo coén o coentic”
contra la sarna, una planta que podria tratarse también de P. erosus (Alavés-Solano et al.,

1996), o bien de P. ferrugineus.

Se sabe que las semillas de P. erosus contienen rotenoides, y otros compuestos (Norton y
Hansberry, 1945; Chandrashekar et al., 1967; Krishnamurti y Seshadri, 1966; Sorensen,
1990; Alavés et al., 1996; Barrera Necha et al., 2004; Estrella et al., 2014). Los rotenoides
son metabolitos secundarios de origen vegetal, sintetizados exclusivamente por especies de
la subfamilia Papilonoideae (Fabaceae), histéricamente conocidos por sus propiedades

insecticidas, acaricidas y piscicidas (Nawrot et al., 1986).

Diversos autores han sefialado la actividad insecticida de las semillas contra insectos y 4caros
ectoparasitos del hombre y animales domésticos, asi como contra plagas agricolas.
Paramonov (1953) por ejemplo, menciono que las semillas de P. erosus es un insecticida
efectivo contra la plaga del arroz Aulacuphura femoralis chinensis (Chrysomelidae). Norton
y Hansberry (1945) por su parte, encontraron que los extractos de las semillas de P. erosus
mostraron mayor toxicidad a insectos comparadas con los de las raices de Derris y
Lonchocarpus (Fabaceae). Grainge et al. (1984) adicionalmente, encontraron que los
extractos de las semillas de P. erosus tienen efectos insecticidas y antialimentarios hacia
Plutella xylostella (Lepidoptera), considerado el insecto plaga mas importante en el sureste
de Asia, actuando como un veneno al contacto provocando dafios gastricos al insecto.
También se ha reportado que el aceite de la semillas de P. erosus es un excelente insecticida
hacia el afido de la cana de azacar, (Oregma lanigera Zehntner) (Hemiptera: Aphididae)
(Sorensen, 1996). Finalmente, Scramin (1994) sefiald que la presencia de rotenoides en las
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semillas y hojas de P. tuberosus les proporcionan proteccion contra sus insectos

depredadores.

Continuando, Madrigal (1995) evalu6 la toxicidad hacia Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera) de la rotenona aislada de P. erosus y de la delta-endotoxina obtenida por
fermentacion de Bacillus thuringiesis, tanto por separado como en manera combinada;
encontrando una mortalidad del 90%, aun cuando la concentracion de la delta-endotoxina se
redujo al 25% en comparacion con la rotenona. Alavés-Solano et al. (1996) estudiaron las
semillas de cuatro genotipos de jicama, observando que quimicamente son similares entre si,
presentando actividad antialimentaria sobre el gorgojo del maiz Sitophylus zeamais
(Curculiénidae), adjudicandole el efecto insectida a los rotenoides: erosona, paquirizona,
dolineona y paquirizina. Barrera Necha et al. (2004), por su parte mencionan que los polvos
de la semilla de P. erosus, asi como los compuestos presentes en la semilla rotenona, erosona,
paquirrizona, dolineona, paquirrizina y dehidroneotenona inhibieron el crecimiento de los
hongos fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum y Rhizopus

stolonifer.

1.3. Drosophila melanogaster y Plodia interpunctella

Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae) es un
subgrupo que consiste de nueve especies, poseen 0jos compuestos localizadas en la cépsula,
tienen un abdomen segmentado de color negro a palido (Chyb y Gompei, 2013). La
embriogénesis se produce dentro del huevo que es depositado en la comida, y en menos de
24 h eclosiona (Dahmann Christian, 2008). El ciclo de vida es de 1 dia como embridn, 1 dia
en el primer y segundo estadio larval y de 2 a 3 dias en el tercer estadio larval, 5 dias de
estadio de prepupa y pupa y finalmente eclosiona como adulto al dia 10 (Curtis y Schneck,
2008). Cabe mencionar que la larva aumenta aproximadamente 200 veces en peso (Dahmann
Christian, 2008). Esta acumulacion de masa es debido al rapido crecimiento de los tejidos

larvarios (Dahmann Christian, 2008). Las moscas adultas son emergentes de unos 3 mm de
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longitud (Dahmann Christian, 2008). Las hembras pesan sobre 1.4 mg, mientras que los
machos pesan alrededor de 0.8 mg (Dahmann Christian, 2008). Las hembras son receptivas
en menos de 12 horas después de la eclosion, y empiezan a poner sus huevos poco después
del apareamiento (Dahmann Christian, 2008). Por lo tanto, dos semanas son suficientes para
cada generacion. La produccion de huevos alcanza hasta 100 huevos por dia. (Dahmann
Christian, 2008). Siete especies son restringidas en Africa, mientras las otras dos son
cosmopolita (Klowden, 2013). Debido al ciclo de vida rapido y su facil manejo de D.
melanogaster, que es usada como modelo bioldgico en estudios cientificos experimentales

(Dahmann Christian, 2008).

Plodia interpunctella

La polilla india de la harina, Plodia interpunctella (Hubner) (Lepidoptera) es una de las
principales plagas de insectos de productos almacenados, encontrandose en todos los
continentes excepto en la Antartida (Mohandass et al., 2007). Los huevos son de color blanco
grisaceo, comprendidos entre 0.3 y 0.5 mm de longitud, las larva miden de 9 a 19 milimetros
(Hamlin, 1931). Las alas anteriores son de color blanco plateado o gris con manchas oscuras;
la porcion externa es de color bronce con bandas oscuras irregulares (Hamlin, 1931). Las
antenas son ligeramente conicas y delgadas, miden casi dos tercios de la longitud del cuerpo
(Hamlin, 1931). El adulto presenta venacion alar (Hamlin, 1931). Hay cinco estadios larvales
(Hamlin, 1931). Los huevos de P. interpunctella son pequefios, con excrecencias
redondeadas y carenas prominentes (Hamlin, 1931). El comportamiento de ovoposicioén en
P. interpunctella esta influenciada por el olor de los alimentos, y los huevos son puestos
sobre o cerca de la superficie del alimento (Mohandass et al., 2007). Las larvas generan hilos
para formar una especie de alfombra y las hembras ponen los huevos en los alimentos,
paredes y techos de los edificios de almacenamiento de alimentos procesados (Mbata y

Shapiro-Ilan, 2010).

La diapausa ocurre en el 5° estadio, debido a que ha pasado el periodo de la alimentacion o a

la prevalencia de las bajas temperaturas. El tiempo requerido de P. interpunctella para



completar una generacion es una compleja interaccion de la temperatura y la dieta
(Mohandass et al., 2007).

Ademas, P. interpunctella es una plaga en maquinas de fresado y otras plantas procesadoras
de alimentos, almacenes, panaderias, entre otros (Mohandass et al., 2007). Contribuye de
forma significativa a las pérdidas causadas en productos almacenados como: cacahuate,

cereales y alimentos procesados (Mbata y Shapiro-Ilan, 2010).

1.4. El cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizado por un crecimiento celular desregulado,
acompafiado por la invasion y la proliferacion de células fuera de su sitio original,
destruyendo toda la colonia celular (Pecorino, 2012). Cualesquiera de los 200 o maés tipos
celulares del cuerpo humano puede transformarse en un tejido maligno (Curtis y Barnes,
2006) y la metastasis en el cancer, es la causa de muerte en pacientes con esta enfermedad.
La metéstasis ocurre través de multiples pasos que consisten en la invasion de un tumor
primario dentro del torrente sanguineo, su posterior inmigracion a otros 6rganos, la adhesion

a las células endoteliales y la infiltracion dentro de los tejidos (Hisashi et al., 2007).

El cancer es clasificado de acuerdo al tejido y al tipo celular en que se encuentre: si el cancer
surge de células epiteliales es denominado carcinoma; si se origina de tejido conectivo o
células musculares es llamado sarcoma, y si este no pertenece a ninguna de las categorias

mencionadas se denomina leucemia (Bruce et al., 2002).

Diversos estudios sugieren que los dafos al material genético de las células originan el cancer
(Pecorino, 2012). Se reconoce una etapa de iniciacion, la cual esta representada por dafios al
material genético; otra etapa corresponde a la promocion, en donde algunas células con
material genético dafado se dividen y se expanden el nimero de clonas con capacidad para
producir células tumorales; finalmente se reconoce la etapa de progresion, donde se generan
algunas células que han acumulado suficiente dafio para formar ahora un tumor (Jiménez y
Merchant, 2003). Se dice que un cancer es benigno cuando el tumor es localizado en el sitio

de origen; y es maligno cuando las células tumorales invaden otros tejidos vecinos
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desplazandose a sitios distantes formando tumores secundarios (metastasis) (Norman y
Lodwick, 2007). Las células cancerigenas invaden tejidos entrando a la circulacion sanguinea
via linfatica o directamente, transportandose y llegando a otro tejido donde se establecen

(Bertino, 1997).

1.4.1. El cancer en el mundo y en México

La Organizacion Mundial de la Salud [OMS] (2011) estim¢é que la principal causa de muerte
en el mundo durante 2008 fue el cancer, con 7.6 millones de casos registrados, lo cual
equivale al 13% del total, entre los que destacan los de pulmoén, estomago, higado, colon y

mama.

El céncer estd presente en algunos de los textos médicos Novohispanicos mas importantes
del Siglo XVI. Textos como la Summa y recopilacion de Chirurgia de Alonso Lopez de
Hinojosos, en las obras del protomédico Francisco Hernandez, en la Glossa de las llagas
viejas de Juan Fragoso y otros en el cual coinciden en sefialar que uno de los canceres mas
frecuentes de la época era el de mama, al que se refieren como de los pechos de las mujeres
(Pérez-Tamayo, 2003). En muchos de estos textos se menciona el uso de plantas medicinales
como contra los tumores o expresamente contra el cancer, pero no se incluye a la jicama (P.

erosus).

INEGI (2012), reporta que en México el porcentaje de letalidad por tumores malignos
durante 2009 fue de aproximadamente 6 por cada 100 personas hospitalizadas. Entre los
hombres, las principales causas de morbilidad hospitalaria se presentaron en Organos
hematopoyéticos (22.8%), érganos digestivos (17.5%), y del tejido linfatico (9.8%) (INEGI,
2012). En las mujeres, el cancer de mama constituye la principal causa de morbilidad
hospitalaria (22.0%), seguida de los tumores de los 6rganos hematopoyéticos (14.1%); y de
los organos genitales femeninos (13.5%), siendo la tasa de mortalidad de 65.49 por cada 100

mil mujeres (INEGI, 2012).
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En la poblacion menor de 20 afos, se observd que principalmente se manifiestan como
leucemias (linfoide, mieloide, monocitica y otras de tipo celular no especificado) (INEGI,
2012). Los nifios de 5 a 9 afos tienen los porcentajes mds altos de incidencia (37.8%) de

casos, seguido por los nifios menores de 5 afos (26.5%) (INEGI, 2012).

Las células cancerigenas han desarrollado resistencia contra la gran mayoria de los fArmacos
actualmente utilizados en la terapéutica hacia el cancer, ademas representa un alto costo
econdmico para el paciente muchos de estos tratamientos. Adicionalmete, dichos
tratamientos conllevan efectos secundarios nocivos para el enfermo (INEGI, 2012). En este
entorno, los metabolitos secundarios de plantas pueden representar una fuente potencial para
el desarrollo de nuevos farmacos novedosos con un indice terapéutico aceptable y una menor

cantidad de efectos secundarios.

1.4.2. Los rotenoides como agentes anticancerigenos

Se sabe que las semillas de P. erosus contienen rotenoides, entre otros compuestos (Norton
y Hansberry, 1945; Chandrashekar et al., 1967; Krishnamurti y Seshadri, 1966, Sorensen,
1990; Alavés-Solano et al., 1996; Barrera Necha et al., 2004; Estrella et al., 2014). Los
rotenoides son metabolitos secundarios de origen vegetal, sintetizados exclusivamente por
especies de la subfamilia Papilonoideae (Nawrot et al., 1986). Historicamente, han sido
conocidos por sus propiedades insecticidas, acaricidas y piscicidas (Nawrot et al., 1986); sin
embargo, en los ultimos veinte afios los rotenoides han adquirido interés farmacoldgico por
sus propiedades antitumorales (Kardano et al., 1990) ya que muchos de ellos poseen
citotoxicidad contra varias lineas tumorales humanas (Leiping et al., 1993; Lee et al., 2010),
constituyendo una fuente como agentes anticancerigenos (Ito et al., 2004). De esta manera,
Gosalvez (1973) observo el efecto de la rotenona en células cancerigenas mamarias como un
inhibidor de la respiracion mitocondrial de dichas células. Wolvetang et al. (1994) por su
parte, reportaron que la rotenona indujo el fendmeno de apoptosis en células linfoblastoides
y otras células mamarias en humanos de 12 a 18 h después de ser aplicado. Wang et al. (1999)
seflalan que la rotenona disminuyo la incidencia y la proliferacion del carcinoma

hepatocelular mediante la muerte celular por apoptosis.
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En épocas mas recientes, Amstrong et al. (2001) sefalaron que la rotenona indujo la
apoptosis en el complejo mitocondrial I de células de linfoma humano B. Chun et al. (2003),
por su lado, reportaron a la deguelina como inhibidor del crecimiento celular de cancer de
pulmon, pero con efectos minimos nocivos en cé€lulas no cancerigenas, proponiéndolo como
un agente quimiopreventivo en los primeros estadios de cancer de pulmon. Ito et al. (2004)
al respecto discuten en general que los rotenoides pueden ser prototipos de agentes
antitumorales. En este mismo sentido, Lee et al. (2005) observaron que la deguelina reduce
el volumen de los tumores de pulmodn sin afectar las células sanas, proponiéndolo como un
agente quimiopreventivo en fases tempranas de la carcinogénesis pulmonar. Finalmente, Yan
et al. (2005) encontaron que la deguelina, redujo en un 56% la formacion y crecimiento del
adenoma pulmonar en ratones, reduciendo en un 78% el tamafio del tumor, proponiendo a la

deguelina como un agente preventivo para el cancer pulmonar.

Los hallazgos anteriores despertaron el interés de estudiar los mecanismos de accion a nivel
molecular de diversos rotenoides. Lee et al. (2008) reportaron que la deguelina tuvo un efecto
quimiopreventivo sobre cancer de piel, mama, colon y pulmon. Deng et al. (2010), por su
parte sefialaron que la rotenona mostro un fuerte efecto inhibitorio sobre células cancerosas
de la mama.

Asimismo, Lee et al. (2010) encontraron el efecto quimioterapéutico de la deguelina sobre
células gastricas cancerosas, deteniendo las fases G2/M y desembocando en la muerte celular
por apoptosis. Choi et al. (2010) encontraron que la tefrosina tiene efecto antitumoral, ya que
induce la internalizacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
provocando la degradacién de receptores en células del colon cancerigenas, asi como la
apoptosis, lo que constituye la primera evidencia del efecto anti cancerigena de este
compuesto. Regan et al. (2010) por otro lado, reportaron que la deguelina tiene efectos
inhibitorios sobre células epiteliales cancerigenas de los bronquios, inhibiendo la
proliferacion de estas células mediante la muerte celular por apoptosis, provocando un
decrecimiento del volumen del tumor. En este mismo sentido, Goncalves et al. (2011)
reportaron que la rotenona detuvo el crecimiento de diferentes células cancerosas y el arresto
del ciclo celular en la fase de mitosis, sugiriendo que la rotenona tiene efectos multiples sobre

diversas células cancerosas como una droga antimitotica.
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2. Objetivos y Justificacion

Objetivo general

Determinar la composicion quimica de las semillas y hojas de Pachyrhizus ferrugineus y P.
erosus, y evaluar su citotoxicidad en lineas celulares tumorales humanas, asi como el efecto

insecticida de los extractos ambas especies.

Objetivos particulares

1.- Identificar los metabolitos secundarios presentes en las semillas y hojas de P. erosus y P.

ferrugineus.

2.- Determinar el efecto insecticida de los metabolitos secundarios aislados contra dos

Drosophila melanogaster y Plodia interpunctella.

3.- Determinar la citotoxicidad de los metabolitos secundarios aislados contra diferentes

lineas celulares tumorales humanas.

4.- Determinar los mecanismos de accion molecular citotoxica de los compuestos en las

lineas celulares tumorales humanas.

Justificacion

Estos objetivos se justifican debido a que se desconoce la composicion quimica y las
propiedades biologicas de los compuestos de las semillas y hojas de Pachyrhizus ferrugineus,
asi como de las hojas de P. erosus. Por otro lado, se desconoce si otros rotenoides presentes
en las semillas de P. erosus y posiblemente en P. ferrugineus como: paquirizina, dolineona,

dehidroneotenona y 12a-hidroxipaquirizona, poseen propiedades citotoxicas en lineas
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celulares tumorales humanas, asi como si presentan actividad insecticida en las dos especies

de insectos mencidonados.

3. Preguntas cientificas

1.- (La composicién quimica de las semillas y hojas tanto de P. erosus como de P.

ferrugineus son similares?

2.- (Otros isoflavonoides, diferentes a la rotenona, tendran efecto insecticida en D.

melanogaster y P. interpunctella?

3.- (Otros isoflavonoides diferentes a la rotenona, tendran efecto citotdoxico en lineas

celulares tumorales humanas?

4.- {Qué mecanismos de accidon molecular explican la actividad citotoxica de los rotenoides

en las lineas tumorales humanas?

4. Hipotesis

1.- Las semillas y hojas de P. erosus y P. ferrugineus presentaran una composicion quimica

semejante dada su estrecha relacion taxondmica.

2.- Las semilla y hojas de P. ferrugineus presentara una mayor cantidad de compuestos en

comparacion con P. erosus, debido a la condicion silvestre de la primera especie.

3.- Los compuestos de tipo rotenoide presentaran actividad insecticida hacia Drosophila

melanogaster y Plodia interpunctella.

4.-Los compuestos de tipo rotenoide presentaran actividad citotoxica hacia diversas lineas
celulares tumorales humanas.
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5. Material y Métodos

Colecta del material Biologico

Colecta de semillas de Pachyrhizus erosus

Se adquiri6 1 kg en peso seco de las semillas de P. erosus en julio del 2011, en la tienda “El
Semillero” (Av. 5 de Mayo No. 10-b Col. Centro, c.p. 06000 México, D. F., tel 01 (55) 55
1090 15y 5510 11 96).

Colecta de hojas de Pachyrhizus erosus

Se colectaron 102.7 g de hojas en la parte trasera (jardin) de la casa ubicada en calle 20 de
Noviembre casi esquina con calle Nicolas Romero s/n en el ejido de San Andrés Tepepan,
Tlalquitenango, Morelos, México, el dia 17 de julio del 2012. Las hojas estaban libre de
insecticidas ya que crecieron en la parte posterior de su casa de manera libre y no propiamente
en el cultivar de jicamas del propietario de la casa (tabla 1).Un ejemplar fue depositado en el

herbario del MEXU-UNAM (138292).

Colecta de hojas y semillas de Pachyrhizus ferrugineus

Se colect6 esta especie en la Reserva Natural “La Sepultura” en el municipio de Villaflores,
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, del 5 al 9 de septiembre del 2012 (16° 08* 11.3” N, 93°35” 54.6”
O, 1145 m.s.n.m) con las siguientes coordenadas: N 16° 08"11.3 "', WO 93° 35" 54.6"" auna
altura de entre 1140 a 1150 msnm.. La colecta se realiz6 en selva mediana subperenifolia en
un sendero poco transitado de la zona nucleo de esta reserva. Se colectaron tres especimenes,
bejucos, los cuales no mostraba partes lefiosas y presentaba frutos y semillas. Los
especimenes presentaron tres tipos de morfologia de las hojas (figura 1). El tubérculo
presentd forma coénica como una zanahoria, o en forma de “L” con una elongacion
aproximada de 10 cm (figura 1). La especie es poco abundante, pues solamente se observaron

cerca de 30 ejemplares a lo largo del sendero desde 1100 a 1400 msnm. Se colectaron 227 g
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de hojas y 4.64 g de semillas (tabla 2). Un ejemplar fue de depositado en el herbario del
MEXU-UNAM (106089).

Tabla 2. Lugar, fecha y peso (g) de las colectas de P. erosus y P. ferrugineus.

Especie Organo Lugar de colecta Fecha de Peso Observaciones
colecta seco (g)
Pachyrhizus erosus Semillas Tienda “El Semillero” Julio 2011 1000
San Andrés Tepepan, Julio 2012 102.68 Hojas sin
Hojas Tlaquitenango, herbivoria
Morelos, Méx.
Pachyrhizus ferrugineus Semillas Reserva Natural “La 4.64 Present6 un
Sepultura”, Septiembre herbivoro
Villaflores, Chiapas, 2012 227.0 Hojas con poca
Hojas Mex. herbivoria

Obtencién y rendimiento de extractos a partir de solventes

Las hojas y las semillas de P. erosus y P. ferrugineus se secaron a temperatura ambiente.

Posteriormente, se prepararon los extractos de las semillas y hojas de ambas especies. Las

hojas secas se trituraron con unas tijeras. Al mismo tiempo, las semillas secadas a la sombra

(con excepcion de las semillas de P. erosus, las cuales se adquirieron secas), se trituraron

mediante la accidn mecanica de un molino. Enseguida los triturados fueron macerados, por

separado, en solventes de menor a mayor polaridad: hexano, acetona y/o AcOEt, MeOH;

respectivamente. En el caso de las hojas, en lugar de usar acetona se maceraron en AcOEt

(tabla 3). Finalmente se concentraron los extractos mediante la eliminacion de los solventes

a presion reducida usando un roto-evaporador. Lo anteriormente se llevo a cabo en ca. 60

dias. Se calcularon los rendimientos de las hojas y semillas de ambas especies.
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Tabla 3. Rendimiento (Rto) de los extractos de hexano, acetona y/o AcOEt y MeOH, de las semillas
y hojas de P. erosus y P. ferrugineus.

Especie ()rgano Peso seco (g) hexano Rto (%) Acetona** Rto (%) MeOH Rto (%)
y/o AcoEt () e
P. erosus Semilla 1000 *250 mL 25 3.17 11.7 13.01 16.56
Hoja 102.68 145¢g 1.41 3.0 2.92 17.01 16.56
P. Semilla 4.64 *2 mL 43.1 0.1 2.15 0.52 11.20
ferrugineus Hoja 227.0 423 ¢ 1.86 7.63 3.24 28.66 12.62

*Aceite de color amarillo
**Las semillas fueron maceradas en acetonas y las semillas en AcoEt

Aislamiento e identificacion de compuestos

Fracciones totales del extracto de acetona de P. erosus. El extracto de acetona de las semillas
de P. erosus (3.17 g) se sometid a cromatografia en columna (CC) (silica gel malla 70-230;
fase movil: hexano-AcOEt) en noviembre del 2012 (figura 4). Se obtuvieron 77 fracciones
de 25 mL cada una, las cuales se reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica (CCF:
silica gel grado 60; fase movil (fm): hexano/AcOEt 8:2; revelador: CeSOs). De las fracciones
reunidas se aislaron e identificaron por RMN'H (300 MHz, CDCI3/TMS & 0 ppm) siete
compuestos, en su mayoria rotenoides: (1) dolineona (fracciones 34-38); (2-3) paquirizona
(fracciones 43-48 y 49-55 pp); (2) 12a-hidroxipaquirrizona (fracciones 43-48 sb); (4)

dehidroneoteona (fracciones 56-59 pp); (4) paquirizina y rotenona (fracciones 56-59 sb);

y erosona aislada de otra CC, purificada posteriormente (fracciones 16-27).

Figura 4. CCF del extracto de acetona de las semillas de P. erosus (silica gel 60. fase movil:
hexano/AcOEt 8:2, revelador: CeSOs). En el cromatofélio se muestran desde la fraccion 31 hasta la
77, las cuales fueron reunidas por similitud del cromatograma.
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Posterior al fraccionado y a la reunién por similitud cromatografica, se procedi6 a la
purificaciéon de las fracciones reunidas (figura 4). Las cuales, se purificaron de manera

consecutiva e independiente las fracciones reunidas: 34-38, 43-48, 49-55 y 56-59 (figura 5).

a. extracto de acetona de las semillas de P.
erosus .

b. rotenona (estandar)

c. paquirizona (estandar)
d. 34-38 pp.

e. 34-38 sb.

f. 39-42 pp.

g.39-42 sb.

h. 43-48 pp (primer pp.)
i. 49-55 pp.

j- 43-48 pp (segundo pp.)
k. 43-48 sb.

1. 56-59 pp.

m. 56-59 sb.

n. 59-62 pp.

Figura 5. CCF de las fracciones reunidas por similitud cromatografica de la CC (FM 100% dicloro-
metano; revelador: CeSOy).

Fraccion 34-38. Se reunieron las fracciones 34-38 por su similitud cromatografica (figura 4),
de ellas se obtuvo un precipitado y un sobrenadante (figura 5). Después, se reunid tanto el
precipitado como el sobrenadante de dichas fracciones. Para purificar esta mezcla de
compuestos, se realiz6 una cromatografia en placa preparativa (CPP) fase normal, usando
como fase movil CH2Cl> 100%, eluyendo la placa dos veces, obteniendo 11 subfracciones de
las cuales se obtuvo un precipitado en forma de polvo blanco, que fue identificado como el

rotenoide dolineona.

Fracciones 43-48 y 49-55. Se reunieron por similitud cromatografica las fracciones 43-48 y
49-55 (figura 4). Ambas fracciones se purificaron de manera independiente. De las fracciones
reunidas (43-48 y 49-55) se obtuvieron, de manera independiente, tanto precipitados como
sobrenadantes y el precipitado se presentd en forma de polvo blanco. En el caso de la fraccion
43-48 se obtuvieron dos precipitados (figura 5). El primer precipitado se obtuvo con MeOH,
mientras el segundo precipitado se obtuvo con acetona. Como se puede observar en el
cromatofolio, los precipitados de las fracciones 43-48 y 49- 55 fueron similares (figura 5),

asi que se procedio a reunirlos. El sobrenadante de la fraccion 49-55 se perdié debido a un
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error en el manejo de la muestra. De la reuniéon de ambos precipitados se obtuvo un

precipitado en forma de polvo blanco, que fue identificado como el rotenoide paquirizona.

Fraccion 43-48 sb. Se reunieron por similitud cromatografica las fracciones 43-48 (figura 4).
De las fracciones reunidas, se obtuvieron dos precipitados y un sobrenadante. En el
sobrenadante de esta fraccion se observa, de acuerdo al cromatofolio, varios analitos (figura
5). Para purificar el sobrenadante, se realizo una CPP fase normal (FM: dicloro-metano 100%
eluyendo dos veces) obteniendo cuatro subfracciones. En la subfraccion tres se obtuvo unos
cristales de color café pardo, mientras en la subfraccion dos se obtuvo un precipitado de color
café pardo. A la subfraccion dos se le realizd6 una CPP bajo las mismas condiciones
experimentales anteriores, obteniendo siete subfracciones. De estas ultimas subfracciones, la
subfraccion tres se obtuvo un compuesto en forma de cristales de color café pardo. Asi, la
subfraccion tres de ambas CCP fueron muy similares, por lo que se reunieron en una sola
fraccion, obteniendo unos cristales de color café¢ pardo, que fue identificado como el

rotenoide 12a-hidroxipaquirizona.

Fraccion 56-69 pp. Se reunieron por similitud cromatografica las fracciones 56-59 (figura
4). Esta fraccion reunida tuvo un precipitado y un sobrenadante. El precipitado se presentd
en forma de polvo blanco, pero con algunas impurezas, tal como se observa en el
cromatofolio (figura 5). Para la purificacion del precipitado, se realizé una CC (FM: hexano/
AcOEt) obteniendo 18 fracciones de 25 mL cada una. Se puede observar en el cromatofolio
(figura 6) la subfraccion 13 (enmarcada en cuadro blanco), que corresponde a un precipitado

en forma de polvo blanco, pero aun presentaba ciertas impurezas.
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Figura 6. CCF de la subfraccion 13 (en recuadro blanco), el cual precipité en forma de polvo blanco
aun con ciertas impurezas.

Para la purificacion de esta ultima subfraccion se decantd este precipitado obteniendo un
precipitado y un sobrenadante. El precipitado se limpié con acetona; posteriormente el
precipitado, y ya sin impurezas, se obtuvo un precipitado blanco, que fue identificado como

la isoflavona dehidroneotenona.

Fraccion 56-59 sb. Se reunieron por similitud cromatografica las fracciones 56- 59 (figura
4). Estas fracciones reunidas tuvieron un precipitado y un sobrenadante (figura 5). En este

caso, se procedio a trabajar con el sobrenadante.

Posteriormente, se realizé una CC (FM: hexano/AcOEt) al sobrenadante de la fraccion 56-
59 obteniendo en total 26 fracciones de 25 mL cada una observandose que la subfraccion 25
(figura 7) precipitdé en forma de polvo blanco al parecer con cierta impureza, la cual, sin

embargo, no se hace notar en el cromatofolio.

Figura 7. CCF de las 26 subfracciones obtenidas del sobrenadante de la fraccion 56-59. En la mayoria
de la subfracciones se obtuvieron unos cristales de color naranja, que correspondian a la paquirizina.
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En la mayoria de las subfracciones se obtuvo un compuesto de color naranja, el cual fue
identificado como paquirizina (figura 7). Mientras en las fracciones 15, 16, 18 y 20 (figura
8) se reunieron por similitud cromatografica, y posteriormente se le realizé una CCP fase
normal (FM: CH2Cl> 100% eluyendo dos veces, observadas bajo luz UV=254 nm)
obteniendo cinco subfracciones. La subfraccion cuatro precipitdé un polvo de color blanco

identificado como rotenona (figura 8).

Figura 8. CCF de las 26 subfracciones obtenidas del sobrenadante de la fraccion 56-59. Enmarcadas
en recuadro blanco se observan cuatro subfracciones con la presencia de un analito, que corresponde
a la rotenona (UV= 254 nm).

Aislamiento del rotenoide erosona

Posteriormente, y debido a que los compuestos previamente purificados eran insuficientes
para realizar los ensayos biologicos, se procedio la purificacion de los compuestos antes
mencionados de las semillas de P. erosus a partir de 2.29 Kg de semillas adquiridas en la
tienda “El Semillero”. Se triturararon en un molino de semillas; posteriormente se maceraron
en hexano y en acetona, respectivamente. Enseguida, se elimino el solvente mediante la
accion de un rotoevaporador obteniendose 100.59 g de extracto crudo de acetona de las
semillas de P. erosus, el cual se procedio a fraccionarlo. Para ello se uso la técnica de
cromatografia en columna (CC) (silica gel malla 70-230; fase mévil: hexano-AcOEt), de la
cual se obtuvieron 60 fracciones (figura 9). De este fraccidnamientose obtuvieron los mismos
compuestos antes mencionados (rotenona, dolineona, paquirizina, paquirizona,
dehidroneotenona y 12a-hidroxipaquirizona); ademas se logro obtener el rotenoide erosona,

el cual no habia sido aislado previamente.
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16-27

Figura 9. Fracciones obtenidas del segundo extracto de las semillas de P. erosus. En recuadro blanco
se sefialan las fracciones reunidas 16-27 (UV= 254 nm).

De estas fracciones reunidas se obtuvo un precipitado y un sobrenadante, este ultimo en
forma de polvo blanco, aunque mostraba ciertas impurezas, por lo que se realizdo una CCP
(FM: dicloro-metano 100%, eluyendo dos veces y observadas bajo luz UV=254 nm),
obteniendo 11 subfracciones. La subfraccion 8 se obtuvo un precipitado en forma de polvo

blanco, correspondiendo al rotenoide erosona (figura 10).

Figura 10. CCF de compuestos aislados de manera simultanea de las semillas de P. erosus.
Enmarcado en recuadro blanco aparece la erosona (UV= 254 nm).

Analisis quimico de los extractos de hojas y semillas de P. erosus y P. ferrugineus
mediante la técnica HPLC-UV-EM

Separacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector UV

(CLAR/UYV)

Se utiliz6 un Instrumento YL CLAR-DAD (cromatdégrafo de liquidos de alta resolucion)
(Gyeonggi-do, Corea) que consiste en una bomba binaria (YL91118S), un desgasificador, un
compartimiento automatico de columna termostatica, un detector de diodos (DAD) y un
ordenador con el software Clarity version 5.0.5.98 (DataApex LTD, Republica de

Checoslovaquia), esto para el andlisis de los datos arrojados en el CLAR. Se us6 una columna
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Kromasil 100-5C18 (25 cm % 4,6 mm) (Eka Chemicals AB, Suecia). La columna se lavo con
acetonitrilo (100%) durante 5 min, para estabilizar las condiciones iniciales. La lectura de los
compuestos fue bajo luz ultravioleta a una longitud de onda de 244 nm. Se us6 como estandar
externo los siguientes compuestos aislados: rotenona, paquirizina, paquirizona, €rosona,

dolineona y dehidroneotenona. La columna se utilizo a temperatura ambiente.

La fase movil consistid en acetonitrilo (bomba A) y agua (con &cido acético al 0.1%; bomba
B). Los solventes fluyeron bajo las siguientes concentraciones: 48% (bomba A) y 52%
(bomba B). El tiempo de la corrida duré 40 min. La velocidad de flujo fue 1.0 mL/min. La
concentracion del extracto y compuestos fue de 1,000 ppm, del cual se tom6 20 pL

inyectandose al puerto de inyeccion del CLAR.

Anélisis CLAR / ESI-EM

Para el experimento del andlisis de los extractos de las semillas y hojas de P. erosus y P.
ferrugineus se uso el Cromatografo liquido de alta resolucion acoplado a un espectrometro
de masas, mediante la técnica de electro pulverizacion en modo 16n positivo (CLAR/ESI-
EM; expresion Advion detector CMS; Advion Ithaca, Nueva York, EE.UU.). Se uso el
modelo CMS expression version S, el cual detecta moléculas de un rango de 0 a 1,200 m/z,
presentando un escaneo rapido de masas (10,000 m/z unidades/s). Igualmente presenta un
analizador de masas cuadrupolo. Usa como complemento una bomba de paleta rotativa
Edward RV12 y un sistema de calibracion del sistema mediante una solucion de mezcla de
alcanos de cadena larga. Las condiciones experimentales en el sistema CMS-S fueron las
siguientes: modo de i6n positivo, escaneo de la molécula usando el modo de seguimiento de
16nes (SIM), gas de colision, nitrogeno de alta pureza (N2) a 80 psi, gas nebulizador (N2),
presion pirani 0.00639 torr, velocidad turbo 99.4%, temperatura de capilar: 253 °C,
temperatura del gas fuente: 22 °C, voltaje del capilar: 151.3 °C; voltaje de la
electropulverizacion: 4.03 kV, voltaje de dinodo: 10.07 V, voltaje del detector de -1.22 kV.
El software usado fue Clarity version 5.0.5.98 (DataApex LTD, Republica de
Checoslovaquia).
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Ensayos Biologicos
Bioensayo para la actividad insecticida contra larvas de Drosophila melanogaster

El bioensayo para la actividad insecticida de extractos y compuestos de P. ferrugineus y P.
erosus se llevo a cabo en larvas de D. melanogaster (Diptera) de la siguiente manera. Para
determinar la concentracion letal media (CLso) se prepararon cinco concentraciones
experimentales (5, 25, 50, 70 y 100 ppm) disueltas en 3 mL de dieta artificial (figura 11). Los
compuestos del ensayo fueron los extractos de acetona y AcOEt, tanto de las semillas como
de las hojas de P. erosus y P. ferrugineus, respectivamente. De igual manera, se probaron los
compuestos: rotenona, paquirizina, paquirizona, dolineona, erosona y dehidroneotenona, los
cuales habian sido previamente disueltos en la dieta. Para esto, los compuestos se disolvieron
en etanol y se mezclaron en 3 mL de medio de cultivo artificial [levadura de cerveza
granulada (5 g), glucosa (22 g), agar (8 g), acido propidnico (0.5 mL), nitrato de sodio (2.1
g), nitrato de potasio (2.1 g), cloruro de potasio (0.35 g), fosfato de potasio (0.35 g), sulfato
de hierro (0.00625 g)]. Estos ingredientes se disolvieron en 500 mL de agua destilada y
fueron agitados mediante una placa de agitacion, a una temperatura de 80 °C, durante 15 m.
Finalmente, se dejaron enfriar a las cajas Petri con la dieta a temperatura ambiente durante

24 h, esto con el fin de que se evaporara el etanol de la dieta.

Para obtener el pie de cria de D. melanogaster se introdujeron 20 moscas adultas en un frasco
de cultivo que contenia la dieta artificial. Se dejo ovopositar a las hembras y posteriormente
eclosionaron como larvas, esto en una cdmara de cultivo de insectos a una temperatura de 25
°C, con una humedad relativa > 60% durante 10 dias. Despues se tomaron 10 larvas del
primer estadio y se sembraron en cada caja Petri (3 mL) previamente disueltas los
tratamientos con el medio de cultivo. Estas cajas fueron mantenidas en la camara de
incubacion a una temperatura de 25 °C y con una humedad relativa > 60%. El experimento
tuvo una duracién de 72 h, tomando la sobrevivencia de las larvas hacia los compuestos cada
24 h. La CLso se determin6 mediante analisis log probit (Alarcéon et al., 2013). Se realizaron

tres experimentos diferentes con tres réplicas por tratamiento, con 10 organismos por caja.
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Bioensayo para la actividad insecticida contra larvas de Plodia interpunctella

Las larvas de Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) se mantuvieron con ciclos de
luz/oscuridad (14:10 h), a una temperatura en incubacion de 28 °C + 2 °C y una humedad
relativa del 55% +10%. La crianza de P. interpunctella se efectué agregando 30 g de dieta
artificial (a base de trigo molido, fibra de trigo, germen de trigo, levadura, miel, glicerina y
agua) en un recipiente de plastico previamente lavado. La dieta se cubrié con una tela porosa
de manera que permitiera la entrada de oxigeno, pero al mismo tiempo evitara que las larvas
salieran del frasco. Dos semanas después, y ya que las larvas habian alcanzado el tercer o
cuarto estadio larvario, se tomaron y se colocaron tres larvas (figura 11) en las cajas Petri
preparadas con el medio de cultivo usado en D. melanogaster, en el cual estaban disueltas
los compuestos. Las concentraciones experimentales fueron: 5, 25, 50, 70 y 100 ppm. Las
cajas Petri fueron mantenidas en la cdmara de incubacion a una temperatura de 28°C+2 °C'y
humedad relativa del 55% + 10%. 2 °C. Se mantuvieron durante 72 h, registrando la
mortalidad de los compuestos cada 24 h. La CLso se determind mediante por analisis log
probit (Alarcon et al., 2013; Rubio Cota, Tésis, 2012). El ciclo de vida de P. interpunctella
es de aproximadamente 30 dias. Se realizaron tres experimentos diferentes con tres réplicas

por experimento, con tres organismos por caja.

Figura 11. Preparacion del alimento con las concentraciones experimentales de los extractos y
compuestos de P. erosus y P. ferrugineus. Ensayos realizados en D. melanogaster y P. interpunctella.
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Ensayos de citotoxicidad en lineas celulares tumorales humanas

Se calculd la concentracion inhibitoria media (Clso) en cinco lineas tumorales humanas:
HeLa (linea celular tumoral humana cervicouterina), LNCap (linea celular de
adenocarcinoma de prostata humano sensible a androgenos), K562 (linea de células de
leucemia humana), PC-3 (linea celular de cancer de prostata en humanos), SKLU-1 (linea
celular de adenocarcinoma humano). Estas lineas celulares humanas se evaluaron en los
extractos de acetona y/o AcOEt de las semillas de P. erosus y P. ferrugineus,
respectivamente. Asi también se evaluaron a los siguientes compuestos, previamente

aislados: rotenona, paquirizina, dolineona y 12a-hidroxipaquirizona.

Las lineas celulares K562, PC-3, HeLa, SKLU y LNCap se cultivaron en un medio de cultivo
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal (10%),
inactivado por calor. Se le agrego lo siguiente: 100 U/mL de penicilina G, 100 U/mL de
sulfato de estreptomicina y 0.25 anfotericina B (Invitrogene Carlsbad, CA, EE.UU.). Los
cultivos celularesse mantuvieron a 37 °C en un ambiente humidificado con 5% de CO>

(Gonzalez-Sanchez et al., 2011).

La citotoxicidad de los extractos y compuestos se evaluaron en células tumorales humanas
mediante el ensayo colorimétrico MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol], en
tres experimentos independientes. Para esto, las células fueron sembradas en una placa de 96
pozos, a una concentracion de 7x10° células/pozo. Cada pozo contiene 200 uL de medio de
cultivo. Después de 24 h, las células fueron tratadas a diferentes concentraciones del extracto
de acetona de las semilla de P. ferrugineus y P. erosus, asi como de los compuestos rotenona,
paquirizina, dolineona, y 12a-hidroxipaquirizona. Estos tratameinto fueron disueltos en el
vehiculo de administracion DMSO (dimetil sulféxido), en un volumen por pozo de 50 pL.
Asi, se obtuvo un volumen total de 250 pL con la concentracion final indicada. La viabilidad
celular se determino6 48 h mas tarde, momento en el cual se retir6 el medio y se agregd a cada
pozo 20 pL de una solucion preparada de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1) -2,5-
difeniltetrazolio (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), a una concentracion de 2.5 mg/mL, en un
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medio PBS, pH de 7.2. Después de 2 h, se retir6 el MTT y se anadieron 200 pL de DMSO a
cada pozo, seguido por una agitacion suave para homogeneizar la soluciéon en cada pozo.
Finalmente se leyo la absorbancia a 540 nm utilizando el aparato Synergy® 2 Multi-Mode
lector de microplacas, BioTek® (BioTek, Winooski, VT, EE.UU.). La cantidad de formazan
detectada es proporcidnal al nimero de células vivas, y la inhibicion del crecimiento celular

se determino por la férmula:

Inhibicion del crecimiento celular (%)= (1-absorbancia de células tratadas/absorbancia de

células no tratadas) 100.

Los datos presentados son el resultado de tres experimentos independientes con seis
repeticiones por cada grupo experimental. Los valores de concentracion inhibitoria media
(Clso) del crecimiento celular se determindé a partir de curvas de inhibicion de
concentracion/viabilidad utilizando una regresion no lineal (constante de Boltzman) con el
software OriginPro 7.0®; (OriginLab, Northampton, MA, EE.UU) (Gonzalez-Sanchez et al.,
2011).

Ensayos de genotoxicidad
Electroforeésis de células en gel de agarosa (ensayo cometa)

Las células cancerigenas de leucemia humana K562 se sembraron en placas de caja Petri de
60x15 mm (Corning) en un nimero de 2x10* células por placa y se trataron con rotenona, a
una concentracion previamente evaluada (13.05 uM), durante 1, 3 y 12 h. El peroxido de
hidrégeno (10%) se utilizd como control positivo (durante 15 m), ya que produce
rompimiento en la doble cadena de ADN, aun a concentraciones milimolares (Visnja et al.,
2009). El ensayo cometa (version alcalina) se realizo de acuerdo a Singh et al. (1988).
Brevemente, después del tratamiento con la rotenona las células fueron separadas, mediante
una solucion quelante (EDTA). Posteriormente, se tomaron 2 mL de esta suspension y se
homogeneizé con 300 puL de gel de una agarosa de bajo punto de fusién (0.8 %), en un
portaobjetos y se dejo enfriar hasta que el gel solidificd. Enseguida, se embebio en una

solucion de lisis (2.5 mol de NaClo, Na,EDTA 100 mM, 1% de Triton X-100 y 10% DMSO),
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dejandose unos 5 minutos. Después, se lavd el gel en cinco ocasiones en una solucion
amortiguadora (Buffer 1X). Posteriormente, en una camara de electroforesis se vertié una
solucion tampén (300 mM NaOH, 1 mM Na2EDTA pH 13.0, 4 °C), para enseguida
introducir el gel de agarosa. La electroforesis se llevo a cabo a 300 mA durante 20 min. Luego
se retiro el gel de agarosa y se embebid en una solucion tampdn de neutralizacion (0.4 M
Tris-HCI a pH 7.5), en tres ocasiones durante 15 min para cada ocasion. Enseguida, los
portaobjetos se secaron a temperatura ambiente durante 5 min antes de la tincidon con 5 uL
de gel red (1:50,000). Las microfotografias de los cometas se visualizaron y se fotografiaron
usando un microscopio de fluorescencia de acuerdo a Lu et al. (2010). La medida del
porcentaje de dano al ADN se determind como el momento de la cola (cola de ADN%) y se
determiné por la formula: 100-(% de la cabeza del ADN) (Barjhoux et al., 2012). Para el

procesamiento de imagenes se utiliz6 el software J-image (Russ, 1995).

Efecto de la rotenona en el plasmido pDEST26

Se cultivaron las células K562 junto a dos concentraciones de rotenona (13.05 y 130 uM)
durante 48 h. Se us6 como vehiculo el solvente DMSO (0.28%). Como control positivo se
utilizé el reactivo de Fenton (30 mM de H>O», acido ascorbico 50 nM y 80 nM de FeCls), asi
como la endonucleasa Eco RI (cat. 10703737001, Roche) (Athar et al., 2011). Se mezclaron,
de manera separada 0.5 pg de ADN del pladsmido pDEST26 en un tubo de 200 mL.
Posteriormente se verti6 a cada tubo 12 pL de agua libre de DNasa/RNasa y se incub6 durante
1 h a 37 °C. Posteriormente, se inserto el plasmido en un gel de poliacrilamida y se realizo
una electroforesis a 80 V durante 2 h. Enseguida, el gel se tifi6 con la solucion gel rojo
(0.5png/L). EI ADN se visualizd con un transiluminador de UV utilizando el software
Biomaging (UVP) y se fotografio con el sistema Gel Doc (ultravioleta productos [UVP] Ltd,
Cambridge, Reino Unido).
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Evaluacion de la apoptosis
Ensayo de TUNEL

La muerte celular fue evaluado mediante el ensayo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) (fluorescein®, Roche GmbH Mannheim, Alemania), en
células K562. Para ello se incubaron las células (K562) con la rotenona (13.05 pM) durante
48 h. Posteriormente, las células fueron fijadas con acido acético a 20 °C, y después se
incubaron con la mezcla de reaccion TUNEL durante 1 h a 37 °C. Las muestras fueron
lavadas con PBS tres veces y se analizaron por microscopia de fluorescencia, usando un

microscopio Nikon E600 con una camara digital (Nikon, Melville, NY).

Inmunocitofluorescencia

Para confirmar si existe citotoxicidad por muerte celular tipo apoptosis se evalué mediante
la actividad de la enzima caspasa-3. Para ello, se incubaron en caja Petri las células K562
(5x10%) durante 24 h con la rotenona (13.05 uM), taxol (25 nM) y DMSO (0.28%). Después,
las células se sembraron en placas de caja Petri con cubreobjetos estériles. Luego, se fijaron
con paraformaldehido (PFH) al 4% durante 30 m (4 °C). Posteriormente, se retiré el PFH y
las células se lavaron tres veces con solucion TBS (6.05 g de Tris, 8.76 g de NaCl, en 800
mL de agua destilada y ajustar a pH 7.6) con 0.1% de Tween. Enseguida, las células se
permeabilizaron con una solucién (0.1% Triton X-100, 0.1% de Tween en solucién TBS)
durante 1 h, para después bloquear la reaccion con albumina de suero bovino (5%; BSA)
durante 1 h. Las células se incubaron con anticuerpo policlonal de conejo anti-caspasa-3
(forma activa) (1: 250) (3015-100, BioVision) a 4 °C durante toda la noche. Se incub6 en la
oscuridad durante 1 h el anticuerpo secundario de conejo Alexa Fluor 546 anti-IgG (A11030;
1:500; Invitrogen, Grand Island, NY). Los cubreobjetos se montaron utilizando el medio de
montaje 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Las muestras fueron observadas en un
microscopio Nikon E600 con una camara digital (Nikon, Melville, NY). Los experimentos
se realizaron por triplicado. Los cubreobjetos sin anticuerpo primario se procesaron en
paralelo como controles negativos. Como control positivo fue el terpeno taxol (25 nM). Para
procesar las imagenes se utilizo el software de libre acceso j-image.
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Analisis estadisticos

Los resultados se expresaron como media aritmética con desviacion estandar. Para saber si
es una prueba paramétrica se utilizo la prueba de Levenne (P<0.05). Posteriormente se utilizd
la prueba paramétrica Analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido por la prueba de
Tukey (p<0.05). Todos los datos fueron procesados utilizando GraphPad Prism ® Software
version 5.00.28 (San Diego, EE.UU., 2007).
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6. Resultados y discusion

6.1. Aislamiento e identificacion de compuestos de P. erosus y P. ferrugineus.

De las semillas de P. erosus se aislaron siete isoflavonoides. De éstos, cinco fueron
rotenoides: rotenona (1), paquirizona (3), dolineona (5), erosona (6) y 12a-
hidroxipaquirizona (7), una 3-aril-coumarina: paquirizina (2) y una isoflavona:
dehidroneotenona (4); todo estos fueron identificados por RMN'H (figura 14-20). Las
sefiales se compararon por las previamente reportadas (Blasko et al., 1989;
Phrutivorapongkul et al., 2002 y Leuner, et al., 2013). De los cinco rotenoides aislados el
mas conocido es la rotenona. Todo rotenoide tiene como unidad estructural un sistema de
cuatro anillos (A, B, C y D) formados por la fusiéon de un nucleo de cromano (A, B) con el
nucleo de la cromanona (C, D) (figura 12). Dependiendo del grado de oxidacion del esqueleto
cromano-cromanona estos compuestos se clasifican en: rotenoides (carbonos 6a y 12a
saturados), 12a-hidroxirotenoides (hidroxilo en 12a) y dehidrotenoides (doble enlace en 6a,

12a).

Figura 12. Esqueleto basico de un rotenoide

Para el caso de la rotenona (1) en su espectro de RMNP se observaron dos sefiales en 3.76 d
(J=3.5 Hz) y 4.68 s —ancho- para el H-12a, asi como dos sefiales en 4.61 dd y 4.17 dd para
dos hidrogenos de un metileno H-6, las cuales en conjunto indicaron la presencia de los
anillos A, B, C y D de un rotenoide. El anillo D esta substituido por un anillo derivado de un
grupo isoprenilo sobre los C-8 y C-9. El anillo A esta substituido por dos metoxilos como lo
indican dos sefales simples en 3.78 y 3.75 ppm.

La erosona (6) mostro las sefiales caracteristicas para los protones de los anillos A, B, C y D,

antes indicadas para un rotenoide, pero el substituyente en el anillo D sobre C-9 y C-10 es
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un furano como lo indican dos sefiales en 7.70 (d, J=3 Hz) y 6.83 (d, J= 2.2 Hz). La
paquirizona (3) mostro sefiales similares a la de la erosona, pero el anillo A esta substituido
por un grupo metilendioxi como lo indican las sefiales en 5.80 y 5.84 d (J =1.4 Hz, 1H c/u)
y el anillo D por un grupo metoxilo en C-8 (4.14 s, 3H). La 12a-hidroxipaquirizona (7) mostrd
un espectro similar al del compuesto 3, pero no se observo el H-12a que para el compuesto
3 aparece en 3.89 ppm (d, J=4), indicando que en esta posicion estd substituido por un grupo
hidroxilo. Los espectros de los rotenoides: rotenona (1), paquirizona (3), dolineona (5),
erosona (6) y 12a-hidroxipaquirizona (7), son similares a las reportados por

Phrutivorapongkul et al., 2002 y Leuner, et al. 2013.

(B)

Fig. 13 Esqueletos de una (A) isoflavona y (B) 3-arilcoumarina

Las isoflavonas poseen un anillo aromatico como substituyente sobre el C-3 (figura 13) y por
lo tanto presentan un hidrégeno vinilico en C-2. El espectro del compuesto (4) indico que se
trataba de la isoflavona dehidroneotenona pues mostrd una sefial para un H vinilico sobre el
C-2 (6= 8.01 ppm), asi como 4 sefales simples para 4 H aromaticos. Este compuesto esta
substituido por un metoxilo en 3.74 (s, 3H) y un metilendoxi 5.97 (s, 2H) sobre el anillo C,
asi como por un furano en el anillo D. Finalmente la paquirizina (2) presento sefiales similares
con excepcion de la sefial simple para el H en C-2, ya que la paquirizina presenta un carbonilo
en la misma posicion, indicando se trata de una 3-aril-coumarina (figura 13). Las sefiales para

estos compuestos son semejantes a las reportadas por Phrutivorapongkul et al. (2002).
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Rotenona (fraccion 56-59 sb)

g
|
i ll 1
; | ‘ 1 ’
' ‘ | d
" .“ |' il ” f [.!" ‘
Tfi’ﬁ 7'"' 5 - ,fg’,v . '
carbén **aislado *reportado
1 6.76 (s) 6.71 (s)
4 6.49 (s) 6.48 (s)
6 4.61 (dd, J=9,3) 4.61 (dd, J=12.2,2.5)
4.16 (d) 4.17 (bd, J=2.2)
6a 4.61 (dd, J=3, 12 Hz) 4.68 (bs)
12a 3.75 (d, J=5) 3.76 (d, J=3.5)
10 6.43 (d, J=8.6) 6.43 (d, J=8.5)
11 7.79 (d, J=8.6) 7.76 (d, J=8.5)
4 3.31(dd, J=9.8, 6) 3.30 (dd, J=15.5, 8.2)
2.91(dd,J=84,7.6) 2.92 (dd, J=15.5, 8.0)
5 5.20 (t,J=8.8) 5.21(t,J=9.2)
7 5.05 (s) 5.01 (s)
491 (s) 4.88 (s)
8-Me 1.75 (s) 1.70 (s)
MeO 3.78 (s) 3.73 (s)
MeO 3.75 (s) 3.70 (s)

Figura 14. Datos de RMN 'H de la rotenona. Las sefiales se compararon con lo previamente reportado

*Phrutivorapongkul et al. (2002) (400 MHz) **Datos propios (300 MHz).




Paquirizina (fraccion 56-59 sb)

-
* 9
NN

—7.51

.
<

84
83

I
«©
<

6.
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g 2
3 A
\ \

3.78
2.18

—y
| N W
8‘.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 éO ;.5 5‘.0 4‘.5 f (ppr?]‘.)o 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 (;.5 (;.0
carbén **aislado *reportado
4 7.81 (s) 7.80 (s)
5 7.69 (s) 7.68 (s)
8 7.50 (s) 7.49 (s)
2’ 7.70 (s) 7.69 (d, J=2.2)
3 6.83(d,J=22) 6.82(d,J=2.2)
3” 6.64 (s) 6.63 (s)
6” 6.90 (s) 6.89 (s)
OMe 3.78 (s) 3.77 (s)
OCH20 5.96 (s) 5.96 (s)

Figura 15. Datos de RMN'H de la paquirizina. Las sefiales se compararon con lo previamente

reportado *Phrutivorapongkul et al. (2002) (400 MHz) **Datos propios (300 MHz).
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Paquirizona (Fracciones 43-48 y 49-55)

8.0 7‘ 5 7‘.0 6‘5 f;.O 5‘.5 5‘0 4‘.5 4‘.0 3‘5 3‘0 2‘5 2‘.0 1‘ 5 1‘ 0 0‘5 (;0
f1 (ppm)
carbén **aislado *reportado
1 6.72 (s) 6.71 (s)
4 6.43 (s) 6.42 (s)
6 4.19 (d, J=12) 4.20 (d,J=11.9)

4.67 (dd, J=12,3.4) 4.69 (dd, J=12.1,2.4)

6a 497 (t,1=3.2, 1) 4.97 (dd, 1=3.8, 3.5)
11 7.92 (s) 7.91 (s)
12a 3.89(d, I=4) 3.88(d, I=3.8)
2’ 7.56 (d, I=2.3) 7.55(d, 1=2.2,)
3’ 6.74 (d, I=2.2) 6.73 (d, 1=2.2)
OMe 4.14 (s) 4.13 (s)
OCH:0 5.80 (d, = 1.4 5.80 (d, J=1.1)
5.86 (d, = 1.4) 5.85(d, I=1.1)

Figura 16. Datos de RMN'H de la paquirizona. Las sefiales se compararon con lo previamente

reportado *Phrutivorapongkul et al. (2002) (400 MHz) **Datos propios (300 MHz).
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Dehidroneotenona (fraccion 56-69 pp)

-0.00

i

8.52
—8.01
7.77
7.77
7.60
7.60
6.94
6.93
6.93
—6.85
—6.65
5.97
3.74
2.59
1.25

I

J H ] o JL 1 3t A
I Tt JU I T
85 80 75 70 &5 6o 55 so0 45 40 35 30 25 20 15 10 os oo

4.5
f1 (ppm)

carbén **aislado *reportado
2 8.01 (s) 7.98 (s)
5 8.52(s) 8.54 (s)
8 7.60 (s) 7.57(s)
2 7.77 (d, J=3) 7.77 (d, J=2.2)
3 6.93 (d, J=3) 6.91(d,J=2.2)
3” 6.65 (s) 6.63 (s)
6” 6.85 (s) 6.85 (s)
OMe 3.74 (s) 3.73 (s)
OCH20 5.97 (s) 5.96 (s)

Figura 17. Datos de RMN'H de la dehidroneotenona. Las sefiales se compararon con lo previamente
reportado *Phrutivorapongkul et al. (2002) (400 MHz) **Datos propios (300 MHz).
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Dolineona (Fraccio

7.55
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585 =
(78]
(98]
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4 6
a4 |
— -
==d61

Ji
O O O o Loyoa
S T S A
carbdn **aislado *reportado
1 6.74 (s) 6.72 (s)
4 6.43 (s) 6.45 (s)
6 4.17 (d, J=12) 4.19 (d, J=12)
4.61(dd,J=12,3)  4.64 (dd,J=12,3)
6a 4.95 (t,J=3) 4.96 (dd, J=4,3)
8 7.05 (s) 7.06 (d, J=1)
11 8.21 (s) 8.21 (s)
12a 3.88 (d, J=3) 3.89 (d, J=4)
2 7.54 (d, J=3) 7.54 (d, J=2.5)
3 6.74 (d, J=3) 6.73(dd, J=2.5,1)
OCH20 5.80 (s) 5.81(d,J=1.3)
5.86 (s)

5.87(d,J=1.3)

Figura 18. Datos de RMN'H de la dolineona. Las sefiales se compararon con lo previamente reportado
*Phrutivorapongkul et al. (2002) (400 MHz) **Datos propios (300 MHz).
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Erosona (fraccion 16-27)

<

8.22
7.55
{ 7.54
—7.06

6.73
6.73
—6.48

. . Y
L P S PR
carbén **aislado *reportado
1 6.48 (s) 6.48 (s)
4 6.77 (d, J=3) 6.76 (d, I=1.1)
6 4.67 (dd, J=9; 3) 4.67 (dd, J=12.1, 25)

423(d,J=12)  422(dt, J=12.1; 1.1;0.9)

6a 498 (1,]=6,3)  4.98(ddd, J=4;3.1;1.1)
8 7.06 (s) 7.07 (d, I=1) oMe
11 8.22 (s) 8.22 (s)

12a 3.93 (d, J=3) 3.94 (dt, I=4; 1.1; 0.9)
2 7.55(d, J=3) 7.55(d, 1=2.3)
3 6.73 (d, J=3) 6.74 (dd, J=2.3; 1)

OMe 3.76 (s) 3.76 (s)

OMe 3.80 (s) 3.80 (s)

Figura 19. Datos de RMN'H de la erosona. Las sefiales se compararon con lo previamente reportado
*Phrutivorapongkul et al. (2002) (400 MHz) **Datos propios (300 MHz).
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12a-hidroxipaquirizona (fraccion 43-48 sb)

u |
M L |
5;.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 5‘0 4‘.5 f (‘:)‘.[()Jm) 3‘5 3‘0 2‘5 2‘.0 1‘5 1‘0 (;5 (;0
carbén **aislado *reportado
1 6.50 (s) 6.49 (s)
4 6.47 () 6.46 (s)
6 448 (dd; JI=12.1, 3) 4.50 (dd; J=12.1, 1)
4.70 (dd; J=12.2, 2.5) 4.71 (dd; J=12.1, 2.4)
6a 4.62 (d, J=3) 4.61 (dd;J=2.4,1)
11 7.89 (s) 7.88 (s)
2 7.56 (d, J=3) 7.55(d; J=2.2)
3 6.74 (d, J=2.3) 6.73 (d;J=2.2)
OMe 4.11 (s) 4.10 (s)
OCH20 5.81 (d, j=3) 5.80 (d; J=1.5)
5.84 (d, j=3) 5.84 (d; J=1.5)

Figura 20. Datos de RMN'H de la 12a-hidroxipaquirizona. Las sefiales se compararon con lo
previamente reportado *Phrutivorapongkul et al. (2002) (400 MHz) **Datos propios (300 MHz).
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6.1.2 Andlisis por CLAR/UV-ESI-EM

Nuestros resultados de CLAR/UV-ESI-EM mostraron que las semillas de P.erosus y P.
ferrugineus comparten al menos seis isoflavonoides: rotenona (1), paquirizina (2),
paquirizona (3), dehidroneotenona (4), dolineona (5) y erosona (6). Por otra parte, las hojas
de ambas especies muestran dos compuestos en comun, rotenona (1) y dolineona (5). Sin
embargo, P. ferrugineus mostrd otros isoflavonoides no presentes en las hojas de la otra

especie.

A la fecha sélo se ha reportado la composicion quimica de las semillas de Pachyrhizus
erosus. Esta es la primera vez que se reporta la composicion quimica de las semillas de la
especie silvestre P. ferrugineus. De acuerdo al analisis de CLAR-UV-ESI-EM el extracto de
acetona de las semillas de P. ferrugineus posee seis isoflavonoides: rotenona (1), paquirizina
(2), paquirizona (3), dehidroneotenona (4), dolineona (5) y erosona (6) (figura 21; figura I
del apéndice). Dicho extracto presentd un perfil quimico similar al de las semillas de P.
erosus, pero también se detectaron otros compuestos aun no identificados que no se
encontraron en la base de datos NIST (figura 21). Queda también por determinar las

diferencias cuantitativas de los isoflavonoides de ambas especies.

Solo existe un reporte previo de la quimica de las hojas de P. erosus (Duke, 1981), en el cual
se sefala la presencia de la rotenona en las hojas, asi como en la vaina y tallo. En este estudio,
se corrobor6 por CLAR-UV (244 nm) que las hojas de P. erosus contienen rotenona pero

ademas dolineona, la cual no habia sido reportada con anterioridad.

Las hojas de P. ferrugineus presentaron: rotenona, dolineona, pero ademas con base en el
cromatograma de CLAR-UV (figura 21) contienen erosona, paquirizina, paquirizona y
dehidroneotenona; es decir muestra los isoflavonoides presentes en sus semillas. Es claro que
la especie silvestre (P. ferrugineus) sintetiza mas compuestos que la especie cultivada (P.
erosus). Diversos autores han propuesto diferentes teorias sobre la sintesis de metabolitos de
las plantas desde el punto de vista ecoldgico. Una de éstas, es la Teoria de la Defensa Optima

propuesta por Fenny, Rhoades y Coates (1976). Estos autores postularon que el tipo de
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defensa de las plantas refleja su historia de vida y su estructura en la comunidad, por lo que
podemos asumir que la presencia de mas compuestos en la especie silvestre (P. ferrugineus)
—particularmente en las hojas— es debido a la presiéon ambiental que existe en su
comunidad. Esto en contraparte con la especie cultivada (P. erosus), la cual se desarrolla en
un ambiente mas controlado —ya que ha sido domesticada— restringiendo el uso y
formacion de defensas quimicas. Por otra parte, la sintesis de metabolitos secundarios puede
ser una respuesta al ataque de enemigos naturales. Ingham (1979) report6 que las hojas de P.
erosus producen fitoalexinas (neodunol y homoedudiol) cuando se les inocul6d esporas del
hongo Helminthosporium carbonum (Pleosporaceae) en los tallos. Otros autores, Kigathi et

al. (2009) reportaron que Trifolium pretense (Leguminosae) emite compuestos quimicos de

defensa cuando se encuentra bajo el ataque de un herbivoro.
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Figura 21. Cromatograma de los extractos de hojas y semillas de P. erosus y P. ferrugineus mediante
la técnica CLAR-UV-EM (244 nm). (a) semillas de P. erosus, (b) semillas de P. ferrugineus, (c)
hojas de P. erosus, (d) hojas de P. ferrugineus. Compuestos identificados: 1: rotenona; 2: paquirizina;
3: paquirizona; 4: dehidroneotenona; 5: dolineona; 6: erosona.

La identificacion de los compuestos en los extractos se realizd con base en el tiempo de
retencion y se corrobord mediante sus espectros de masas (tabla 4 y figura II del apéndice).
Se obtuvo el peso molecular de cada isoflavonoide por EM, a saber: rotenona (394 m/z),

paquirizina (336 m/z), paquirizona (366 m/z), dehidroneotenona (336 m/z), dolineona (336
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m/z) y erosona (352 m/z). Se sabe que los espectros de masas obtenidos mediante i6nizacion
por electrospray (ESI) proporcionan informacion estructural Util sobre biomoléculas polares,
en cierta forma superior a la obtenida mediante i6nizacion por impacto electronico (IE),
donde se puede perder tanto el i6n molecular (M+) como fragmentaciones primarias poco
notables debido a la baja volatilidad y alta polaridad de los compuestos de tipo fendlico,

como los isoflavonoides (Cuyckens y Claeys, 2004).

Proponemos las fragmentaciones de acuerdo al espectro de masas (tabla 4 y figura II del
apéndice) para los compuestos aqui aislados. Pereira et al., (1998) mencionan que los
rotenoides presentan rearreglos de tipo Retro Diels-Alder (RDA), los cuales observamos en
los espectros de masas (figura 22). De esta manera, los rotenoides aqui reportados presentan
un reordenamiento RDA en 192 m/z, el cual es un pico de baja intensidad. De la misma
manera, la erosona y la rotenona, comparten un grupo dimetoxicromano, observando
fragmentaciones similares: 192, 164, 161, 104 m/z. Estos resultados muestran que la CLAR-
EM es una herramienta poderosa para la deteccion y caracterizacion de isoflavonoides,
especialmente de tipo rotenoide, lo que permite identificar compuestos facilmente a partir de
un extracto crudo.

R=H, m/z 192
R=OH, m/z 208

Figura 22. Reareglo Retro Diels-Alder de los rotenoides de acuerdo a Pereira et al. (1998).
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Tabla 4. Isoflavonoides identificados por espectrometria de masas en las hojas y semillas de
P. erosus y P. ferrugineus.

Compuesto RT (m) Fragmentos, m/z (% abundancia relativa)
1. rotenona 25.1 394 (M+) 100, 353 (3), 192 (RDA) 2, 161 (10), 130 (5), 104 (60), 171
(5), 128 (10), 113 (10), 164 (2), 147 (2), 145 (60), 144 (50).
2. paquirizina 19.4 336 (M+) 60; 185 (10), 159 (5), 142 (50), 141 (509, 115 (309, 151 (5),
120 (20).
3. paquirizona 18.0 366 (M+) 5,176 (5), 150 (5), 133 (10), 118 (50), 82 (100), 147 (5), 116
(30).

4. dehidroneotenona  16.6 336 (M+) 60, 185 (2), 154 (2), 140 (60), 128 (10), 111 (10), 151 (20),
120 (30), 117 (40).

5. dolineona 16.0 336 (M+) 5; 117 (15), 176 (5), 148 (70), 131 (40), 117 (15), 146 (10),
145 (60).

6. erosona 12.4 352 (M+) 10; 117 (5), 91 (1), 90 (20), 192 (RDA) 2, 164 (3), 148 (40),
146 (40), 117 (5), 86 (100), 133 (5), 102 (55), 86 (100), 161 (2), 130 (4),
104 (40).

6.2. Actividad bioldgica.

6.2.1. Actividad insecticida de extractos y compuestos

Se evaluaron los extractos y compuestos previamente purificados de P. erosus y P.
ferrugineus, esto en Drosophila melanogaster y Plodia interpunctella. Solamente se observo
actividad biologica en D. melanogaster de los compuestos rotenona y dolineona asi como del
extracto de acetona de las semillas de ambas especies (tabla 5). Por otra parte, en P.
interpuctella no se observo actividad insecticida, ni de los extractos de hojas y semillas de
ambas plantas ni de los compuestos (<100 ppm). Existen reportes que apoyan nuestros
hallazgos. Miyazawa et al. (2004), reportaron previamente el efecto insecticida de la rotenona
sobre D. melanogaster, concordando con lo aqui reportado. Recientemente, Huang et al.
(2014) y Nirma et al. (2012), reportaron el efecto insecticida de la rotenona hacia Musca
domestica L., Aedes albopictus S. y Aedes aegypti L., respectivamente. Mientras, Barrera
Necha et al. (2004) reportaron que la rotenona posee actividad antifungica hacia Rhizopus

stolonifer Ehrenb. (Ex Fr.) Lind. Coincidiendo con nuestros hallazgos, Alavés-Solano et al.
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(1996) reportaron que los extractos de acetona de las semillas de P. erosus, presentaron efecto
insecticida sobre Sitophillus zeamays (Curculiénidae) mejor conocido como gorgojo del
maiz. En el caso de la dolineona, el unico reporte publicado fue realizado por Puyvelde et al.
(1987), el cual menciona que la dolineona no presentd efecto acaricida hacia Rhipicephalus
appendiculatus (Ixodidae). Este es el primer reporte del cual la dolineona tiene efecto toxico

hacia D. melanogaster, y confirma el efecto insecticida de la rotenona.

Tabla 5. Concentracion letal media (CLso) de extractos y compuestos de P. erosus y P. ferrugineus
en D. melanogaster. En P. interpunctella la CLs, fue superior a las 100 ppm.

Planta / compuesto Organo Extracto/ 24 h 48 h 72 h
Solvente
ppm

P. erosus semilla Hexano >100 >100 >100
Acetona >100 >100 28.84+1.9

hoja AcOEt >100 >100 >100

P. ferrugineus semilla Hexano >100 >100 >100
Acetona >100 >100 21.37+1.4

hoja AcOEt >100 >100 >100
Rotenona 30.19+1.16 11.48+0.5 10.71+0.8

Paquirizina >100 >100 >100

Paquirizona >100 >100 >100

Dehidroneotenona >100 >100 >100

Erosona >100 >100 >100
Dolineona >100 >100 12.88+1.0

Tres experimentos, con tres repeticiones por tratamiento; con 10 organismos en caso de D. melanogaster y 3 organismos en P. internpunctella. Analisis
estadistico por el método PROBIT.

6.2.2. Actividad citotoxica de extractos y compuestos

Se evalu la citotoxicidad tanto los extractos de acetona de las semillas como los compuestos
de P. erosus y P. ferrugineus en cinco lineas tumorales humanas. El extracto de acetona de
las semillas de P. erosus (40.50 y 41.31 pg/mL) asi como la rotenona (27.29 y 13.05 pM)
mostraron una alta inhibicion en las lineas celulares HeLa y K562, respectivamente. Los
demas extractos y compuestos no mostraron inhibicion inferior a 100 pg/mL y/o 100 uM
(tabla 6). Se ha documentado ampliamente sobre el efecto citotoxico de la rotenona, en al
menos 25 lineas tumorales humanas (Lee et al., 1992; Fang y Casida, 1998; Blatt et al., 2002;
Ito et al., 2004; Sakurai et al., 2006; Hisashi et al., 2007; Cheenpracha et al., 2007; Lee et
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al., 2008; Song et al., 2011; Estrella et al., 2013). Asi, Antheroporum pierrei (Fabaceae) tuvo
efecto citotoxico contra las lineas celulares tumorales humanas C38 y L1210 (Song et al.,
2011), por lo que este estudio confirma el efecto citotéxico de la rotenona sobre lineas

celulares tumorales humanas, especialmente de tipo cervico-uterino y de leucemia.

Tabla 6. Concentracion inhibitoria media de extractos y compuestos de las semillas de P. erosus y
P. ferrugineus en cinco lineas celulares tumorales humanas.

Linea celular tumoral humana

Especie Extracto K562 HeLa PC3 LNCap SKLU-1
(semilla) (ng/mL) (leucemia) (cérvico-uterino) (prostata) (prostata) (pulmodn)
P. erosus Acetona 40.50+1.1 41.31+1.0 >100 >100 >100
(jicama cultivada)
MeOH >100 >100 >100 >100 >100
P. ferrugineus Acetona >100 >100 >100 >100 >100
(jicama silvestre)
MeOH >100 >100 >100 >100 >100
Compuestos (uM)
Rotenona 13.05+1.2 27.29+0.5 >100 >100 >100
Paquirizina >100 >100 >100 >100 >100
Dolineona >100 >100 >100 >100 >100
12a-hidroxipaquirizona >100 >100 >100 >100 >100

Tres experimentos independientes con 6 réplicas por tratamiento. Para calcular la ICso se estimé mediante una regresion no lineal con el paquete de software
OriginPro 7.0 (OriginLab, Northampton, MA, EE.UU).

6.3. Mecanismos de accion de citotoxicidad de la rotenona en las células K562

6.3.1. Ensayo cometa

Con el fin de determinar el posible mecanismo molecular de citotoxicidad de la rotenona en
la linea celular humana K562 se realizaron diversos ensayos, de los cuales se evaluo las
propiedades genotoxicas por diversos experimentos. Asi, para evaluar si la rotenona provoca
dafio al ADN en células K562, se realiz6 el ensayo cometa. En nuestros resultados se puede
observar que existe dafio al ADN después de 1 h de iniciado el experimento, alcanzando el

maximo dafio a la tercera hora, manteniéndose este dafio al menos hasta las 12 h (figura 23).
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Este es el primer reporte de la genotoxicidad de la rotenona via el ensayo cometa. Los pocos
reportes hoy en dia han sido con otros flavonoides, diferentes a la rotenona, tales como:
genisteina, equol, daidzeina, los cuales inducen dafios en el ADN en dos lineas celulares

tumorales humanas (HT29 y V79) (Zobel et al., 2000; Di Virgiliola et al., 2004).
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Figura 23. Genotoxicidad inducida por rotenona en las células K562. Microfotografias de células
K562 con rotenona (13.05 uM) después de: (A) 1 h, (B) 3 h, (C) 12 h de tratamiento rotenona. (D)
vehiculo (DMSO; 12 h) y E) control positivo (H20,). Barra de escala= 100 um. (F) Diagrama de
barras el cual muestra que la rotenona provoca dafio desde la primera hora de exposicion. Cuatro
experimentos independientes con tres replicas por experimento * p<0.05.

6.3.2. Ensayo en plasmido

Para validar si la actividad si la rotenona provoca dafio de manera directa en la estructura del
ADN, se evaluo mediante el ensayo en el plasmido pDEST26. Se pudo observar que la
rotenona no indujo dafio alguno al ADN en ambas concentraciones, siendo similar al vehiculo

de administracion (DMSO). En contraparte, se observd dafio al ADN en su forma lineal y
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enrollada, esto inducido por el reactivo de Fenton y la endonucleasa Eco RI (figura 24). Este
es el primer reporte sobre la actividad de la rotenona en pldsmido. Sin embargo, se ha
postulado que la rotenona puede provocar dafos en el ADN mediante la produccion de
especies reactivas de oxigeno en diversas células (Kondo et al., 1998; Suzuki et al., 1999;
Barrientos y Moraes, 1999; Betarbet et al., 2000; Gao et al., 2002; Li et al., 2003). Estos
hallazgos indicaron que la rotenona no indujo ningtn efecto estructural sobre el ADN, por lo

que no interactua de manera directa con al ADN.

A B C D E

«—— Forma mellada (supercirculo)
«—— Forma lineal
«—— Forma superenrrollada (forma nativa)

Figura 24. Ensayo en plasmido de la rotenona en ADN. Se incubd el ADN del plasmido pDEST26 a
diferentes tratamientos. A) control (DMSO), B) rotenona (13.05 uM), C) rotenona (130 pM), D)
Control positivo (Eco RI endonucleasa), E) reactivo de Fenton. La rotenona no indujo dafio alguno
al ADN. Tres experimentos independientes con tres réplicas por experimento.

6.3.3. Ensayo de fragmentacion de ADN
6.3.3.1. Ensayo TUNEL

Para confirmar las propiedades citotoxicas de la rotenona y explorar el mecanismo de la
muerte celular, se realizo tanto el ensayo de TUNEL como el de la actividad de la enzima
caspasa-3. Asi, el ensayo TUNEL detecta condensacion de cromatina y fragmentacion
nuclear y podria sugerir muerte celular por apoptosis, (Gonzalez et al., 2011). De esta
manera, la observacion de las células bajo el microscopio de fluorescencia reveld pequeiios
puntos brillantes que representan la condensacion de la cromatina y/o la fragmentacion
nuclear después de 24 h de exposicion de la rotenona (13.05 M) en células K562, induciendo
una respuesta positiva en el ensayo TUNEL (figura 25; flechas blancas). Las células tratadas

con el vehiculo de administracion (DMSO) no mostraron fragmentacion del ADN.
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Figura 25. Fragmentacion del ADN en células K562 evaluada mediante el ensayo TUNEL. Las
células se observaron bajo microscopio de fluorescencia después de 24 h de iniciado el experimento.
A) control negativo (DMSQO; 0.28%), B) control positivo (taxol; 25 nM) y C) rotenona (13.05 pM).
Las flechas blancas muestran la fragmentacion de los ntcleos en las células. Barra de escala= 100
pm.

6.3.3.2. Ensayo de actividad de la caspasa-3

La caspasa-3 es una enzima ejecutora en la muerte celular y su actividad es un evento crucial
que conduce a la muerte celular tipo apoptosis (Hyeon et al., 2010). Se investigo la actividad
de la caspasa-3 para explorar mas a fondo el mecanismo de muerte celular después del
tratamiento con la rotenona, esto a las 24 h de iniciado el experimento. Se observd a la
caspasa-3 en su forma activa (puntos rojos), después del tratamiento tanto con rotenona como
con taxol, esto a las 24 h. Como se esperaba, las células tratadas con DMSO (control

negativo), no activo a la caspasa-3 (figura 26).

De esta manera, se encontrd que la rotenona (13.05 uM), tanto en el ensayo TUNEL como
en la actividad de la caspasa-3 (figura 25 y 26) fuera positivo en ambos dichos ensayos. Lo
anterior sugiere que la citotoxicidad de la rotenona en células K562 se debe la a muerte
celular tipo apoptosis. Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado. Se sabe que la
rotenona a una muy baja concentracion (1 uM), provoca la liberacion del citocromo c en el
citosol, desencadenando la consecuente via de sefalizacion mediada por caspasas —
proteinas reguladoras de muerte celular por apoptosis— esto en la linea celular tumoral
humana SAS (Lee et al., 2008). Otros autores han reportado que otros rotenoides tales como
la deguelina, indujeron que el ensayo TUNEL fuese positivo, esto en células de
adenocarcinoma de colon humano (COLO 205) y en la linea celular de carcinoma colorectal
(HCT116) (Kang et al., 2012; Li et al., 2012). Ademas, otros isoflavonoides como la
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biocanina A, inhibio el crecimiento de células de cancer de prostata (LNCaP) a través de la
muerte celular tipo apoptosis (Rice et al., 2002). Finalmente, se obtuvieron resultados
similares a lo reportado en este trabajo, esto en la linea celular hepatocarcinoma (Huh-7) de
otros isoflavonoides, tales como: irilona, tectorigenina, formononetina, genisteina, 2'-
hydroxybiochanin A y 4', 7-dihidroxi-2' methoxyisoflavan (Mansor et al., 2011). Nuestros
resultados mostraron que la rotenona induce una muerte celular tipo apoptosis en la linea

celular K562.

DMSO rotenone taxol

--

Figura 26. Actividad de la caspasa-3 después del tratamiento con rotenona. Analisis realizado

DAPI

Active
caspase-3

Merge

mediante el ensayo de inmunocitofluorescencia para la caspasa-3 en su forma activa en células K562.
Microfotografias de las células tratadas con: DMSO (control negativo; A, D, G), rotenona (B, E, H)
y taxol (control positivo; C, F, I), esto a las 24 h de iniciado el experimento. Células tefiidas con DAPI
(A, B, C), anticuerpo anti-caspasa-3 en su forma activa (D, E, F) y superposicion de las imagenes (G,
H, ). Barra de escala= 100 um.
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7. Conclusiones

1.- Las semillas de Pachyrhizus ferrugineus contienen al menos seis compuestos de tipo
isoflavonoide (rotenona, paquirizina, paquirizona, dehidroneotenona, erosona y dolineona),

compuestos que también estan presentes en las semillas de Pachyrhizus erosus.

2.- Las hojas de P. erosus tienen rotenona y dolineona, mientras las hojas de P. ferrugineus
contienen al menos seis compuestos de tipo isoflavonoide (rotenona, paquirizina,

paquirizona, dehidroneotenona, erosona y dolineona) y otros compuestos no identificados.

3.- Las semillas de P. erosus y P. ferrugineus, asi como la rotenona y dolineona, presentaron

actividad insecticida en D. melanogaster.

4.- Las semillas de P. erosus, asi como la rotenona, presentaron efecto citotoxico en las lineas

celulares tumorales humanas K562 y HeLa.

5.- La rotenona induce citotoxicidad mediante la muerte celular tipo apoptosis, en la linea

celular K562.

El estudio de las propiedades insecticidas y anticancerigena de los rotenoides de P. erosus y
P. ferrugineus es importante, debido a sus posibles aplicaciones agricolas y médicas. Este
estudio abre el panomarama para el estudio del resto del género, en el cual estan las especies

cultivadas P. ahipa, y P. tuberosus y la especie silvestre P. panamensis.
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Figura I. Cromatograma de los compuestos purificados de las semillas de P. erosus. Compuestos
examinados mediante la técnica HPLC-UV (244 nm). 1: rotenona; 2: paquirizina; 3: paquirizona; 4:

dehidroneotenona; 5: dolineona; 6: erosona.
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Figura Il. Espectros de masas de: (1) rotenona; (2) paquirizina; (3) paquirizona; (4) dehidroneotenona;

(5) dolineona; (6) erosona. En todos los espectros se puede observar el peso molecular de cada
molécula.
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Abreviaturas usadas en esta tésis

AcOEt

CC

CCF

cm

CPP

CeSOy4

CDCl;
CH:CL
Clso

dd

ddd

DLso

DMSO
dt

EM
FM

CLAR

acetato de etilo

cromatografia en columna
cromatografia en capa fina

centimetros
cromatografia en placa preparativa
sulfato de cério

cloroformo deuterado
diclorometano

concentracion inhibitoria media

seflal doble

seflal doble de doble

seflal doble de doble de doble
dosis letal media

dimetil sulfoxido.

sefial doble de triple
desplazamiento quimico

espectrometria de Masas
fase movil
gramos

cromatografia liquida de alta resolucion

CLAR/U
V/EM

MeOH

Mhz

msnm

m/z

nm

pL
pM

ng

pp

ppm
RDA

RMN 'H

sb

T™MS

cromatografia  liquida de

alta

resolucion a coplada a un detector de

luz ultravioleta y a un espectrometro

de masas.
hexano

metanol

megahertz
milimetros
metros sobre el nivel del mar

relacién masa/carga.
nanometros

microlitro

micromolar

microgramo
punto de fusion
precipitado

partes por millon

rearreglo Retro Diels-Alder

resonancia magnética nuclear
proton
sefial simple

sobrenadante
sefial triple

tetrametil silano

de
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Pachyrhizus erosus (Fabaceae) 15 a herb commonly known as “yam bean’, whica has
been cultivated in Mésco since pre-Columbian times for its edible tohers. The seeds
arealso known for their acaricidil and insecticidal properties due to rotmone and other
s lapvwnmeid comateuts, Botcuons bas calileed cytoiuic u.:.livil;r uEu.Lual:ﬁ-m.ulh HiL
tumour cell Ines; however, its mechanism of action is still not fully undemstood. In this
study, we determined the cytotoxicity of mtenone isolated from P emosus seeds on
K52 human leukaemin cells. Rotenone exhibited signifcant cvtotoxic actvity
(ICsm = 1305 M}, = determined by the MTT assay, Three other isolated
isoflavonoids were mot cytotoxic. Rotenone genotoxicity was detected using the
comet nssny. Rotenone induced cell death, and cospase-3 activation as indicated by
TUNEL asszy, and immunocytnflvomscence. Plasmid nickng assay indicated that
rotenone does not imternct direcily with DNA.

Kevwords: Pachyrhizis emoss sceds; roenone; K562 lenkaema cells: oytotoxcity:
apaptosis; caspase-3

L. Introdoction

Pachyrehizus erosus (Fabacesz) is a tropical herb, native from México and Central America. In
Méxicn, P. ¢rosus is known as ‘jicamy’, and profusely cultivated since pre-Columbian time due
to it is ediblz subtermnean tubercles. It has beea introduced with the name “yam bean” as acrop
inte India. China and the USA, and used as a food ingredient (Alavez e al. 1998: Béjor et al.
2M0). Rotenone is present in the seads of P erowus, and is well known as insect pestcide
(Alavez et a. 1998: B&jar et al. 2000). However, in the last 20 years rotenoids have acquired
pharmacolozical interest due to their antitimocr properties (Kardono et ol 199}, Rotanone has
shown potent cyiototic activity againg severnl human tumour cell lines, such as breast (MCF-T;
ICs = 20nM) and lung (A-349; 1Cs; = 25 nM}). Rotenone induces the production of reative
oxygen species (RO5) which can damage DINA, RNA and proteins, eventally kading to cell
death (Gao et al. 2002; Li er al. 2003). In this study, we isolaed four isoflavenoids from P.
ernmus seeds and examined the cytotoricity of such compounds against K562 human leuk a2mia
cells in virre, and delve into the cellular and molecular mechanisms involved in the ¢viotoxicity
of rotenone o these cells.

*Corresponding author, Email: chil pa@uram.mx

£ 214 Taylor & Franci
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2. Resmlts snd discossion

2.1 Chemisry

The acetone extract of P. eroius seeds was subjected to column chromatoeraphy (Silica Gel 60)
as previously described (Alavez et al. 1998), odmining four isoffsvoneids: rotenone, dolineone.,
12a-hydroxy pachyrhizone and pachyrizine (Fgure 1A)—(D), and their vields were 0.01%,
0.006%. 0.004% and 0.006%. respectvely. The vield of the acetone extract was [.35%.

2.2 Cytotosic assay
The viability of K362 cells reated with the acetone extract from P. e rosus seeds, or the isolated

compounds, was detzrmined by the MTT assay. The F. ¢rosus extract id rotenone displayed
ICs 40.5 pa/mL and 13.05 pM, respectively. None of the other three Bolated soflavoroids

exhibited cytotoxic activity (maximum concentrafion evaluated was 150 pM). These resolis

agree with previous smdies showing that rotenone displays cviotoxicity against several human
tumour cell lines (Sakurai etal. 20061 Also extracts containing rotenone from other Fabocese

species, such as Antheraporum pierrel, had also displaved cyiotoxic effect againg himan
tumsour cell lines C38 and L1210 (Gao et al. 200113 Regarding structurefsetivity relationship,

rotenone was the only preaylated isoflavonoid. Interestingly, Cossidy and Setzer (2010}

established that prerylated isoflavoncids are more active against severd cancer proteins than
nur-prenylaed isollavoooids in o docking mnalysis (Cassidy & Seweer 20000,

J
o
h

Figare 1. Structure of moflavoncids. (A) Eotenone, (B) dolineone, (C) [ 2a-hy drexypachyraizone and (1)
pachyrhizine.

O
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23 Single-cell gel electrophoresis {comet as:ay)

The comet assay was performed to detect DNA damage in K562 cells, DNA damape induced by
rotenone (ICs; = 13.05 pM) was evident after 1 h, peaked at 3h and maintained after 12h of
treatment ( Figure 2). The positive conrol HaO. (10%) induced more than 80 % of DNA damage
after 15 min. Comet assay indicated that rotenone induced genotoxicity 1h after treatment on
K552 cells (Figure 2). It has been reported that other isoflavonoids, such as penistein, equo! and
daidzein also induce DNA damage in human twmour cell lines a evaluated by this assay { Pool-
Zobel et al. 2000).

24. Plasmid nicking assay

In order to volidate rotenone ;:CLi.\il}r J.i.l:bull}. on DA stcture, }!UEE'FJG DM A was treated with
two different concentrations of rotenons (13,05 and 130 pM). The DNA pattern of beth trestreents
was similar to the negative control (DMSO), but was different from the sample treated with
posi iy e vonlrol (Fenlon’s reagent and Eco BRI emdonucease) (Figare 33, These [iodings il icated
tha rotenone did not induce any structural effect on noked DINA, unlike Fenton's reagent that
indices DN A random damage by hvdroxyl radicals or as Eco R1endonuclease that produces DNA
cuting at specific nucleotides (one restriction site). This suggests that rolenone did not intzract
directly with DNA (Figure 3). However, it has been reported that rotenone may induce DNA
damage through produc ton of reactive oxygen ( Radad etal. 2006 . Deng etal. 20100, This supsorts
tha the DNA damape observed in thecomet assay may be due to the production of ROS.

15 TUNEL assay

TUMNEL assay detects DNA fragmentaton and supgests cell death v apoptosis. Other bi ochemical
.."||.;;|'|:’T'1:-:'. thai can be shrarved are chromatin condensation and nuclaar t-ri:_'_'ll:lf'lll.uLi.IHI (Gonzilez
Sarnchez et al. 2011). Observation by fluorescence microscope reveaed small bnght dots
representing chromatin condensation andfor nuclear fragmentation after 24 h of rotenone exposie
i K562 cells, Cells treated with velicle] DIVISO) did oo siavw DINA (s msentation, Tl wiss wsed
s positive control at 250 nM (Figure 4). Rotencne (13005 pM} was positive in TUMEL at 24h in
K552 cells (Figues 4 and 5). indicating that cell death might be due to apoptosis induction. The
rotznoid deguelin also induced TUMNEL- positi ve e [ls and caspase-3 is acti vaied inhuman Cancasi an
colon adenocarcinoma (COLC 205} and colorectal carcinoma cell line (HCT1 16} Kang etal. 20012,

2.6 Caspase-3 activity assay

Cagpage-3 i an exeantionar caspage i1 apoptone cell death and its acfivation is a cmicial #vent
leading to spoptosis (Eom etal, 2010). The executioner caspasz-3 was nvestigaled to further

Figare 4 DNA fragmentation K% oels defermined by TITNFL. many Cells were cheerved onder
Huorescence microscope ofter 24 h of treatment. { A) Negative comtrol (DMS0; (L. E %), (B ) positive control
(tnwol; 250 nM ) and (C) mtenon: (1305 pM). Armows show mclel fmgmentation. Scale bar = 100 wm.
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Figare 5. Caspase-3 activated after rotenone treatment. Immunocytofuorescence analysis for activaied
cuspase-3 1 K56 cels. Cals reated with negatve control (DMS0):; A, [, G), rotenone (B, E, H) and
postive contol {mxol; C, F, [) w 24 h. DAP]-sthined cells { A, B, C), and-activated caspase-3 antbody (D,
E, Ft aumd mcge (01 H, 1), Scale Lag L) prpan

explore the cell death mechanism after rotenone treatment. It was observed that caspase-3 was
activated afcr rotenonc treatment and taxol st 24h. As capocted, the colls treated with DMSO
wene negative for active caspase-3 (Figure 5) These tresults are in accordance with previous
studies showing that rotenone (1 M) induced the relese of cytachrome ¢ into the cviosel and
Ccaspase-dependant programmed cell dearh in SAS human mmour bne (Lee ef al. Z008)
Moreover, cther antineoplastic compounds tesed in K362 cells induced TUN

positive cells

and the activation of Caspases (Gonzdlez-Sanchez et al 2011).

4. Conclosion

Rotenone mnduces cylotoxiciy via apoptosis in K562 cells through caspase-3 activation. Thess
results provide new nsights into the molecular mechanisms invelved in he rotenone-mediated
CYIDLORICITY.

Supplementary material
Supplementary material relafing to this arficle is available online, alingside Materials and
myehaods.
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Rotenoids as Anticancer Agents

E. Estrella-Farra®, M. Cerbdn', |, Gomes-Verjan™,
L Gonealez-Sanches', E.RE. Vizques -Martines?,
|.C. Paez-Franco! and R. Reyes-Chilpa'™

ABSTRACT

The radermds are secondary mefabalites solated from different plant species of the
Falscens |'i'1||r]l'|.| s of Fhene el erairtent i 0 Pheetr (g tiede imid aearicide properties; in
atedfbine, ammie hite shoein fo possdss antrotmcer actomhy dgaivist seeenal Inoman fueor cofl
fines. I tee presen? condeibaibion we reodenr 25 rderoids ! eve been evalunted in oilro
agiinesd 45 temor cell lives, a5 wellas dieir o vio @ietitusror and chemopreventioe ackionty.
Two of these rotenonds, ratenone and degualing hooe been Burowgily shadied for their
apticmncer progeriies, Roferone bas shomon high cptetextc actioity agairst MICF-T cells
(1C, =44 nl, a5 well @5 demvaprenesidive and mndifaamer ackivrby in ovo en e, e mdicing
pp-regulntion of p33, iniufitior of profiferaiton, and dem regulation of Bie C-MYC gene
O e obfaer fanasd, degrelin indvitnts TO0 per cond of pre-weoplastic infuries o mpice o 10 ez
mid- In conclusion, rotenoieds wre metabolites with figh oytoforie actaoty againsd seoernd cofl
fimes, e mell s elvmaprevertioe actitfy in prupamd in wkr, 'I'Tn'r.-f.un" rotemitels ool be

Jrrotaiypes for the developsrent of newe drags i cancer chematTerapiy.
Keynords: Anticancer agents, Cyvtotmedaty, Deguelin, Eotenaids, Eotenone.
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Introduction

Cancer

Camcer is detined as a groap of diseases chasacterized by unregualated cell groevtth,
irvvasion and spread from the orig inal site to cther parts of the body T'ecoring, 2012).
Any nf the AN nr minre cell Bpes in the hisman body can ranaformn be malignant
tissue. Tumor cells arse from nommal cell by dafferent fyoes of mut;thm_. on
B cnes o humor suppremer genes. These dhanges sy are gosult of exposure
to physical cheadcal or biological carcinogens. Metastasis in cancer is the leading
crsew! dealui palisnls, aod voours Bevaesh nwalliple skeps ol vings Qe inyasion
of a primasy tusos inbo the bloodstream, subsecuent magration of fumos cells o
drverseorgans, adheson to endothelal cellsand mélraticnmnto the assues [Matsuda
et al, 2007). Thereby, cancer daszified according o the tissus and c2ll type where is
Incalized For sxample if rancer arises from epifhelial eells i s called “ rscinoma™;
if it originates from connective Wssue or nisde celisis called “sarcoma” finally if the
cancer does not belong to any of these catzgories is called “leukernda”.

The Wocld [T=alth Crganzation (W IC) in 2014 estinnated that the leading cause
af death woeldwrde in 22 was raneer, with 8 3 milline rasas, mainly from g
cancer, stomach, Ever, calonand breas (WHO, 200 2). These cancer types are different
by 5|:nd.<:*' whiere 0 2012 the mest frequents cancers inwonnen are broest, colorectuns,
cervix uteri. lung and stomacdh: while in men the most frequents cancers are Ling.
prozlale, tolvreclozn, s aewd liver (Ferlay ef ol 2000).

Caneer treatment inchude several strateges, sudhas chemotherapy, radiotherapy,
irrrmnothesapy and susgery, and i is determined by the cancerbrpeor stoge . Inthe
rhemntherapy, mtnfnoic dnags are aderinistered tnindiaee cell deathin tonone rells
Huveever, cawer wells L.::H.-lup resdslamee bo nequeily of dovgs corenily wsed in
anticancer therapyy. Ttis aleoimpeortant to note thatthe high coste of these treatrnents
end the harmtl side ettects bor the patient. In this scenario. rotencids. wiich are
_cl:aru:la.r 1‘t‘+ﬂbﬂ].l‘|::.5fl‘0ﬂ1p1ﬂﬂ+.. could rep: :'_.cnl'a.nnl:mm:{'l_m{':, JId.t“.'EbFl‘L‘LI:I. g
TUEnAT I'_'l.":.i.ﬁf‘ againet cancer.

Rotenoids

Botenoids (Figure Y 1) are secondary metabolites irom plants are inchided in the
group of the Aavonoids, particulardy inoflavoncids. The rotenoids are synthesized by
speries nt the 1r'r'1'|q.r Fahareae, mihiamily 5‘.-1|r:l'.fr.'-r?e'.u'f.\‘rr.r7 T—T1=.+rrr‘r1'||1, rofenmirda hawve
beent koo for theirm,ectil:ldal acaricidal and pesticidal activity (Sogensen, 1996);
howerver, in the last bwenty vears, totenoids have a:qumedpmmcnlngmﬂm{?mg{'
for their antiturmor pmpe*heg (Fardono ef al.. 1990, Since many rotencics possess
hiipehy eylobumivily arednel seeeral T oo vl B | ( Leeel ., 2000, Liel o,
1993), then also conetihite a seurce of potential anticanrer agents 1']]:0 d‘.-r?'., 004

Cytotoxic Properties of Rotenoids

Until 2014, 35 rotenoids have been examined the oytoioxic properties. The
vz T 3-od vy ooy bepal uesin (G, 1-Erydanwoy bepd oot (70, SHeplousiny, Uity doo-
11, 5'-dibwdrorey-L'-metoxitepheosin i14), deguislin, 52,12a-dzhydrodeguelin (15,
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Figurc 2.1: General Stucture of a Notoroid.

rot=none (1), 12a hydroxyroenone (31.12a-hydroxyerosone (16). rotenolone (111,
dalpanol{17), 12a,f Inydrosydalpanol (181, 6' B O D 2 glucopymanosildalpanc] (191,
o-toxdcarol (%, 6a,12a-dehydro-a-toxdcarol (1), sumatrol (81, 6-detocyditoriacetal (12),
amorphdzerun (201 12af-hydroyamorphigenine @210, amorphispironone (100,
boeravinone G 121}, boerarrinone TL (25, l.‘]].i.PJnD.'I.I: (13, E.-a.u,lZnu—l?a.-h}'d:m\}PdJprn:
(24 and villosinel 230,

The most studied roteroids are rotenone (1), deguelin (21, tephrosin (3), 6a,12a-
dehydro-c-toxicaral 1d) and Ja-hydroorrotenone (5). Most studies were focused on
the evaluation of their i vifro cytotoxic properties, aswell as fheis i vive antibemor
and their chemopreventive properties (preventing the cevelopment of cells
malignancies). In the carrent review crtotoxicty dassification of Sangthong o al.
{2011} voas adopted. The oytotoricity categories arebased on average inhibition walues
(MC_.] as Dollowgs: very hugh (< 1 v, hagh(1-10 gD, moderate [ 10-50ph), low [30-
100 Ay aned wethenst ackivity (100 W), ryfntoeie artety classification deperds o
the comgound and the cancer cell line tested (Sangthong ctal., 2011) On the other
hand, reganding chemopreventive properties clasafcaton (dhemopreventrre: mvolves
the wseof chenicals or dietary eompounds to block orinhibit development of cancer
in el e praevplaslic lisae) Jag ol al., 20037, was assamed as ulloves
chemopreventive ethect exists it the inhib:tion af O (quinone reductase) is <1lhig/
ml. Te date of the current reviews, the most potent rotencids regarding cvtotoxic
actwity are rotenone (1) (Tablz 9.1, degiaelin 2) (Table 9.3}, rephrosin (3} (Table 9.3),
and 12 hyrdroxorotenone (Table 9 7). On the otherhand, the moct effedtive rotenoids
for in wioe antitumor and chemopreventive properties are rotencne (13 {Table 9.3),
deguelin(2) (Table 3 4}, and tephrosin (5) (Table 9.6).

Regarding the in oitro cytotosic activity, retencids have been tested against 47
iman anc mouse origm cancer cells ines. Kotemone (11is the mpst stedied notenoid
it has been rested against 22 hurnan cancer cells lines (Table 9.1 displayving an IC_ of
2025 oM against MCT-7 and A-54% cells lines, respedively (Sakurai of al, 2006).
Oither rotenoids whith cytobowic activity at nanomaolar concentrations are: degiielin
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Table 9.1: In wirc Cytotoxic Az=zay: and Chemoprevention of Roferone

Source

Cell Line

Meckanism of Action

Refernze

Citona macrophyia

Lawsfunanpus wilin
omd L. wreeced

Lonchocapus
aff, fluvislis

Darric trfolata

P-382

16, =007 piy

KB

IC,=0.8pM

L=y

S, — 5.8 p

MGF-7T

IG, —4.4nM

LHCaP

IG, =04

SKM3H

IG, =46

KD

o w04 pi

Lu1

IG, =0.3 v

Haji celis with EBV-EA
Inhibted 100 pe- cent
{32 nid)

Unknown

Inkribitz: SOG

Umknown

Inhibition of EBY-EA

{Lin eral 1682}

{Famy ard Gowida,
1963}

{Blatt et al. 2002)

(ko et al.. 2004}

Manrantanania mitis MCF.T L Imknimaen {Sakumi atal 2M0A)
IC, =20nM
A-O4S
G, — 25 nM
HT-1080: Unknown {Matsuda et al.,
Imhibton of QU0
933 percem-TZ b
37
IG,_=13pM {Z4h],
0.5 M 148k and
007 pM (72h)
Darmiz trfoiata KB Unknawn {Gheenprmcha et al.
I, =1.7pM 2007)
BC
2 —0.2 M
MNGI-H13
15, =0.05 pM
Loachocarpus haberi  Molezular computational Prenylated {Gassidy and Setzer,
analysizs of prenylated campounds inhibi 2017)
flavonoids, among them PTK, ODG. GOX-1
roEenone. Y2, PHIC, the binding
sie of ALF trom
Topalsomerase Ii,
Fi3k
o
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Tabla 3.1-Corfa...

Sourve Gl Liree ifevdliaviiorn ol Aclion Aeierenue
MGCF-T ROS noused apamosls (Derg er 2l 20 06
trrough JHF/p38 avd
MAPE s activaticn
MNH313 Limkmawn
IC, =3 1M (4B h)
Leafs of -33 Limkmawin Gao e al, 2011)
Amheroperwm pegel 10, = U.Z3ug'mL
L-210 Unkmawen
IC,, =0.043pg/miL
Roocaono (Eigmma 25035 € and CMPERZ Iromaced astivity of {Gorpalves: of al..
Aldrich) IC_ —SuM p5linducivg 2011}
apoptass.
TPC 1 Muclcar p33
IC, = JuM iz o, nducing
celldeath.
TMHG-1 CEM induced cell
Aatenzne G, = 300 Nk deaih [ 13.27 per ceni)
TPC 1 Rotcnonc: Ammect in
1C,, =300 nb rulermne G2 phase

F-Z8& numan leukemia ¢2il. KB human eukemia cell, KB | YinDiasiine-resiEmn human eukemia
cel, MGF-7: human beas! zdenocarcinoma eel, LNCaP: human prosiate adenozarcnoma cell.
AS18: human lung adenocarcinoma epithalial cell. SKHSH: human neunoblasioma o2l Lul: lung
carcinoma cdlls, EBV.-EA: Epstein Bamr virus eardy antigan, HT1080: human fbrosarcoma cell,
BC: breact ganocr scl, HC1 H187: human lung caninoma ocfl. Cal27: cral adonocquamousc oarsinoma
wel, TwZ . wal aderwoguarnou: cacinwna wel, OMFz wal pucrsa [boblesy, HIH3TS. mouse
embryo tibrotiast, G3d: colon adenocarcinoma cail, L1210 mouse [ymphocyhc eukemia cells,
TPC-1: hurman thyrod wumor cal.

123 (Tzble 9 3:[, amncrphigenine (20), 12-ap-hydrosramorphigenine (21) Table 9.8),
anud 12al-tydrunyanwnplidyerd e (21 LL:J.ILn:LuE an IC_ =110l i sis dilferenl
ranrer r=lis lines QT'LHF‘? Fh Rnterrvida that ahomsr mnd P‘l‘!‘l’-" r}rinh“'ﬂr' 1r'h"~|h, {1NgahA
=IC -x5|:| p2d) are tephrosin (3 {[C =B6.3 pM against US375-52 cells; Tabl= 2.5), 2a-
Ty dmﬂﬂi‘mmp GIC_ =75 1|"|."l agai et MOF-7 rells, T = 15110 againsk A-R49
cells; Table 7 .Tpanc Cdeseychlitoriacetal (3C =30 |.|I\-£¢15.1.L1.:|: KD l::ls; Table 2.3).
Structure Mactiviny relationship also has besn examined for cotenoids, Saburaief
al. (2006) compared cytotoodc actvity between rotenone (1) [Table 9.1) and 12a-
hyydrowyesosane (16) {Table 7. 7)- Rotenone (1) 15 ooore active than12a- -hyrdrosyrerosone
(16, which h.tgnhahttlmi'nUmmnﬂ- structuiral difterences betvween bath compoiinds
(Galourai ct al_, 200€). The furan ring (E) of rotenone (1) is angular eespertovr of the
carbons CF and CF, while m 12a-hydroxyerosone (10) 5 hineal respective of the
carbons C9 and CLC. This struchure//acivity relationship was tested in silice by
Caszaady and Setzer (2010), i wiach they establsshed that premilated ssoflawonomds
ore more ackive against several conrer proteins than non prenilated isoflavoncids,
for instance the saa, 12an-12a-hydroxyrelliptone (24) shows a high oytobodc adiviby
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Table 3.2: In vivo Cytoloxic Assays of Rolenone

Banrms RBimin Pharmarniagical Machanizm Raferanoa

Mo source mentionsd

Ho source mentioned

Ho souce mentioned

Ho source mentioned.

No source mentioned.

Table 3.3 In vitro Cytoloxic Assays of Deguelin

3 mMgKg, 24 months
Ras (Fisher 344} with

a dietetic expogition
dunng 24 months with
difizrent doses (7.3,
345, U mgrg

Male mouses ((BBCIF1)
weills hepalic Lomoura, The
treatment with rolenone
{73 ppm) inhibits

93 percent of tumors
Mouse (B3GaF1.
Roemnoene (000 pom)
significanty increnss in
apoptotic hepatocites

90 per cent

Ras (F344) Rotenone
(300 parvEon days)

1 urnar inFibMmion
Did mect inducad

tumors of reproducive

preblems in mts.

Mo negative efiects
wi repa e b b

B -oxidation and
caalase.

Increases P53 gene
acivity. H-Ras
rlirmira tinae

Inhibitory efiect of

roEncre on dysplacias

lecconc {iver and

tongue), reducing the

size of carciroma fram

3310 |G per cen.
Sovars dvsplacia was
reduced ED to

42 per cent.

{Haley, 19 /E)
(Marking. 1988

{Cunnirsgham e al.

1883

{(Wang et al. 1999

{Tanaka stal., 2002}

Suurie Ceallf Lirme el v Acdure Felererie
Hunduwea senzea 308 Inhibits COGC {Gerhduser et al.,
1G,=0.0007uM 1883)
Cbtained by synthesis BALB/: 3T3 Inhibits OOC acivity {Gerhauser ef al.,
e TwlesTRT e 15, = 00003 pymbL 1887
MCF-T Urkmown {Fang and Gasida,
IS, =80nM 1008|
Ecmicyntheoic from SAS Urkmown {Lec ot al., 2008)
ioenone (Shma- IG_ =083 sM
Alrdrirch] CalPT
IG,=011 pM
Tw2.8
G, =124 M
OMFs
G =31.43
SAS (1 pN) Releaze of

TGytochrome G
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Table 8.3-Confd.

SOLrce Crell Line Mechanism of Action Refarencs

Daris wifaiiata Faj with EBV-EA Inhibition of EBV-EA. {ho atal, 2004)
Inhbiis BC.5 par cend
{32 nM)

Erycilre expansa HT 180 Um<mown {Matsuda ef al.
WZ, —3CpM-72 h 2007
L |37
I —A2pM-24 b
1G,—18uM-20h
IG_=3.6 pM-T2F
Amopha frulizozs lela Inkibron of M-l {Del =t =l 200D}
1G,=D.22 M
TANDSAT.T Urismawen
G, =1.TIuM

Hepa 121c7: mouse hepatomna eel, HeLa: humancerrcal carcinoma cel, RAW284 7:Mouse keukenic
monacrie-masropiage c2ll. HL-60: human proryelocytiz leukermia cell. HT 1080 human fibrosarcoma
e, UL3T: humar hicfiooytic hmphoma call, BALR/--3T2: BALBr mouse anibryo: fbroblast eolls,
CalZ7. mal eder vsypaamuis cacrra wdl, Tw2 0. val adenwsyguanos: carciooms cell, ORFw. wal
mucosa Toroblast

Table 9.4: Ir vira Cytotoxic Az=ays of Cegueln

Species Mouse Strmin Ciffect RAeference
Munduwea senceda GL-1 Inhibhcn of prenecpiastics Inunes  (Gernauser & al,
10pg'mi {100 per cent! in mammary tssues 1983)
nf miss
Mundues sencea GO-1 (lemale) 33 ug decuelin.2 mL aceiore {Udeani efa., 1887}

rarh e G per semt nd o

330 pg degueinl 2 mL acetone
el e AR per e o e

33 pg deguelind.2 mL de acetone
redimned (75 per cart) the activity
of ODC induoed for TRA
330 g degueind 2 mL de aceore
reduced (100 por cent} twa activity
ul GG indued [ TRA
Darriz faiota IZA femals, Inhibited the 100 parcent of {ho etal, 2004)
0S5 nM) mommary tissues of mouss

against bower ditterent cancer cells ines (10 < U326 M) (Blatt e al., 2002 Table S 5)
(Cassidy and Setzer 2010). In addilion, other non prendlated rotenoids chow high
and moderate cytotoxic activity agairst ditterent cancer cells lines (e z. elliptone,
boesarvinones C and H and 121 hydroxyrerosonc), as stabed in Table 6.2 On the other
hand, beeravmones H{Z3) and G 1ZZ)(Table 9.8) showed an1C_ of 3.0-0.7 1M agamst
HEE 253 celly, reapectively (Ahmed Belkacemn of al,, 2007). The difference bobvren
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Table 3.5 In winoand in vive Gytotoxic Assays of Tephrozin

Souce Cell Line Mechamism of Action Aeierenca
in witro
Murduwea sencea HL-BU PG not actrated {Serhauser ef ai.
1885}
Lonshccaipls Uils MGF-T AcvarEs ODG (Fang and Casda
¥ L. wrwoo lﬁﬂ- 02 nM 1003}
Erycibe expatsa HLT 1030 Inhilohion of rethalko- {Matsuda er al.
IS = 10uM profcinaces 2 ard O Z007)
ue3T Unkmown
IS, =7T3uM 72 h
Arrmepiia Fulcuza Hela Inkriitian ol NF-nB {Dal et al. 2008)
IC, =011 uM
AAW2I4TT
1T =2.0 uM
Arrrorpiia Fulouza U3s57o-32 Wrakriwwn {diamy el al. 2008}
IC_-85.3 M

Demic ifoliota

SMNU-434, ACT y
MKN-2R

Induces cwromatin

ranfdensatinn and DN2

(e etal, 2010]

1uM fragmentatior. Inhibtion
of G2/M phase.
Apcptosis mduchon for
vasaues 3 armd B
Actuvates Skt
Amuorpha Fubcosa NnT-28 Inhibita Crd2 and {Choi =t al, 2010)
FiGFR rersninrn
Anthemeporum pizmel 1KGT-116 Unbnown {Gas =tal, 2011)
I7__= M40 jgirmd
i wivo
Bnrea Strain Machanizm nf Artian Raiaranma
Murduwea sencea CDO-1 Inhibits ODG {Gerhduser ef al.
'3:1= 0003k InErisition of premew- 1983)
10pgirl plastics inuries

(BE per centl in
mammary tissues
of mouse.

HL-&0: human promyelecytic eubemia cell HT1080: human fibrosarcoma cell AS4D: humen alveolar

basal epithelial cell, Bel 7402 hepatoma cel line, P3E8: mouse leukaemia cell, HT 28: human inesinal
epithelial cells, HGT-113: colorectal carzinama cell, Hela: humarn cervical carcinoma cell, RAW264.7
MOUsE iBuemic monocyte macraprage cell, LS 342520 human melanoma ceil.

both rotencids is a methy! group located at the carbon C10 of the ring D i the
boeravinone H (23}, which is absent in boeravinone G 22). This suggests that the
methyl grooap could be important in the pharmacophore site of this rotenodd.
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Tablc 9.6: In vitro and in vive Gytotoxic Aozayo of Ba, 12a dohyoro o toxicanol

Sowrco CallLine Meohamicm of Action Roferonoo
In vitro
Teplnvsiz ivsicaris Hepa eicT ki wen idarey et al, 2003)
MG, = A7 pM
Hapa 1e1e7 Induction Mon activation of QR
QR 23 pM)
Masaranga trioba Hapa 1e1cT Mon activation of OR (Daa Sik Jang <t al.,
I ~ 10 pgimL 2004]
Amarpha fruticoza Us3rs-52 Unknown wiang ef al, 2008)
10, = B 0N
In viva
Sowrca Strair Meachamism of Action Rafaranca
Tephrosia oxicaria Mouse mammary Imibition of premeo- D.5.Jang &t al.
omgan culiura assay phsic lesions 2003]

OR: Quinone ediclase, COX: ciclooxygenase, MMOG: mouse mammary organ culure, Hepa 1elci:
mouse hepatomna cell, U5373-52: human melanoma cell

lable 9.7 In vitro Gytotodcily Assays of 1&a-1ydroxyrciesone

Fuouroe Creall L MWevharamnm wl Aclive Refererwe
Neoorautznonia mitic MCF 7 Unkmown iSalkura odal, 2209}
IC, =25 p
A-549:
1C,,=15 M
Enveibe exparsa HT 1080 inhbition ol Unknown Matsuda ef al.
Q5 N per rert (72 h) 2007
UB:zT.

12, =30 pM-24h
IC_~007pM -40 &
I =008 pM-T2 h
Anteoporum piemei L7210 Unknown Gao etal. 2011)
IC_= 0055 pgimL

HEK-2W4: Human Embryome Kidney, MOH-F 2 numan breast adenocacinoma cel, AD4Y: human lung
adenocarcinomaepthahal cedl HI TUS0: human throsarcoma cel, L3 human hisiocytbe frmphoma
cedl, L1271 mouse lymphoeyte leu<ema call.

Fotencids may have simndlar mechandems of cell death indusdtion on different
human cancer cells lines. In particular, roterone {11 (Table %.1) as well as tepheasin
(3} (lable 9.5} at 1 pb, incuce apoptosis by oytochoome U releaze, wihich in m.m
activates caspases 3 and 9. In addition, rofennne (1) alsoadivates the tumor su
protein pi3 (Table9 1) (Goamlves of al, 2011). In contras:, deguelin (2) (Table 9. 3}

tephaodin (3, and L3a hydmosyteplhoosin {6) (Teble 2.8) covnregnilete the cxpn:umm
of the ornithine decarborylace zene, a promising target in cancer [Gerhiuser ef ai.,
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Taake 8.8: fin viro cyDoas and chemoapreventlion assays of omer rmeno ds

Rotenoid

Source

GelLne

Mechanism of Acton

Reierence

13a-
hidrozitephrosin

11 hidrumitepd -
mesin

Sumeinol

a-taxicarol

Amorfiapironone

Mundul=a
sencea

Afunclea
seniced

Tepd s
[oxicara

Amopha
truticass

Lonchocapus
it ez

Tephrosia
toxicaria

Dierriz trifoliata

Amopha
frulicarsa

308

IGo=0.02 sim_
00

1o =0.03 JM
HL-B0IC__ =10uM
Hepa 1u1s7
Ko 23 UM
Hepa 1¢1c7
G- 47T uM
RAVYZ04.T
=427 Ul
Hela

=118 M
LMGak:

Kog= U2 M
SHNTSH:

o~ 0.4 A

-y

K=< U.3pw

Lu 1

o= 0.3
Hepa 1e1e71c1c?
K= 47 uM
Hepa 1c1¢7
101eTIC, »233 p\
Raiji with E3V-EA,
nhibifion of

89.1 per cent al
32nM

A-548

IGo= 10ppil
HCT-B
IG.=10uppimL
TEDT1
KGg=10ppirL
P338
IG_=10pgimL
REMETEI1

K}j: 2.07 mygilema

KB
IG_=D.SBug/ml

nhibits DG

nhibitz ODC

\Inkmnonen

Sk
Bctivation of OR
nhlbhs acthviny
ot M-

JInknonan

Jrkmonen

JInknonen

Jnkronen

nhibits EBV-EA

Irikmaonven

{Luvengi etal, 1904

(Cerhduzer et al.,
1898°3)

{udany =t al, 2003}

(Dan eral., 2003)

(Batl et al, )

{ Jang etal, 2003)

(o et i 2004)

(Li et al, 1983}
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Tabic 0.8 Confd...

Ramensla JOUfcE Cel Line

Mechanism of Acion

Aeferance

Roenciong MCF-T

IC, =285 nM

Lonchocarpus
wilis and

L. wruci
CT-S2B
G, = 2.6 M
nil 145
I, = 2.7 M

Mongamivpsia
Denileana

Imhiblis CrOnG

Unknown

MNZCLG MCI-HAGED

IC,=2.0uM
HCS-2686
G, =29 uM

F 38¥

G, —0.031 M
kB

o ="Mk
BHE-

G, .=19pM
SEWaEzD

WG, > 100 ph
KATO

WC o~ 100 pM
Eldsd

G, = 100 ph
1Cr-G2
I, = 100
HF:'{.‘*‘; 13 78 pMd

Citowa
Tacropihyia

B Jcoxivonaecial

Seomona

o

Lo B

G, = 2365 .M
MCI-11167

G, > 3. ZpM
CHAGO

M 100 pM
Raj witt EBV-EA,
inhibits 88 1 per
rart 52 nl
Hepa leleT
IG, =148 pM
Hepa 1e1e7
G, =107 uM
US3TI-52

G =175.2 LM
MCF 7

WZy= 1.8 py'mL
A-548

IC_=3 1 pgimil

Elipone

4" 3 -dihydno-
11.5 -dihydroxy-
4 -metoxitephrosin

Tephrcsia
loyicara

ba, 12a-
dehydrodeguelin
12a Neoraotananiz
hrydrosyerwaurme T

Amopiaa
fnticosa

Unlinown

Unknown

Imhibits EEV-EA

LUnknown

Aotvetes the OR

Umkmnown

Unkmowr

(Fang and Gasida,
1pg8)

{llarinantenaing =f

&, 2010)

(Lin ctal, 1002)

{Sangthong <t al.
21)

(ko ot ai, 2004}

{Jang era., 2003)

(lang e ai., Z008&)

{Salwura ot o, 2006)
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Table 9.0-Conid...

Rot=noid Source Cell Line Mechanism of Action

Reference

Dt dparsol Amopha A-540 Unicrown
Futicosa C”— 0.83 pg/mL

<HCT-A

Cypm 043 pgumL

APMI-TEST

Cpg=4.B3 pgiml

TEGT1

- 0.40 pgiml

<E

C, - 080 pgiml

23RA

Cyg= 10 pgfmrl
13af- Ammqha 4540 I Incmsmmwn
hydmxyda panol Futiooca CgmD28 pg/ml

<E

.~ 357 pg/ml

=388

1Z—0.50 pgiml

TFAT1

Ty~ 012 pgimL

APMI-TEE

Cyg=0.73 pg/miL

HGT-B

053 pgmlL
B-O-C-f-gluce- Amomha A-3491 Un<mawn
piranczildalpano] futicosa C—10pgimL

HGT-8

Copgm 743 pg/mil

APMI-TEE

C AL pgiml

TEET1

T~ 204 pgiml

<E

1Z,,—8.32 pgiml

=388

i, —8.88 pgiml
Amarfigenine Amomha 4-340 Un<mawn

futicosa g~ 005 gl
HCT-8
C— 003 pg.mlL

FPMI-TEE
C- 0.05 pgimL

(Li et al. 1983)

{Ii atal 1003

{Li et al. 1983i

{Li et al. 1983i
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Table 9.68-Cortd...

Mot=moia

Gl iy Machanizm of Action

Meference

12aB-hdroova-
micrfigenine

Boeravinones
Gand H

Bamx, 12zoc-12a-
hydroscyslliptona

Villosol

Amorpna
fruticosa

Boerhavia sp.

Demis ‘rifoliata

Lorsliprarpun
af fuvialfa

Lonchocarpus
aft. guwalrs

KB
IC,,= 0.04 pimL
raan

15— 0.04 pgi/ml
TEST

Gy, < 0.007 pgiml
A-549

IC,,<C.001 pginL

HCT 8
I, 0007 pgiml

HEMI-r827
Ko< 0001 ug'mL

TEGRT

KC,= 0,001 ug'ml
KR

IG_= 0.001 ug'mL
F388

G, 0001 pg'ml
HEA-28%:
Boeravinomz G
G =0.7TpM
HE<-20z:
Boeraviromz H
IC.=3.0pM

Raj with EEV-=4,
nhibitc 80.1 par
rart 37 nkd
LNGa™

IG*:- 0.4 puM
SHNIH

G, =4.6uM

KB

G« 0.4uM

Lui

LSy e T
SHNIH

G, = 4.6uM

KB

IC..= 0.4 pul)

Unknown

Imhibits BGRPY
ABCGE2 activity

Imhibitc EBV-EA

Lhskriemwr

inknown

iLi atal, 1923

{Ahmed-Belwacer et
al_, 2007

fito ot 2l 2004}

Bilall =i af., 2002}

308: mcuse kerativoeyte cell, HL-30: hurran promyelocyte eukenia cell Hepa letc?: mouse
hepa'.urna cell, HeLa: humah cerqcal carcinoma cell, HAW244 ¢ mouse l2ukemic fT'IJI'IDI:':,I'lE
mzcrophage cel, LMGaFP: human prostaee adenocanznoma cell, SKMSH: numan revroblastoma
el KB hurmon eubhemin well Lul. lery cansiioma cels, A9, harpan alveoar lasal epilbelial el
IKGT 3: llunan ileccecal acerocarcinoma cell, MMWMI-7251 - | lumon Shin Malgnant Mefanoma Gell,
TEGT1: rwuman modulloblactoma ocll, P2BE: human ymphoblactic mphoma ool A 2780 human
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owvaran cancar cell, BT-540: hunman breast carcinoma cell, DU 143, HSCLC, NCIZHABD: hurman
prostate cancer cel. HGG-2808: human colon adenocarcnoma cell. MGF-7: human breast
adznocarcinoma cell, KB-V1: Vinblastine-resistart human leukemia cell, SW-820 Huran colon
adenocarcinoma =el, KATS: Human gasiric carcinoma sel, HEP-G2: humar liver carcinoma cell,
MGI-H18¢ and GHAGO: Human lung bronshus earcmama cell, HEK-284: Human Embryome Rdney
cells, JS3T3-52: human melanoma cafl SKMNSH: human neurobiasioma cell, R : Juinone redLcise,
CIC%-CA: Cpatein Damr vwruz eardy antigen.

Table 9.9: In vivo Anttumor Activity Assays of Three Folenoids

Fvrlernus Suume Siraava Acsvrn Mectarmsm Aefere e
13z-hydroxy- Wundea coA Inhibiticn of pre- {Gerhdiser =t al..
1983)
tephfosin sencea (10 pgiml}) neoplastics inuries

(55 per cent)in
MoUse mammary
lismies
a-ocand Uems imolicta IGH (female} Unknown (o ef al, AJ04)
Intuilrited 73 prea
oent of pre—
recdastics

lesions (B3 nM)

1995). In additon, the aforementioned roteroads mbhubit INF-XB activation (Datef al
2108), an event related with cancer processes and metastasis. Interestingry, until
2014, the sephaosin (3} was the only rotencid that could induce twomechanisms of

cell death

The i vitro chomoprevensdve propertices of rotenoids havve been evaluated by the
quinone redctase (QR) assay Increasedlevels of QR in witn, have showvn fo correlate
wille tnduclion of vller prolecive pluse IT eneyioes mol provides a reeanable
bipmarker for the potential dhemoprotective effect of test agents agains? cancer
mrfiahion. The ba, [ 2a-delwydro-cr-focicaral (4) (Table 9.5) did not ;nduee OR achvaton
inHepa 1clcy cell line at 23 pbd (Uae Sik Jang ot al., 2004 Jang et al, 2UUS). Simidlar
results were also observed for 1-hydroxytephrosin (7) and sumatrol (8} [Table 9.8
(Tang etal, 2005). The in vitro chemoprevendive properties of ratencids have been also
determined by the ornithine decarbaoxylase inhibition test, as this enzyme is
overexpressed in various human cancer cells lines. In fact. rotenone (1) mdtepl'zmm
(3} (Tables9 1 aned 9 3) inhihited $ae N in the MOF-7 rellline (TC_ =4 4 nh{and 98

nM reaspectivelry) {I:'mg and Cazida 1998) whereas deguelin {2) (Cedhauser of al.,
1997 Gerhiuser of ai., 1995)inhikit the activation of the ODC at IC_ — 0.0007 M and
0.0005 meg /ml n 308 and 3ALD/c3T3 cells lines, respectiv l.‘].}- Finally, 13a-
Loy oy leplowein 168 (Geldmser of al ., 1593, Lunyergi of ul. » 15994 (Tuble 8) wud
rotenolone (11) (Takle 3.5) thowed inhitition of ODC at IC_ = D.EE g ml and 005
v, against 305 cells line, and 285 o against MCF-7 cells line, respectively (Fang
amd L'asix:n 1948). Begarcing i v1oe studies, there are tewer reports on the antitamor
s of rofenoids. In parficular, rotenone (1) (Table9.2), deguelin 2} (Table 2.4),
tenhrosin (3} (Table9 5}, 62,17a-dehydro-o-toxicarol (4), 13-o-hidroxitephrosin (6),
and the c-toxicarol (9) (Table 9.9 inhibifs 60 per cent of tumors and lesions in
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Figurc 9.1: Molcoular Structurzo of Mocnoido
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Fiqure 9.1-Contd. ..
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Figure 9 1-Contd.
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Figurc 9.1 Conid...
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Fipure 8.1-Caonfd...
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mammary glands on pre-neoplastic mouse at 10 pg /ml. Moreover, cotenone (1)
inhebits the growth of tumeors adoministered fo rats in their dist at 75 0 mg, ke for 2
years, without causing reproductve problems (Haley, 1978). The studies on the
mechanism of action of rotenone (1) report That ttincreases exprecsionof p>3 and o-
myc geies, winoh are it ved in bigeeringe apoplosis (W elal, 1959

Conclusion

Several mbernids possess [un‘ﬁ'd' mr it myintnwicadivity treaeds several Taiman
tumor colllines, aswell as, in »ive antiprolifesative propertics; inaddition can also
exhib:t high i vitre and in oioe chemopreventive properties. Therefore, it is of great
interest to contine evalusting and exploring these compounds as a polential source
of nevy anticances and chemeoprevertive drugs. However. i isimportant o emphasize
that adcitional toxicological and phamolinetic studies maust be performed in order
to s.uggesttheir use the dinical practice.
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Volatile organic compounds from Pachyrhizus ferrugineus and Pachyrhizus erosus
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Abstract: In México, Pachyrhizus erosus (Fabaceae) commonly called "jicama”, is widely known
for its edible tubers. It is cultivated since the pre-Columbian period, and the powdered seeds have
been used for the treatment of mange, lice, and fleas, due to their content of rotenone, a well-known
insecticidal compound. On the other hand. P. ferrugineus. a wild species can only be found in the
Tropical Forests, and has no commercial value, It is known that plants release volatile organic
compounds (VOCs) showing qualitative and quantitative differences if are wild or cultivated. VOCs
are also involved as repelling or attracting chemical signals to insect herbivores, and their natural
enemies. Until now, the VOCs of the leaves of P. erosus and P. ferrugineus have not been
investigated. In the present contribution the VOCs of both species were characterized by headspace
solid-phase (HS-SPME) extraction and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS-TOF). In
P. erosus 21 VOCs were found. being the most abundant: cyclohexanone (32.8%), 3-hexen-1-o0l (Z)
(32.7%), 3-hexenal (Z) (10.5%). The majoritarian compounds were C6 or C5 derivatives In P.
Sferrugineus. the most abundant VOCs were: 5-hexene-1-ol acetate (51.5%), undecanal (22.4%), 2-

hepten-1-al (14.5%). The majoritarian compounds were C6, C7 or C11 derivatives.

Key words: P. ferruginens leaves, P. erosus leaves, volatile organic compounds.
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Fesumen: En Mexice, Pocfgriizis eronus (Fabaceae) es Damada commmments Jiama® v oes
conocida por sus tuberculos comestbles. Se ha cultivado desds el periodo pre-Colombing v las
pemillas se han urilizade para & tatanmsnio fopico de la sama, picjes, palzas; Ias semillss contienen
IEnoma, um compueste msecticda Por oma parte, P frrusinens solo s presente en estado
silvese en los bosques wopbcales v carece de walor comerdial. 5= sabe que las plantas [themm
Compuesing orpAmicos volstlss (COV) v mmestan diferencias cuslifativas v coantitativas
dependiendn, =1 son silvesires o culfivadas. Los COW tamhien son sefales quinncas amavemes o
repelentes da ks insectos herbiveros ¥ a sus enemizes ratumlss. Hact ahora, los OOV en las hojas
de P grame v P ferisimers o ban side imvestisades. En el presemte tmbaje, oz COW sa
identificaron mediante la microestraccion (HS-5PME) en fase solida, e idenfificados por
CImMAROETatia de Fases acopiada 2 sspechomeima de masds (GL-MS-1UF) kn P @ons se
encontraran 21 COV, siendo los mas abumdartes: ciclohexanoma {32 8%5), 3-hexen-1-pl () (32.7%)
¥ 3-hemenal () (10.5%). Los congaestos mavaritatos son CF ¥ C3. Eo P ferusinens Jos mas
abumdantes fosron F-bewen-1-ol acewin (51.5%%), undscanal (21 43;) ¥ 2-hepren-1-al (14 5%:). Laos
Compuesios mavorifanos san OF, CToe C11

Palabras clave: Hojas de P ferrnginens, Hojas de P. erosns, compuestos volitiles.
INTRODUCTION

The Mepmopacal pemas Paciprfoys is placed fxonommcally in the subtmbe Thodeinae, mbe
Phaseclzas, within the lepume fmoily (Fabaceas) (Sorensen of @, 1996). The zems conprises Sve
species found m the American Confinent; thres of these are culfivated to obtin edible roberous roots.
and the other two only can be foand wild Poolprhous greswr and P frrusiens are present in
Cenfral America and Mexico, whils P fuberomus, P afipa and P nanummensis are distriioted in South
America (Sarensen ot ol 1094 Famos r al, 2013).

In Mewica, there are anly two Pecfriiizur spedes: P groswr (ultivated) and P, ferrusineus
(wild) (Serensen of o, 1996). The first one is commonly called "jicama”, it & widsely known for its
edible fubers. There iz evidencs that durine the pre-Cohimbian period o was cultvated by the Taltec,
Aziec and Maya covilizations (Serensen e al., 1994). Today, P erasus 15 a tober legume crop with
high yield potential, bigh miniGenal vake, low N; fertilizer and low pesticide demand {Castellanas
atal, 1997, being ideal for plant srowing. The sseds of P. grosus have been used in Mengco for the
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r=amment of mange since pre-Columbian times (Bejar er ai, 20000, apd durins the 30K cennary the
peasants used the powdered sesds for their meecticidal propertiss against ectopammsites, such as lice,
mnd fleas. These ettmomedical applications can be explained due to thelr content of rofencns, a
compound well knewn compoumd for its insecticidal and acancidal properiies (Feyves-Chilpa ot al
20037, as well as other Boflavonoids.

Packyrhzus erows is exiensively culitvaied in Mexico, even for exporiation, and has achisved
wide accepiance in US.A. Soubeast Asia and Western Afnica; therefore, it has sopmilafed
agronomsc and food science imterest (Famos of al. 2013). It has been estimated that Mexico exported
11,000 tons per vear to USA, whens it reaches an averaze price of ene dollar per kg (Castaneds, 2000).

Viplatle orzanic compounds (VOCs) are lipophilic compounds with low molecular weizhi
and high vapor pressure af ambient temperanres (Cudareva of af, 2003). The VOCs are emitied as
blends from flowers, leaves, froits, and roots into the soreondine amasphere (Fizathi e ai, 200870
Arificial selection for specific plant traits has often pot ooty chaneed the appearance of oultvated
planis copmared fo their wild conspecifics, bai also their chepdsoy (Gals e ai, 2011, Furthermare,
walatils arzanic compounds have heen widely shadied doe to their contribution fo aroma and Sasour
and a5 markers for yathengiciry, for exampls biological or seesraphical origin, caltivar (Socac o al,
2013). Te our best knowledes, waolatile copstinsenis of leaves of P erosws (ooltivated type) and P
Jerruginens (wild type) has not been repored. In the present study volatle compomds of these specias
were analyzed by HS-5PMEGC-M5%TOF a3 a stminge point of forore shadies aimed to stody their
snscepiibility to nsects, and fune.

MATEFIALS AND METHODS
Plant material

The leaves of two specimens were fee of any pesticids. Paclprfizns erocws leaves were
cellected from farmiland to San Andres Thalgnitenanen, Morelss, Mewice. A wooucher specimen was
deposited in MERU-UNAM (132207, At the time of collecting the plants were inbloom. the fowers
were of purple color. Pachyriizus formusteens leaves wers collacted m a Decidwens Tropécal Forest
in the Natural Baserve “La Sepuihma™, Villaflores, Chiapas, Mexice. A Voucher was deposited in
MERTT-TRAM (1060890 The plants wers callected in the core anea of the reserve (wild plant=). Af
the time of colledting the plants bad mature fraits, widch the contained of §-2 seeds. The specmens
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were idenified and authentcated by one of us, Alberin Reves-Garcia from the Instinmo de Bioloza,
Universidad Naconal Autenoma ds Mexico (UNAM, Mexico)

Collection of VOCs blend by H5-5FAME

To identify and quantify the volatile conpoumds (VOCs) in P eronus and P ferusineus
leaves, the headspace HS-SPME techmigne was employed. Volatiles were colleced mmce (V=2). For
this shudy, the temperatore was mamtaired at 18=1 °C. The Vs shory was prepared by blendimg
frezhly leaves (3.0 ). 20% sodium chiormde sokotion (2 mil) in a 20 ml. fiask with a cap and Teflon-
faced slicone mbher sepm (Supeloo, Co, Bellefonie, PA) The flazk was placed on a moEmefic stmng
plate and stored af 1100 pm for 13 m A SPME Sher (DVB/CARBONEN PDMS: Supelca, Co.,
Bellefomte, PA) was then exposed to the headspace of the shomy for 15 m m 2 water bath at 25 =C
The analytical methodolozy here used was selected after testing 4 different fibers and previens
experences for Vs amalysiz (Tomes-Gonzalez 4 3015,

Leaf volatiles orgamic compounds anal vsis by CG-AS-TOF

The analysiz of the volatile compounds (VIOCs) of P. grerus and P frrusinne leaves was
perfommsd with a gas chromatogaphy coupled toa mass specmometer (GC-M5). The sample analy=is
was conducted nsing a Gas Chromacozraph (Aslent GRM0N) with heliom (erade 5; ulma-hish pursy)
as the camier pas; the oulet of the cobmem (DB-5, 30 m-0.15 mm =018 pm ) was coupled o a
Mazz Specirometer (LECC Pepasus <0V) . Paramsters for eleciron impact sample ipnization wers as
follows. Jomizarion chamber tenmperanore: 2005, mierface temperapare: 33070, s;mce temperanmme:
230°C. The gas chromatosraphic conditions were 2 follows: split less injectsondl 20} at 300°C;
imitial even temperature. 40°C for 1 min. mcreased at $9C per minate to 300°C and held for 5 min
Desorption. ime was 4 min Mass Analyzer: Time of Flight (TOF): Specml Acqesition: 20
specia’second. delayed 1zmiton of the fOlament: 0 mn; mass @oee; 33-200; loniration chamber
temperanme  H)0°C; calimabon compemd: perfucmderbuiilannne (PFTHAY. To idennfy ihe
compounds their mass sparima ware congpared with WIST/ERAMNIH, and reported Eovats Retentian
Index (KL www pherobazearg and wevw flavomed) libranes. The composition was repored as
relanve percentaze of the iotal peak area. Individual compmmds were quantified by caloulatng the
peik area relative to the peak area for the intemal standard A mismre of pure alkanes standards 8
ta C24 were uzed for determining the Fowats indax.
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BESULTS

In P eroqus 21 kind of VIOCs were found. bemg the mest snmdant: oyclohesanone (32.8%),

3-hexen-1-ol () (3277, 3-hememal (T} (10.5%5). foran-l-athyd (6.4%:), and pemtanel (4%
Together are B2 009 of the WVOCs blend. The majortanan compounds were OF or CF dematives
mchading ketones. aldshydes. and aloobals (Table 13 Eleven kind af VOCs were detected fom P,
Jermuginens, being the most abondane 5-hewene-1-o0l acemte (51.5%:), undecanal (13472, 2-hepten-
1l {123%7), md J-sicosene (F) (4.74). Together repressnt £3 24% of the VIDCs blend The

maAjananmn corpeunds were C6, O7 or C-11 denvatives inchiding ester, and aldebndes {Table 1)

Table 1. Volatile organic compomnds (VOCs) comtamed im P. srosus (culiivated plant) and P

Jermgimens (wild plant) leaves.
i o
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DISCTEION

It is well koown thai plants release different VOC: blends according of they belong to the
wild or cultivated types (Gals e al, 2011)C as well as, if they are amacked or mot by Berbivores
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(Elipathi et al, 200 or ame under dronpht soes: Copolovici of ol 2014). Several authors have
reported lossss of VOCs o culthvatad as compared to wild ancestors, for nstance in the case of
crapherry (Faccimimm macocapon), caterpilars performed best oo the highest-yielding vanety
which has low induction of volatile sesquiterpemes; thereforz it has proposed that breeding in
cranherry has conpromdsed plant defenses (Fodnguez-Sanona o @i, J011), Geals ef al (2011) have
reparted not enly differences amons wild and coltfvated cabbages (Brassicg oleraces), 't also that
the parasitoid Coresie mebecula and spedialized oo hosts feeding on brassicacepus planss, was
differentially atmacted and prefemred wild fypes over cultvared cabbage. VIDICs are emined as a
Tespose to insect egp deposition amd it also been postulaied that thelr content may dmstcally
dimminizh as a conseguence of crop breedmz in meyvze (Tamino @7 al, 2011). It has also been reparted
that compmrication among plants via Vs &5 a defense smategy to herbiverss (Murod et al, 2001}
thus, plants can reduce the emdssion of VO0Cs bend when mrowing tegether as an stmtegy to redace
herbivary attack (Eiparhi er i, 2013).

Dhifferences batween P, grosws and P ferugimens WOUCs blend, may be dus in first instance
that are different species. and second term that are caltvated and wild plants, respectvely. It is
imferestng that P erosur (oultivated) laaves releaze more WVOCs {21) than the wald speciss P
Jerrugmens (11). Begarding o the oype of VOCs m the species of Pachripores bere stodied. both
cootan mainly aldshydes, ketones, and alcohels. Coby P. éresus leaves contamed terpenoads such as
(Erf-ionone. Several compounds, such as 3-hexenal (Z), imderara] and 3-hexen-[-ol (Z) have been
Teparted a5 conman constinents of many other plant species {Srimvasa e @, 1989, Kulkami er af |
1988, Faunl o ai, 19099, Asuming & ol 005, Rohloff and Bones, 2003, Tayoub er ai, 2005). 3-
Hexen-1-ol is part of the chemoattactant blend of VOC: to insect natural enenvies, when cerian
plants are ovadad or ovoposiated by herbovores (Warthen or al, 1997, Han and Chen, 2002; Mumum
e @b, 2004). Some of the compounds found bere in low ameunts have been mported fo possess
insecticidal and anfifeedant activity; for instance (E)-f-Tonons (Alarcen of i, 2013 ; Cespades ar ai,
1013, 3014; Mufioz or al, X013, Gruber of ai, 2009). Ciclohexanane have ondy found o date in
mumgo cultvars (Pioe & al.. 2005

The present research provides the it approach to the sudy of the role of V0Cs blends in P.
erosus and P ferugmens. Unid now, it bes only been described that P, eroms seeds contams
isoflavonoéds with insecticidal actrvaty (Bejar et al, 20007, for instance rotenone {Alaver of al., 1998,
Estrella-Barma o al. 2014}, howewer if is unknown & rotenans and ether insectiridal isoflnsonoids
are also syoihesized m P, erosus, and P frrusineus leaves.
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CONCLUSIONS

This is the first study about the compesition of VOCs fom P erernr and P ferupines
l=aves and improves the knowledse of the peoms Paciriimus. The ViOCs blend from the wild (F.
Jerrugmeis) and culitvated pland spedes (P gronir) showed different composigon. Pacirizus
orosns leaves released mere WOCs thai P frusimeur keaves. Both species confain kejomes,
aldehydes, alcohols, and esters.
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