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RESUMEN

El México, al igual que en los paises industrializados, el cancer es la segunda causa de
muerte. En el ambito mundial, los cdnceres que presentan mayor incidencia son los de
pulmén (12.3%), mama (10.4%) y estomago (8.7%). Con mayor prevalencia estan Jos
canceres de mama (17.2%), colorrectal {10.6%) y prostata (6.9%). Los tipos de cénceres
que causan mayor numero de muertes son los de pulmén (17.8), estomago (10.4),
colorrectal (7.9), mama (6.0), cérvico-uterino (3.8) y prdstata (3.3).

El dafio genético que se ha reportado en las células cancerosas puede ser dominante o
recesivo. El tipo dominante presenta blancos conocidos como proto-oncogenes, mientras
que para el tipo recesivo, son los genes supresores los que tienen la funcidn fisiologica de
regular el crecimiento celular.

Aunque existen mas de 100 tipos diferentes de canceres y subtipos de tumores que
pueden encontrarse en organos especificos, el genotipo de la célula cancerosa que dicta
de manera colectiva el crecimiento maligno, es la manifestacion de seis alteraciones
esenciales en la fisiologia de la célula que son: autosuficiencia en las sefiales de
crecimiento, insensibilidad a los factores que inhiben el crecimiento, invasiéon de tejidos
y metastasis, potencial replicativo ilimitado, mantenimiento de la angiogénesis y evasion
del programa de apoptosis.

Los trabajos de Jonathan Hartwell muestran que las plantas han sido empleadas en el
tratamiento de enfermedades malignas desde hace 3500 afios. Actualmente, existen en el
mercado de Estados Unidos de Norteamérica 141 medicamentos utilizados contra el
cancer, de los cuales aproximadamente el 67 % son de origen natural.
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Los agentes antineoplasicos derivados de plantas que han sido empleados en la clinica,
son en orden cronoldgico los siguientes: vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®),
vinolrebina (Navelbine®), etoposido (VP-16®), teniposido (VM-26®), paclitaxel
(Taxol®), docetaxel (Taxotere®}), topotecan (Hycamtin®) e irinotecan (Campostar®). En
otros paises incluyen a la 10-hidroxicamptotecina y homoharringtonina. En México,
diversas especies de la flora medicinal se utilizan popularmente para el tratamiento de
enfermedades con sintomatologia de cancer y muy pocas de ellas se han estudiado
cientificamente. La citotoxicidad constituye un modelo adecuado para evaluar la posible
actividad antineoplasica de plantas y compuestos de origen vegetal.

En el presente estudio se evalu6 el efecto de extractos organicos, acuoso y fracciones de
Cuphea aequipetala Cav. sobre la proliferacion in vitro y citotoxicidad utilizando ocho
cultivos celulares cancerosos humanos: U-251, cancer del sistema nervioso central; PC-3,
carcinoma prostatico; K-562, leucemia entroide; HCT-15, carcinoma de colon; HEp-2,
carcinoma de laringe; MCF-7, carcinoma de mama; HeLa, carcinoma cervical y DU-145,
carcinoma prostatico. De acuerdo con los lineamientos del Instituto Nacional del Céncer
de EEUU, se consider6é activo al extrato acetona:agua. Dentro de las fracciones mas
activas estan las denominadas en el texto AcOEt y PBS5, cuyos estudios quimicos y
espectroscopicos indican que la fraccion de AcOEt esta formada por flavonoides mientras

que PBS esta constituida por taninos.
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ABSTRACT

In Mexico as well as in other developing countries, cancer is the second leading cause of
death among the human population. The most frequent cancers worldwide are lung
(12.3%), breast (10.4%) and stomach (8.7%). In term of the prevalence, the most
common cancers are breast (17.2%), colorectal cancers (10.6%) and prostate (6.9 %). The
most common causes cancers death are lung, (17.8%), %), stomach (10.4%), colorectal
(7.9%), breast (6%), cervix uteri (3.8%) and prostate {3.3%).

Basically, cancer cells have two types of genetic damage: dominant, and recessive. The
dominant type has specific targets known as proto-oncogenes, alternatively the recessive
one is represented by tumor suppressor genes whose physiological function are growth
cellular regulators.

Although there are more than 100 different types and subtypes of cancers that can be
found within specific organs, the cancer cells genotype is a manifestation of six essential
alterations in cell physiology that collectively dictate malignant growth: self-sufficiency
in growth signals, insensitivity to growth-inhibitory (antigrowth signals), evasion of
programmed cell death (apoptosis), {imitless replicative potential, sustained angiogenesis,
tissue invasion and metastasis.

Jonathan Hartwell scientific investigations demonstrate that plants have been used in the
treatment of cancer over 3500 years. Presently, there are 141 anticancer drugs
commercially available in the United States of America, and approximately 67% have a
natural onigin.

Plants derived anticancer agents that are used as clinical anticancer drugs in United States

XV



are: vinblastine (Velban®), vincristine (Oncovin®), vinolrebine (Navelbine®), etoposide
(VP-16®), teniposide (VM-26®), paclitaxel (Taxol®), docetaxel (Taxotore®). In
addition, topotecan {Hycamtin®), irinotecan {Campostar®), 10-hydroxy-camptothecin
and homoharringtonine are used in others countries. In Mexico, different medicinal plants
are still used to treat illness with cancer syntomatology and only few of them have
scientific studies. Cytotoxicity assays represent adequate models to screen plant extracts
and their secondary metabolites with potential antineoplasic activity.

In the present work we studied Cuphea aequipetala, a medicinal plant that has been used
in Mexico to treat different types of tumors since prehispanic times. Their extracts were
obtained and the inhibition percentage and cytotoxic activity were evaluated toward eight
human cancer cell lines in culture: U-251, central nervous system; PC-3, prostate cancer,
K-562, leukemia; HCT-15, colon carcinoma; HEp-2, larynx carcinoma; MCF-7, breast
carcinoma; Hela, cervical carcinoma and DU-145, prostate cancer. According to the US
National Cancer Institute guidelines, only the acetone/water extract was active. This
extract produced different fractions with cytotoxic activity. The most active fractions
were AcOEt and PBS. Chemical and spectroscopic studies were undertaken, and showed

the presence of flavonoids in AcOEt and tannins in PB5.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. Generalidades del cancer

El cancer es una enfermedad muy antigua, ya que se han detectado tumores 6seos en los
huesos fosiles de dinosaurios y de momias egipcias (2700 a. C.) de la necrépolis de Gizeh
(Tannock & Hill, 1998; Cortinas, 1995). Los tumores fueron descritos en pinturas o
escritos de algunas civilizaciones antiguas de la India, Egipto y Pera (Tannock & Hill,

1998; Cortinas, 1995) que datan de los afios 2000 a 1500 a. C.

El cancer es un término genérico que acufiaron los médicos griegos al observar que el
crecimiento de los tumores de mama adoptan la forma de un cangrejo, como lo explica

Galeno (131-203 d. C.) en su tratado Definitiones Medicae (Cortinas, 1995).

El cancer agrupa a un conjunto de enfermedades de etiologia y sintomatologia diferente
(Kotin, 1970) que tienen como caracteristica comin trastornos en los mecanismos que
controlan la proliferaciéon y la diferenciacion en las células del organismo (Torroela &

Villa, 1998).

Se estima que existe por lo menos un centenar de formas diferentes de este padecimiento,
y algunas fuentes mencionan hasta 300 tipos de canceres humanos que los clasifican
seglin su origen en tres grupos generales: sarcoma (proceden de tejidos conectivos),
carcinomas (proceden de tejidos epiteliales) y leucemia y linfoma que proceden de los

tejidos formadores de las células sanguineas (Cortinas, 1995).



1.1.1. Incidencia del cancer

A pesar de ser tan antiguo y a diferencia de otras enfermedades, el cancer tiene una
tendencia mundial ascendente, en los paises industrializados es la segunda causa de
muerte, después de las enfermedades cardiovasculares (Gibbs, 2000), y en México esta
prevalencia se conserva {Lascano-Ponce & Hernandez-Avila, 1997) ya que desde 1990

los tumores malignos constituyeron la segunda causa de mortalidad (Mohar et al, 1997).

1.1.1.1. Incidencia mundial

La incidencia mundial se muestra en las Figura 1 (nimero de casos), donde se observa
que los cénceres mas comunes son los de pulmon (1239000), mama (1054000),
colon/recto (945,000), estomago (§76000), prostata (543000) y cérvico uterino (471,000).

En la Figura 2 se observa la incidencia en términos de porcentaje.
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Figura 1. Incidencia de nuevos canceres en el mundo en el 2000 (Parkin et al, 2001).
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Figura 2. Incidencia mundial porcentual de nuevos canceres en afio 2000 (Parkin et

al, 2001).

1.1.1.2. Incidencia en México

En Meéxico, en el afio 2001 el cancer ocupd el segundo lugar como causa de muerte

contribuyendo con el 12.68 % de los decesos. Por esta causa fallecieron 27,026 hombres



y 29,151 mujeres. La mayor incidencia (Figura 3) la presentaron el cancer de traquea,
bronquios y pulmén, leucemia, cervicouterino, prostata y mama (Direccién de
Estadistica, Informatica y Evaluacién, 2002).

En la Figura 3 se muestra la prevalencia masculina y femenina de los tipos de canceres

mas frecuentes en México.
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Figura 3. Mortalidad masculina y femenina ocasionada por los diversos tipos de

ciancer (Direccion de Estadistica, Informatica y Evaluacién, 2002).



En México, el cancer del cuello del Utero es la primera causa de muerte por neoplasias
malignas en mujeres con edades de 25 a los 64 afios. Con respecto a este tipo de cancer se
ha identificado como agente causal al Virus del Papiloma Humano (HPV), conocido
como el virus de las verrugas, que se trasmite sexualmente. Los HPVs también causan
una variedad de lesiones benignas, verrugas, neoplasias intraepitelial y ano-genital,
cancer oral, cancer de piel no asociado a melanoma y papilomas faringeos (Peto, 2001;
Das et al, 2000).

La secuencia del ADN de mas de 100 virus del papiloma humano mostré que los virus
HPV16, HPV18 y HPV45 estan presentes en el cancer cervicouterino (Walboomers et al,
1999). El potencial oncogénico del virus se ha atribuido a sus genes E6 y E7.

El producto de estos dos genes estimula la proliferacién celular activando las proteinas
especificas de ciclo celular e interfiriendo con la funcién de los genes supresores p33 y
Rb (Das et al, 2000).

Con respecto al cancer de prostata (Figura 3), éste ocasiona el mayor nimero de muertes
(22.31%) en hombres mayores a 65 afios. La edad, en la cual ocurre este tipo de cancer
coincide con la estadistica que se presenta a nivel mundial (Parkin et al, 2001).

La mortalidad que causa el cancer entre los diferentes grupos de edad (Figura 4) nos
muestra que ésta también se presenta en el grupo menor a los 15 afios y que varia entre
los diferentes grupos etarios. En el caso de los adolescentes, la incidencia mayor la
presentaron la leucemia, linfomas y cancer del sistema nervioso central (Cuevas-

Undstegui et al, 2003).
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1.1.2. Mortalidad mundial masculina y femenina

Con respecto a la mortalidad (Figura 5), los canceres mas comunes son el de pulmon

(17.8%), estomago (10.4%) e higado (8.8%).
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Figura 5. Frecuencia de la mortalidad mundial por diversos tipos de cincer (Parkin

et al, 2001).



En términos de prevalencia los canceres mas comunes son el cadncer de mama (17.2%), el
cancer colorrectal (10.6%) y el cancer de préstata (6.9%).

El cancer de pulmén es la principal causa de muerte en el mundo (1. 2 millones de casos
y 1.1 millones de muertes) y la relacién muerte/incidencia es de 0.90. A pesar de que el
cancer de mama es el segundo en incidencia, el pronostico es favorable ya que la relacién
incidencia/mortalidad es de 0.40 y ocupa la quinta posicidn como causa de muerte.

El cancer colorrectal es el tercero en importancia (945,000 casos y 492,000 muertes) y
el de estomago (876,000 casos y 647,000 muertes) es el cuarto. O sea que la relacién
muerte/incidencia es de 0.52 y 0.74 respectivamente.

El cancer cervicouterino es el segundo cancer mas comin entre la poblacién femenina
mundial y se estimaron 468,000 nuevos casos y 233,000 muertes, para el afio 2000.
Aproximadamente el 80% de los casos ocurren en los paises en vias de desarrollo, donde
en algunas regiones es el cincer mas comun entre las mujeres. La mayor incidencia se ha
observado en Latinoamérica, el Caribe, el Sahara africano y en el sur y sureste asitico
(Parkin et al, 2001). La incidencia comienza a elevarse entre los 20 a 29 afios y el riesgo
se incrementa alrededor de los 45 a 49 afos. La relacion mundial de mortalidad/
incidencia es de 0.49.

El cancer de prostata ocupa la sexta posicion a nivel mundial y es la tercera en
importancia en el hombre. El numero anual de casos nuevos es de 513,000 lo que
representa el 9.7 % de cancer en ¢l hombre (15.3 % en paises desarrollados y 4.3 % en
paises en vias de desarrollo). Este tipo de cancer ocasiond 201,000 muertes (5.6 % del
cancer en hombres y 3.2 % del total de las muertes). La relacién mortalidad incidencia es

0.39. Este tipo de cancer es el que se presenta con mayor frecuencia en la poblacién de



mayor edad. Aproximadamente % partes ocurre en hombres mayores a 65 afios (Parkin et
al, 2001).

Dentro de los factores carcinogénicos (Peto, 2001) de tipo biolégico se encuentran i)
Helicobacter pylori, bacteria causante de las infecciones gastricas crénicas, que causa
ulceras y es un factor importante en el desarrollo del cancer del estémago, i1} los virus de
la hepatitis B y C que pueden causar cancer en el higado, iii) el virus de Epstein —Barr
(EBV) asociado con cancer nasofaringeo y leucemias de células B. En los linfomas de
Burkii se ha encontrado a EBV asociado con el parasito de la malaria. El virus del herpes
humano 8 se asocia con el virus de la inmunodeficiencia humano (SIDA) en el sarcoma
de Kaposi. También se ha encontrado que la esquistosomiasis es el agente causal de
cancer en vesicula y colon.

Aproximadamente el 20 % del cancer mundial se origina en el estomago (9%), higado
(6%) y cervix {5%) y en el caso de que los agentes infecciosos, anteriormente
mencionados se erradicaran, dichos tipos de cancer se podrian prevenir (Parkin et al,

1999).

1.2. Origen del cancer

El termino cancer se refiere a mas de 100 formas de enfermedad. Casi todos los tejidos
del cuerpo pueden engendrar malignidades, incluso algunos producen varios tipos.
Ademas, cada tipo de cancer tiene caracteristicas unicas. A pesar de esto, el proceso
basico que produce los diversos tumores parece ser completamente similar. Por esta

razdn se emplea la palabra cancer de manera genérica (Weinberg, 1996).
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Las células que se encuentran en un cuerpo sano conviven en una especie de condominio
interdependiente y complejo donde una célula regula la proliferacidén de la otra. De esta
manera, las células se reproducen sélo cuando la instruccidén es dada por otra célula
vecina.

En una forma contrastante, las células del cancer violan este esquema y no respetan los
controles usuales de proliferacion y dictan sus propias reglas de reproduccion (Torroella
&Villa, 1998). Las células cancerosas también poseen la propiedad de migrar de un sitio
a otro, comienzan a invadir los tejidos circundantes y producen masas en diferentes sitios
del organismo (metastasis). La metastasis es la caracteristica mas maligna y se considera
como la parte final de la progresién del tumor (Tannock & Hill, 1998; Cotran et al,
1999).

Con unas pocas excepciones, todos los canceres pueden formar metdstasis. Dichas
excepciones las constituyen los neoplasmas malignos de las células gliales del sistema
nervioso central y los carcinomas bésales de la piel (Cotran et al, 1999),

Se conoce, hoy en dia, que las células tumorales descienden de una célula ancestral
comun y que en un punto, por lo general afios antes de que el tumor sea palpable,
iniciaron un programa de reproduccién inapropiada (Cotran et al, 1999).

Ademas la transformacién maligna de una célula se da a través de la acumulacién de
mutaciones en genes especificos de dicha célula (Nowell, 1976). Por esto, los genes
proporcionan la clave para entender el proceso y raiz del cancer humano.

Los genes se encuentran en el nicleo celular, dentro de la molécula de ADN cromosomal.
Un gen especifica la secuencia de aminoédcidos que debera unirse para hacer una proteina

particular. De esta manera, las proteinas son el trabajo de los genes. Cuando un gen se
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prende, la célula responde sintetizando la proteina codificada. Las mutaciones en los
genes pueden perturbar a la c€lula cambiando las cantidades y actividad de la proteina
producida.

Los proto-oncogenes y los genes supresores, constituyen sélo una pequefia porcion de
conjunto total de genes. Cuando estos tipos de genes son normales, orquestan el ciclo de
vida de la c€lula a través de una intrincada secuencia de eventos por la cual una célula se
agranda y divide.

Los proto-oncogenes estimulan el crecimiento mientras que los genes supresores lo
inhiben. Cuando los proto-oncogenes estan mutados se pueden convertir en oncogenes
carcinogénicos que guian la célula hacia una multiplicacidn excesiva (Bishop, 1981).
Algunos oncogenes actian imitando las sefales de crecimiento, lo que conlleva a que
células tumorales generen algunas de sus propias sefiales de crecimiento y de esta
manera reducen su dependencia a los estimulos del micro ambiente de los tejidos
normales (Fedi et al, 1997).

Los genes supresores de tumores codifican para proteinas que inhiben la divisién celular.
Las mutaciones en estos genes causan que las proteinas producidas sean inactivas y de
esta manera privan a la célula de los frenos necesarios para restringir la proliferacion
celular (Bishop, 1991). En las Tablas 1 y 2 se presentan, de manera resumida, los

diferentes sitios donde participan los oncogenes y genes supresores (Weinberg, 1996).
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Tabla 1. Actividades de algunos oncogenes y tipos de ciAncer que los presentan

(Weinberg, 1996).

Genes que regulan los factores de crecimiento o sus receptores

Codifica para el factor de crecimiento derivado de“[‘)]aquetas. Involucrado en
PDGF | gliomas (o cancer de cerebro).

| Codifica para el receptor del factor de crecimiento epidermal. Involucrado en
Erb-B | el gliobastoma (céncer de cerebro) y cancer de mama.

Erb- crecimiento. Involucrado en cédncer de mama, cancer de glandulas salivales y
B2 | cancer de ovario.

| Codifica par el receptor del factor de crecimiento. Involucrado en cancer de
RET tiroides.

Genes citoplasmaticos que transmiten las sefiales de los ciclos estimulantes

: Involucrado en el cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de colon y
. Ki-ras | cancer pancreatico.

Involucrado en leucemias.

N-Ras
L. _ — |
. Genes para factores de trascripcion que activan a los genes promotores del
- crecimiento

Involucrado en leucemias, cancer de mama, cancer de estdmago y cancer de
c-myc | pulmén.

Involucrado en neuroblastoma (cancer de la célula nerviosai) y
N-myc | glioblastomas.

Involucrado en cancer de pulmén.
L-myc

Genes para otras clases de moléculas

T

Codifica para las proteinas que normalmente bloquean el suicidio celular.
Bcl-2 Involucrado en el linfoma folicular de células B.

También se conoce como PRADI. Codifica para la ciclina D1, componente
Bel-1 estimulante en el ciclo celular. Involucrado en cancer de mama, cancer de
cabeza y cancer de cuello.

Codifica para un antagonista para la proteina supresora de tumores, p53.
MDM2 | Involucrado en sarcomas (canceres del tejido conectivo) y otros tipos de
canceres.
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Tabla 2. Actividades de algunos genes supresores de tumores y tipos de cancer que

los presentan (Weinberg, 1996).

| Genes para proteinas del citoplasma

' | Involucrado en céncer de colon y cancer de estomago.

APC | |
Codifica para la molécula que transmite las seiiales que inhiben la divisién |
Dpcd . ,
celular. Involucrado en €l cancer de pancreas.
Codifica para una proteina que inhibe a la proteina estimulante (Ras). Esta
NF-1 _ : :
involucrado en el neurofibroma y feocromositoma (canceres del sistema
nervioso periférico) y leucemia mieloide.
Involucrado en el meningioma efendimoma (canceres cerebrales) y
NF-2

schwanoma (afecta la envoltura de los nervios periféricos).

Genes para proteinas nucleares

Codifica para la proteina pl6, componente que frena el avance del ciclo celular.

o Esta involucrado en una gran variedad de canceres.
- Codifica para la proteina pRB, freno maestro del ciclo celular. Esta involucrado
K8 en el retinoblastoma, cancer oseo, cancer de vesicula, cancer de células
pequeilas de pulmoén y cancer de mama.
Codifica para la proteina p53, la cual puelde detener la division celular e inducir
| £33 la muerte de células anormales. Estd involucrado en una gran variedad de
canceres.
- Involucrado en el tumor de Wilms y tumores renales.

Genes para proteinas de quienes no se conoce con exactitud su localizacion celular

Involucrado en céancer de mama y ovario.

BRCA]
Involucrado en cancer de mama.
| BRCAZ2
Involucrado en cancer células renales.
VHL
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1.2.1. Caracteristicas de la célula cancerosa

Como se menciond anteriormente, las células cancerosas se originan en respuesta a
mutaciones en los genes. Hanahan & Weinberg sugieren que el gran catilogo de
genotipos en la célula del cancer es una manifestacion de seis alteraciones esenciales en
la fisiologia de la célula que dicta de manera colectiva el crecimiento maligno y son:
autosuficiencia en las sefiales de crecimtento, insensibilidad a los factores que inhiben el
crecimiento, invasién de tejidos y metastasis, potencial replicativo ilimitado,
mantenimiento de la angiogénesis y evasion del programa de apoptosis (Hanahan &
Weinberg, 2000). En la Figura 6 se¢ incluyen algunos mecanismos asociados con las
alteraciones en la célula cancerosa.

Componente

Capacidad adquirida Ejemplo del mecanismo

Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento

Insensibilidad a [as senales de autocrecimiento
Evaston de la apoptosis

Potencial replicativo ilimitado

Angiogénesis sostenida

Invasion de tejidos y metastasis

Activa el oncogen H-Ras

Pérdida del gen supresor Rb

Produce factores de
sobrevivencia, IGF

Activa la telomerasa
Produce inductores, VEGF
Inactiva la caderina-E

& | A
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Figura 6. Caracteristicas de la célula cancerosa (Hanahan & Weinberg, 2000).



1.2.2, Factores genéticos y ambientales

El céancer es causado por multiples factores genéticos y ambientales (Ponder, 2001; Peto,
2001}, como se muestra en la Tabla 3. Algunos genes primanos se mostraron en la Tabla
1 (protoncogenes) y Tabla 2 (genes supresores). En este tipo de dafio también se incluyen
a los genes que se presentan en canceres de tipo hereditario como el sindrome de Bloom,
ataxia telangiectasa, la anemia de Falconi y neoplasias endocrinas multiples
(Hoeymakers, 2001). Si se considera que el humano tiene de 30,000 a 40,000 genes que
son altamente polimoérficos (Claustres et al, 2002} y que dicho polimorfismo puede
contribuir a diferencias en el metabolismo, ciclo celular, transporte i6nico, reparacion de
acidos nucleicos y proteinas, antigenos de histocompatibilidad y redes de traduccién de
sefiales, es comprensible que cada individuo tenga una gran variedad de haplotipos de

genes que podrian contribuir al proceso canceroso.
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Tabla 3. Causas del cancer (Nebert, 2002).

[ A. Genéticas
1. Genes primarios.
a) Activacion de proto-oncogenes.
b) Defectos en los genes supresores de los tumores.
¢} Sindromes hereditarios.

2. Genes secundarios (modificadores).

B. Ambientales
1. Desnutricion,

Infeccion (virus, bacterias, parasitos).

Heridas.

2
3
4. Dieta (alimentos cocinados con carbon, altos en grasa, altos en colesterol}
5. Quimicos (cigarro, asbesto, benceno).

6. Agentes fisicos (energia ionizante, radiacion ultravioleta, radiactividad).
7

Metales (niquel, cadmio, cromo).

C. Efectos sistémicos y paracrinos
1. Factores de crecimiento (1GF1, IGF2, TGF[).

2. Hormonas (estrdégenos, testosterona).

3. Citocinas implicadas en el proceso inflamatorio (IL-6, IL-8, IL-10} y quimocinas
(TARC).

| D. Epigénicos

1. Genes silenciosos anormales (ARN interferencia, co-represores).
2. Patrones de metilacién anormal (sobrexpresién de IGF2, cambios en la mutacién
del fenotipo).

3. Dafio mitocondrial.

17



Con respecto a los factores ambientales, quizas el estrés oxidativo sea la clave de todos
los estimulos. El estrés oxidativo es genotdxico y puede conducir a mutaciones. Este tipo
de estrés afecta al ciclo celular, entre la transicion G1-S (division celular) y la apoptosis
{(Nebert et al, 2000).

Existen dos categorias de cancer: a) Los canceres hereditarios ocurren cuando un
individuo nace con una mutaciéon en alguno de los genes primarios y b) los que se
generan como una consecuencia de factores ambientales.

Los estudios epidemioldgicos han mostrado que ef tabaco es el factor que mas ha influido
en el cancer. En los inicios, este fue el agente condicionante del cincer de pulmon,
pancreas, vesicula y actia de manera sinergistica con el alcohol en el cancer de laringe,
boca y faringe. Recientemente se ha encontrado que el cancer de estomago, higado y
probablemente el cervicouterino se han incrementado entre los fumadores (Peto, 2001).
Solamente la dieta rivaliza con ¢l tabaco como una causa del cancer en los EEUU

{Trichopoulos et al, 1996).

1.3. Métodos de control del cancer

El tratamiento de un paciente con cancer puede tener una finalidad curativa o paliativa y

para ello se emplean la cirugia, radioterapia y quimioterapia (Hellman & Vokes, 1996).

1.3.1 Cirugia

La cirugia fue la primera terapia anticancerosa empleada y hoy en dia continia siendo la

mas utilizada. La escisién quirirgica es rapida y efectiva y es la que cuenta con el mayor
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nimero de curaciones. La cirugia también es el método terapéutico que ofrece la
oportunidad de confirmar que el tumor ha sido erradicado ya que el patdlogo puede
examinar el espécimen retirado, mismo que debe de presentar una capa de células
normales alrededor de la forma cancerosa. Desafortunadamente este tipo de tratamiento
también presenta inconvenientes ya que la eliminacion de la masa tumoral visible no
garantiza la eliminacién de extensiones microscopicas, que son las que frecuentemente
caracterizan al cancer (Hellman & Vokes, 1996).

Para que todo el tumor sea retirado es necesario cortar una parte de tejido sano accién
que dafiard severamente funciones fisiolégicas y apariencia del paciente. En algunas
ocasiones los tumores presentan hacinamientos en estructuras vitales que no pueden ser
removidas a través de procedimientos quirurgicos. Quizas la limitacidon mas importante
de la cirugia es que €sta no puede emplearse en canceres que han hecho metdstasis en
grandes areas del cuerpo (Hellman & Vokes, 1996).

Las consecuencias indeseables de la cirugia han originado que en su lugar se emplee la

radioterapia.

1.3.2. Radioterapia

La Radioterapia consiste en el empleo de energia ionizante y la finalidad es eliminar
células cancerosas y reducir tumores. Esta energia ionizante dafia a las células y tejidos al
depositar la energia en una serie de eventos discretos. La radiacion puede dafiar a
cualquier molécula dentro de la célula, pero el dafio mas severo ocurre a nivel del ADN
causando letalidad celular que es expresada como pérdida de potencial proliferativo.

Dependiendo del tipo celular, las células pueden morir por muerte en interfase
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(usualmente asociada con morfologia apoptdtica) o por muerte relacionada con la mitosis.
Los eventos moleculares muestran que la célula es arrestada en las fases Gl y G2 del
ciclo celular e involucra a p53, asi como otras proteinas asociadas con la regulacion del
ciclo celular (Tannock & Hill, 1998).

Son varios los factores que pueden influir en la manera como responden las células a la
radiacion. Esto incluye a la energia de transferencia lineal (LET), a la posicién que tiene
la célula dentro del ciclo celular, a hipoxia, asi como a la expresion de ciertos oncogenes.
Después de que las células son tratadas con un nivel bajo de LET, las células pueden
reparar algunos de sus dafios en un periodo de unas cuantas horas; asi que si el
tratamiento es prolongado o fraccionado serd menos efectivo que si se da en una dosis
unica. El tiempo adecuado para que se vuelvan a unir las hebras rotas del ADN puede
correlacionarse con la radiacion relativa a la cual sobreviven las células normales y
cancerosas (Tannock & Hill, 1998).

Por lo general, las células que se encuentran en la fase S del ciclo celular son mas
resistentes que las que se encuentran en las fases G2/M, aunque existe variabilidad entre
los tipos celulares. Cuando las células son tratadas con radiacién LET baja y en ausencia
de oxigeno, se requiere de tres veces mas de tiempo de radiacion para producir muerte
celular, que cuando se hace en presencia de oxigeno. La mayoria de los tumores
experimentales y de humanos han mostrado que contienen una fraccidon importante de
celulas hipoxicas que son resistentes a la radiacion.

El acceso a los factores de crecimiento exdgenos puede alterar la sensibilidad de las
células a la radiacion alterando las sefiales intracelulares y el arresto dentro del ciclo

celular después de que el ADN ha sido dafiado. Existe una asociacion entre la expresion
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aberrante de las proteinas ras, raf y p53 y la respuesta de la célula a la radiacion ionizante

(Tannock & Hill, 1998).

1.3.3. Quimioterapia

La quimioterapia con frecuencia se asocia a la cirugia y radioterapia, aunque en algunas
ocasiones es el inico tratamiento indicado.

La quimioterapia contra el cancer se inicid en 1943, a partir de la Segunda Guerra
Mundial, al observar que los soldados que habian estado expuestos a los gases de
mostaza nitrogenada presentaban una disminucién en el tamafio de sus ganglios
linfaticos, y se utilizdé en el tratamiento del linfoma (Frei 111, 1982). La actividad
anticancerosa de este farmaco se debe a la alquilacion de ADN, por lo que algunos
agentes anticancerosos se desarrollaron en base a la modificacion del ADN (Gibbs,
2000).

En la actualidad se dispone de 141 farmacos comerciales empleados en el tratamiento del
cancer (Newman et al, 2003) y dentro de estos farmacos también se encuentran los
medicamentos empleados en la terapia hormonal (Hellman & Vokes, 1996), asi como los
agentes bioldgicos empleados en Ja inmunoterapia (Rosenberg, 2001). De manera
tradicional se han agrupados en familias definidas en base a sus estructuras quimicas y
mecanismos de accidn como agentes alquilantes, antibioticos, antimetabolitos,
inhibidores de la mitosis, inhibidores de las topoisomeras 1 y II, (Hellman & Vokes,

1996) compuestos con platino y otros (Cragg et al, 1997) (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion clisica de los farmacos anticancerosos (Hellman & Vokes,

1996; Cragg et al, 1997).

fe-rapia - Farmaco
Aéehtesralquilantes
Antimetabolitos

Quimioterapia * Antibioticos
Inhibidores de la Topoisomerasa
Inhibidores de la mitosis
“Otros”
Esteroides
Anti-estrogenos

Terapia hormonal Anti-andrégenos
Analogos de LH-RH
Agentes anti-aromatasas
Interferdn

Inmunoterapia Interleucina 11

Vacunas

El grupo “otros” se ha expandido y en la Tabla 5 se muestra la clasificacién de los
compuestos anticancerosos con base en el mecanismo de accion, ya que éstos pueden
actuar sobre la célula cancerosa, el endotelio, la matriz extracelular, el sistema inmune o

la célula huésped (Espinosa et al, 2003).

22



Tabla 5. Clasificacion de los compuestos anticancerosos con base en el mecanismo

de accion (Espinosa et al, 2003).

Blanco ~ i Sitio de accién Mecanismo, clase de compuestos, tipo de terapia
|

[ ADN No especifico
‘ Rompimiento del ADN: quimioterapia.
Proteinas relacionadas con el ADN: quimioterapia
especifica.
~ Terapia hormonal, retinoides.
Interferén a: inmunoterapia.

. Terapia génica,

Tumor |
ARN Oligonucleotidos antisentido.
| ' Proteinas Receptores de membrana.
| Dominio Extracelular: *AbMo.
| Dominio intracelular: moléculas pequerias.
Citoplasma.
Ciclos intracelulares: moléculas pequerias.
Tubulina: quimioterapia.
' "Endotelio ADN Combrestatina.
| Proteinas Moléculas pequefias.
= - - "MMPs Inhibidores de MMP.
Matrniz extracelular Otros Anticuerpos monoclonales y moléculas pequefias.
i elementos
I ! Linfocitos y Interferdn.
Sistema inmune ’ macrofagos Interleucina 2.
Vacunas.
| Células del huésped | Células oseas Biofosfonatos, osteoprotogenina.

"En este grupo, podﬁé desarrollarse en el futuro la-terapié antisentido.
2 - .
*Anticuerpos monoclonales. *Metaloproteinasas.
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1.3.3.1. Compuestos dirigidos contra el ADN del tumor

Los compuestos pueden actuar sobre el ADN al romper la hélice, interferir con las
proteinas relacionadas con el ADN (Hurley, 2002) o modificando la expresién de los
genes especificos (Gibbs, 2000). La mayoria de los medicamentos anticancerosos
clasicos tienen uno de estos mecanismos de accion y nuevos fiarmacos estan siendo

incorporados cada afio. Estos medicamentos se muestran en las Tablas 6 y 7.
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Tabla 6. Farmacos dirigidos contra el ADN del tumor (Hurley, 2002).

Clase

Compuesto

Mecanismo de accion

Rompimiento del ADN

Mostaza nitrogenada

Nitroureas
Triazenos
Antibidticos

Compuestos con platino

Ciclofosfamida, ifosfamda,
melfalan, clorambucil,
bendamustine.

BCNU.

Dacarbazina, temozolomida.
Bleomicina, mitomicina.
Cisplatino, carboplatino,

oxaliplatino.

Enlaces cruzados

Enlaces cruzados
Enlaces cruzados
Enlaces cruzados

Enlaces cruzados

Proteinas relacionadas con el ADN

Antibioticos

Podofilotoxinas
Inhibidores de la Topo |

Antimetabolitos

Otros

Antraciclinas, doxorubicina,
epirubicina, idarubicina,
mitroxantona.

Etoposido.

Topotecan, irinotecan.
Antifolatos; metrotrexato,
trimetatrexato.
Fluoropirimidinas (5FU,
ftorafur, capecitabina) y
raltitrexed.

Pemetrexed.

Citarabina, fludarabina.
Gemgcitabina.

Analogos de la adenosina.
clardribina, deoxicoformicina

Ecteinascidina.

Libera radicales libres y @

Topo 11

) Topo 11
¥ Topo 1
) DHFR y otras enzimas

DTS

@ODHFR, TS, FTRG
{9 ADN polimerasa y RR
¥ RR

J adenosin deaminasa

@ factores de transcripcion

O: inlibicién. Topo: topoisomerasa. DHFR: dihidrofolico reductasa. TS: timidilato sintetasa.
FTRG: glicinamida Ribonucleétido formiltransferasa .

RR: ribonucleotido reductasa.
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Tabla 7. Farmacos dirigidos contra el ADN del tumor: modificadores de genes

especificos (Gibbs, 2000).

Clase Compuesto ‘ Mecanismo
|
Esteroides Prednisolola, dexametasona. [ Unién a recebfores !
| especificos, interaccion
Antihormonas Antiestrogenos: tamoxifen, fulvestrant | transcripcional con genes
Antiandrogenos: flutamida, especificos.
bicalutamida.
Antiaromatas: anastrozol, letrozol,

exemestano.
Agonistas de LH-RH: goserelina,

triptorelina, buserelina.

Retinoides ATRA, fenretidina, bexaroteno

Terapia génica

1.3.3.2. Farmacos que actian sobre el endotelio y 1a matriz extracelular

Los compuestos dirigidos contra el endotelio inhiben los factores de crecimientos
endotelial o los receptores de tales factores (Raje & Anderson, 2002). Por otro lado, la
mayoria de estos compuestos actian inhibiendo las metaloproteinasas (MMPs) (Bramhall

et al, 2002). La actividad que presentan es antiangiogénica (Tabla 8).
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Tabla 8. Medicamentos dirigidos contra el endotelio y la matriz extracelular

{Espinosa et al, 2003).

Compuesto

| Factores de crecimiento endotelial

|

| Talidomida.
| Carboxiamida-triazol (CAI).

| Receptores de las células endoteliales

Bevacizumab.
SU-5416, SU-6668.

Matriz extracelular

Marimastat, AG-3340.

(prinomastat), AE-941.
{Neovastat)

Vitaxin

ABT-510

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular. bFGF: factor de crecimiento basico de

fibroblastos.

Mecanismo de accion

© VEGF, bFGF, TGF-a

¢} sintesis de VEGF

AntiVEGFR
) tirosincinasa de VEGFR

'O Metaloproteinasas

TGF-a: factor de crecimiento de fibroblastos-alfa.

VEGFR: receptor del crecimiento del endotelio vascular.

Anti-integrinas

Mimetisa la trombospondina

1.3.3.3. Medicamentos dirigidos contra los receptores de la membrana

del tumor

Con respecto a este grupo se encuentran los anticuerpos monoclonales y moléculas

pequefias. El primero actia en el nivel extracelular del receptor mientas que las moléculas
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pequefias atraviesan la membrana e inhiben el dominio intracelular, por lo general la

tirosina cinasa (Tabla 9).

Tabla 9. Medicamentos anticancerosos dirigidos contra los receptores de membrana

de la célula tumoral (Gibbs, 2000).

Compuestos | Sitio de accién

| Dominio extracelular

| Anticuerpos monoclonales !

Rituximab Anti CD20

- *]britumomab-1 Anti CD20

- *Tositumomab-1

- Alemtuzamab Antt CD52
Trastuzumab Anti Her-2

' Cetuximab Anti EGFR (Her-1)

| Dominio intracelular
Moléculas pequeiias

ZD-1839 (gefitinib) | @ tirosincinasa EGFR

OSI1-774 (erlotinib) | @ tirosincinasa EGFR

PKI-166 @ tirosincinasa EGFR y Her-2
CI-1033 @ tirosincinasa en todos los genes Her

CD20: Linfocito B

CD52: Linfocito

Her-2: Oncogene

Her-1: Oncogene

EGFR: Receptor del factor de crecimiento endotelial.

1.3.3.4. Medicamentos que actian en el citoplasma de las células
tumorales

Con respecto a los farmacos que actian en el citoplasma, se consideran a los que afectan

algunos ciclos metabolicos celulares que conducen al micleo las sefiales de proliferacién.

"
i
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Se consideran a los compuestos que afectan la mitosis, como es el caso de los alcaloides
vinca, los taxanos y los epotilones (se encuentran en fase clinica Il y III). Los alcaloides
vinca se unen a sitios especificos de la tubulina mientras que los taxanos y epotilones

estabilizan los microtiibulos (Warber, 1999; Espinosa et al, 2003; Horwitz, 2004).

1.4. La citotoxicidad como modelo para evaluar productos con potencial

anticancerigeno

En la evaluacién de compuestos con potencial anticancerigeno, se realizan los pasos
metodoldgicos que se describen a continuacién (Frei 111, 1982).

a) Evaluacion de la actividad in vitro empleando modelos celulares y moleculares.

b) Evaluacién de la actividad antitumoral in vivo, en modelos animales a los que se les
induce algun tipo de neoplasia.

¢) Produccion y formulacion.

d) Estudios toxicologicos.

) Evaluacién en pacientes con canceres refractarios a los agentes quimioterapéuticos.

1.4. 1. Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro tienen el propdsito de evaluar la actividad celular o molecular. Los
ensayos de tipo celular emplean células intactas, en tanto que los moleculares buscan la
actividad dentro de un sistema aislado, como es el caso de las enzimas, receptores o
ADN. Algunas de las caracteristicas que presentan ambos sistemas se muestran en la

Tabla 10 (Suftness & Pezzuto, 1991).
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Tabla 10. Caracteristicas de los ensayos celulares y moleculares (Suffness &

Pezzuto, 1991).

Caracteristica | Ensayo molecular Ensayo celular

Cualquier blanco que

Blanco Blanco subcelular tinico inhiba el crecimiento
| celular.
. ' | e —— S —
Capacidad necesaria del Muy alta Moderada a alta ]
| |
ensayo
|
Numero de sitios Pocos pero especificos Muchos, pero no son de
afectados interés

Agentes que no entran en las
Falso positivo células o que se metabolizan Toxinas

rapidamente

Todos los compuestos que

Falso negativo trabajan por otros mecanismos Algunos

Aunque los métodos moleculares son especificos, la desventaja principal reside en dicha
caracteristica ya que si se prueban compuestos que actien a través de un mecanismo

diferente, su actividad no podra ser detectada.

Los ensayos celulares se pueden dividir en citotoxicos y los que incluyen cambios
morfolégicos. Si consideramos un ensayo de citotoxicidad que emplea una sola linea

celular, el problema principal sera un nimero de compuestos activos grande, siendo
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algunos de estos desconocidos o bien no interesantes. La citotoxicidad tiene entonces la
ventaja de incluir a todos aquellos compuestos que potencialmente ponen en riesgo la
vida de la célula y por lo tanto no ofrece falsos negativos. Dentro de los materiales
activos no deseados se encuentran los detergentes y los metales pesados (Suffness &
Pezzuto, 1991).

La mayoria de los programas de investigacion intentan aislar e identificar el potencial
antitumoral de compuestos obtenidos de plantas y para ello se apoyan en el
fraccionamiento quimico biodirigido por pruebas de citotoxicidad.

En un inicio se emplearon los cultivos de células KB (carcinoma nasofaringeo) y P388
(leucemia murina) en los cuales se probaron a diferentes concentraciones el compuesto o
extracto de eleccion y después de un proceso de incubacion de 48 6 72 horas se
cuantificaba el crecimiento celular determinando la concentracién de proteinas (KB) o
conteo de células (P388). Los resultados se expresan en términos de CEsy (concentracién
requerida para inhibir en un 50% el crecimiento) y el criterio de actividad, establecido
por el Instituto Nacional del Cancer del EEUU, es <20 pg/ml para extractos y <4 pg/ml
para compuestos puros (Suffness & Pezzuto, 1991).

En la actualidad el Instituto Nacional del Cancer de EEUU emplea un programa en el que
el potencial citotéxico de los compuestos se evalia empleando una bateria de células
procedentes de 60 tipos de canceres humanos (Boyd & Paull, 1995). El objetivo es
descubrir a aquellos agentes que muestran actividad citotdxica selectiva con una linea de
células derivada de un solo tipo de tumor humano. El uso de las células cancerosas

humanas ofrece un gran valor tedrico y practico. Las células se pueden transportar como
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tumores sélidos en ratones atimicos y de esta manera se facilitaran Jos estudios

posteriores como es el caso de la actividad antineoplasica (Suffness & Pezzuto, 1991).

1.5. Las plantas como fuente de compuestos antineopldsicos

Entre 1960 y 1970, cientificos de Estados Unidos de Norteamérica iniciaron diversas

investigaciones acerca de las plantas con actividad anticancer (Cragg et al, 1994).

El Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de América (NCI) desarrollé un
programa de seleccion empleando la linea celular L1210 (leucemia linfocitica) en ratones
y otros modelos animales para evaluar la capacidad antineoplasica de las plantas.
Posteriormente evaluaron la actividad de las plantas a través de pruebas in vifro usando
las lineas celulares P388 (leucemia linfocitica murina) y KB (carcinoma nasofaringeo
humano). Para 1981 se habian evaluado 114,000 extractos procedentes de 35,000 plantas
(Cragg et al, 1994). Los resultados del programa de NCI condujeron a la obtencion de
productos naturales que se han empleado como agentes quimioterapéuticos (Newman et
al, 2000). Actualmente existen en el mercado de Estados Unidos de Norteamérica 141
medicamentos contra el cancer y aproximadamente el 67 % de éstos son de origen natural
(Newman et al, 2003). Los medicamentos de origen natural se han clasificado como
productos de origen natural, productos semisintéticos derivados de un producto natural o
productos sintéticos que han empleado como modelo un producto de origen natural
(Cragg et al, 1997). Se consideran como productos naturales aquellos producidos por
bacterias (p.ej. bleomicina), organismos marinos y a los obtenidos de plantas (Newman et

al, 2000).
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Los primeros compuestos anticancerosos obtenidos de las plantas fueron la vincristina (1)
(oncovin®) y vinblastina (2) (velban®), los cuales fueron aislados del Catharanthus
roseus, planta empleada por varias culturas para el tratamiento de la diabetes (Cragg et al,
1994). Las modificaciones quimicas que se han realizado a la vincristina y vinblastina
condujeron a la obtencion de los compuestos semisintéticos vinolrebina (3) (navelbine®)
y vindesina (4), aprobados en Europa para el tratamiento del cancer (Newman et al,
2000).

La vincristina se emplea en combinacion con otros medicamentos anticancerigenos en el
tratamiento de leucemia linfocitica infantil aguda, cancer cervicouterino, cancer de colon,
mama y otros carcinomas (Moura et al, 2002). La vinblastina se emplea para el
tratamiento de linfoma de Hodgkin (Warber 1999), carioepitelioma y cancer de ovario
(Silva et al, 2003). La vinolrebina se emplea en el tratamiento de cdncer de ovario
avanzado (Silva et al, 2003). Estos compuestos son alcaloides y se unen a la tubulina
evitando la polimerizacion de los dimeros de tubulina y de este modo rompen la
formacion de los microtibulos (Warber, 1999; Espinosa et al, 2003). Los microtubulos
son criticos para la formacién del huso en las células que se estan preparando para la
mitosis. También tienen la funcién de mantener la forma de la célula, la adherencia,
motilidad y transporte celular (Warber, 1999). Cuando el complejo tubulina-alcaloide se
une a los microtibulos trae como consecuencia que la célula sea arrestada en la fase M
del ciclo celular (Warber, 1999). Las estructuras quimicas de estos alcaloides se

muestran en la Figura 7 con los nimeros I, 2, 3 y 4.
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Vindesina (4)

Vinolrebina (3)

Figura 7. Compuestos anticancerosos de origen natural y semisintéticos obtenidos

del Catharanthus roseus (Newman et al, 2000).
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El etopdsido (5) (VP-16) y tenipdsido (6) (VM-26) son dos glucosidos semisintéticos
derivados de la epipodofilotoxina (7) (Tannock & Hill, 1998; Newman et al, 2000). La
epipodofilotoxina es un isémero de la podofilotoxina el cual fue aislado de las raices de
varias especies del género Podophyllum. Podophyllum emodi 'y Podophyllum peltatum se
han empleado en las culturas asiaticas y entre los indios americanos para tratar el cancer
de piel y verrugas (Hartwell, 1968; Cragg et al, 1994). Aunque la podofilotoxina fue
investigada por el NCI, no se continmio el estudio debido a que presentaba problemas de
toxicidad. Posteriormente el laboratorio Sandoz (antes de fusionarse con Ciba-Geigy)
continio el trabajo produciendo el etopdsido y teniposido, los que se emplean en la
clinica desde 1996. La investigacion también se continué en Japon produciendo NK-611
{8), derivado del etoposido el cual es soluble en agna ( Newman et al, 2000).

El etopédsido y tenipdsido se emplean en el tratamiento del cancer de pulmoén de células
pequefias, cancer testicular, tumores pediatricos y linfomas malignos (Tannock & Hill,
1998). El NK-611 se emplea en el tratamiento del cancer de pulmén (Shu, 1998).

A pesar de que la podofilotoxina se une a la tubulina e inhibe la polimerizacién
(Tannock & Hill, 1998), el etopdsido, teniposido y NK-611 inhiben a la enzima
topoisomerasa Il (Van Mannen et al, 1988; Tannock et al, 1998; Shu, 1998).

El etoposido, tenipdsido y NK-611 forman un complejo con la topoisomerasa Il después
del rompimiento de la doble cadena del ADN e inhiben la unién de las dos hebras de
ADN (Pommier, 1993). Esto conduce a la inhibicidn de la replicacion del ADN y al
rompimiento de las hebras del ADN (Tannock & Hill, 1998).

La topoisomerasa [I es una enzima esencial para la replicaciéon y transcripcion del ADN,

asi como para la recombinacion y segregacion cromosomica.
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Las estructuras quimicas de los derivados de la epipodofilotoxina se muestran en la

Figura 8 con los numeros 5, 6, 7 y 8.
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Podofilotoxina (7)
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Figura 8. Compuestos anticancerosos

semisintéticos derivados de la

epipodofilotoxina aislada de varias especies del genero Podophyllum (Shu, 1998,
Newman et al, 2000).
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La camptotecina (9) se aislé de Camptotheca acuminata, 4rbol de omato chino (Perdue,
1976). Los extractos de C. acuminata se investigaron en la década de 1950 como fuente
de saponinas esteroidales para su posterior conversion en cortisona y fue al azar que se
decidio evaluar la actividad antitumoral (Cragg et al, 1994). El primer reporte de
actividad antitumoral fue generado por los estudios realizados en el NCI, y el principio
activo resulté ser la camptotecina (Wall et al, 1966; Oberlies & Kroll, 2004). Los
estudios clinicos de fase I, empleando la sal sddica de la camptotecina, se realizaron a los
inicios de 1970, pero pronto fueron suspendidos debido a la severa toxicidad (Newman
et al, 2000). Alrededor de 1985 se revivio el interés debido al novedoso mecanismo de
accion que involucra a la enzima topoisomerasa | (Hsiang et al, 1985; Cragg & Newman,
2004).

A partir de estos estudios se realizaron modificaciones quimicas a la camptotecina
obteniendo el topotecan (10) (Hycamtin®) el cual se aprobé en los Estados Unidos de
Norteamérica (EEUU) en 1996 (Shu, 1998) para el tratamiento de cancer de ovario. Otras
modificaciones bésicas de la camptotecina produjeron al irinotecan {(11) (Camptosar®),
clinicamente investigado como CPT-11 (Tannock & Hill, 1998), al 9-amino-
camptotecina {12) y 9 nitro-camptotecina (13). El uso del irinotecan se inicié en 1994 en
Japon y en 1996 fue aprobado en EEUU para el tratamiento del cancer colorrectal,
ovario, y pulmén (Shu, 1998; Oberlies & Kroll, 2004). La 9-aminocamptotecina {(9-AC)
€s un agente muy potente, pero su aplicacién en la clinica se atrasé debido a los
problemas de solubilidad, mismos que ya se resolvieron y actualmente la 9-AC esta en
fase Il (Tannock & Hill, 1998, Newman et al, 2000). Otro de los derivados de la

camptotecina es el DX-8915F (14) (Lavergne et al, 1998), el cual se encuentra en fase 1
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en EEUU, tiene una potencia mayor que irinotecan y topotecan y también actia sobre la
topoisomerasa [ (Shu, 1998).

La Topo I es una enzima que tiene la capacidad de “relajar” el ADN muy enrollado
durante la transcripcién o replicacion (Tannock & Hill, 1998). La topo [ es un blanco
muy atractivo ya que se ha encontrado que los niveles de esta enzima son mas altos en los
tumores malignos que en los tumores benignos o tejidos normales ( Husain et al, 1994).
La camptotecina y sus analogos (CPTs) actian al enlazarse con los aductos ADN-Topo
I, lo que estabiliza el complejo divisible ADN-Topo I evitando la liberacion del ADN y
provocando la acumulacién de complejos divisibles estabilizados. La formacién del
complejo temario entre la CPTs-Topo 1-ADN provoca la inhibicién de la sintesis del
ADN y ARN vy la exposicién prolongada a CPTs conduce a un dafio irreparable en el
ADN y por lo tanto provoca la muerte celular (Fan et al, 1998).

Las células en fase S son muy sensibles a las CPTs, posiblemente porque la replicacion
del ADN requiere la actividad de la Topo [ asociada con la separacién de las bandas del
ADN vy la conversién en la doble banda (Pommier, 1993).

Las estructuras quimicas de la camptotecina y sus derivados se muestran en la Figura 9

con los numeros 9, 10, 11, 12,13 y 14,
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Figura 9. Compuestos anticancerosos semisintéticos derivados de la camptotecina,

alcaloide aislado de C. acuminata (Cragg & Newman, 2004; Shu, 1998).
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El Taxol® (Paclitaxel) es un diterpeno que inicialmente se aislé de la corteza de Taxus
brevifolia, colectado en 1962 en el estado de Washington por el botanico Arthur Barclay
del Departamento de Agricultura de EEUU, como parte de un programa de colecta al azar
por el Departamento de Agricultura del [nstituto Nacional de Cancer (Cragg et al, 1994).
Aunque el interés por el Taxol (15) se inicid en los afios 1960s, las propiedades médicas
del arbol “tejo” se han conocido desde hace varios siglos. Al arbol del tejo se le conocia
como el arbol de la muerte por sus caracteristicas venenosas que estan documentadas en
registros griegos y latinos. Julio César escribio al respecto, en el séptimo libro de la
coleccion titulada “Sobre las guerras Galicas” y publicada en el afio 51 a.C., sobre la
muerte de Catuvolcus (Caudillo de la tribu Celta de los Eburones) quien decidid
suicidarse, bebiendo el té hecho con la corteza del tejo (Appendino, 1993; Nicolaou et al,
1996) en lugar de rendirse a los Romanos. Las tribus Quinault, Multnomah y Nez Percé,
nativas del noreste de Norteamérica utilizaron la corteza del tejo como desinfectante,
para inducir el aborto, asi como en el tratamiento del cancer de piel (Nicolaou et al,
1996).

El taxol junto con otros precursores claves (bacatinas) se encuentran presentes en las
hojas y los frutos de Taxus baccata, arbol que se ha empleado en la medicina tradicional
Ayurvédica (Cragg et al 1997) y existe un reporte sobre el uso de T. baccata, en India,
para el tratamiento del cancer (Hartwell, 1971).

En 1964 se descubrié (en el NCI) que un extracto de la corteza de Taxus brevifolia era
toxico para los cultivos de células de leucemia. El aislamiento del compuesto responsable
de la actividad se realiz6 en los laboratorios de Monroe Wall (Lenaz & Furia, 1993) y en

1967 Mansukc C. Wani y Monroe E. Wall obtuvieron el compuesto responsable de la
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actividad citotdxica y lo bautizaron con el nombre de taxol, dado que comparte
similitudes quimicas con la familia de taxanos, ademas de que se aislé de una planta del
género Taxus (Oberlies & Kroll, 2004).

Las bacatinas se pueden transformar a través de sintesis quimicas en el paclitaxel
(Taxol®) y docetaxel (16) (Taxotere®), ambos compuestos conocidos como taxanos.

Los taxanos se unen a los microtibulos (Horwitz, 2004), los que actlian como
citoesqueleto interno de la célula. Los microtubulos son estructuras flexibles que
participan de manera dindmica en el proceso de la divisién celular. Cuando el paclitaxel y
docetaxel se unen a los microtibulos, éstos se convierten en estructuras estaticas lo que
evita la division celular y de esta manera mata a las células (Rowinsky & Donehower,
1995; Tannock & Hill, 1998) en el punto G2/M (Gibbs, 2000) del ciclo celular.

El paclitaxel se lanz6 al mercado en 1993 para el tratamiento de cancer de ovario, cancer
de pulmén, sarcoma de Kaposi y cancer de mama. El Docetaxel se aprobd en EEUU en
1996 para el tratamiento del cancer de mama (Shu, 1998).

Las células cancerosas se dividen con mas frecuencia que las células normales, asi que
estos medicamentos primero atacan a las células tumorales, pero también existen células
normales que presentan una tasa de proliferacion elevada, por ejemplo los linfocitos y
células del cabello, que con frecuencia son afectados. Asi que los efectos colaterales del
taxol y docetaxel son la depresion del sistema inmune, retraso de las sensaciones
nerviosas, nauseas y pérdida del cabello (Tannock & Hill, 1998).

Las estructuras quimicas de los taxanos se muestran en la Figura 10 con los nameros 15

y 16.
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Docetaxel (16)

Figura 10. Diterpenos anticancerosos obtenidos de especies del genero Taxus (Shu,

1998).

Los alcaloides homoharringtonina (17) (HHT) y harringtonina (18) (HT) se aislaron de
las semillas del arbol chino Cephalotaxus harrz‘ngtbnia var drupacea (Zieb or Zucci) asi
como de otras especies de ¢ste género (Cragg et al, 1994). La actividad antitumorai de
ambos alcaloides se observo dentro del programa de analisis sistematico efectuado por el

NCI de EEUU (Powell et al, 1972).
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Otra de las especies de Cephalotaxus que crece en China es la C. hainanesis y de ella se
han aislado HHT y HT mismos que se emplean dentro de la clinica China para el
tratamiento de la leucemia (Han, 1994).

Dado que el Cephalotaxus es escaso y su crecimiento lento, el NCI patrocind las
investigaciones para realizar la sintesis de cefalotoxina y emplearla como precursor de
HHT. Con este propdsito se sintetizé el nicleo de la cefalotoxina, se esterifico el acido y
se uni6 a dos unidades a través de un proceso de esterificacién. En este sentido también
trabajaron investigadores de China los que reportaron la sintesis de la HT y HHT (Blaské
& Cordell, 1988).

El mas activo de estos dos alcaloides es HHT (Warber, 1999) y en China se emplea en el
tratamiento de leucemias agudas no linfoblastica y leucemia mielogenosa cronica (Lee,
2004). En los EEUU se estan realizado estudios clinicos con la HHT (Shu, 1998).
Probablemente la HHT sea el agente quimioterapeutico mdas prometedor para el
tratamiento de leucemias mieloides agudas refractarias al tratamiento con medicamentos
estandar. La Oficina de Patentes y Comercio de Estados Unidos de Norteamérica (US
Patent and Trade Office) concedio el 17 de junio de 2003 a Oncopharm Corporation la
patente de analogos de HHT de segunda generacion (Oncopharm, 2003). El 2 de
septiembre de 2004, la Comision Europea (Stragen France SAS) aprobé el uso de la HHT
(EU/3/04/224) para el tratamiento de la leucemia mieloide créonica (European Medicines
Agency, 2004).

La HHT ejerce su efecto téxico en las fases Gl y G2 del ciclo celular (Warber, 1999),
fases donde es mas activa la sintesis de proteinas. La sintesis de proteinas involucra las

etapas de inictacion y elongacion. La HHT inhibe la etapa de elongacién por inhibicion
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competitiva de la enzima peptidil transferasa, la que cataliza la formacion del enlace
peptidico (Zhou et al, 1995). Existen evidencias de que la HHT interrumpe la sintesis de
proteinas de diversas formas como son: despegando los ribosomas de reticulo
endoplasmico, degradando los ribosomas, asi como inhibiendo la glicolisacién de las
proteinas terminadas (Zhou et al, 1995). La HHT también disminuye los niveles
intracelulares de algunas proteinas de los centrémeros, probablemente al inhibir el
ARNm de los genes correspondientes (Liang et al, 2003). A través de estos mecanismos
la HHT puede inducir la apoptosis y la diferenciacion de las células del cancer (Weber,
1999).

Las estructuras quimicas de éstos alcaloides se muestran en la Figura |1 con los numeros

17y 18.

OH

Homoharringtonina (17) Harringtonina (18)

Figura 11. Alcaloides anticancerosos aislados de especies del genero Cephalotaxus

(Lee, 2004; Shu, 1998).
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La elipticina (19) (5,11-dimetil-6H-pirido [4,3-b] carbaxol) es un alcaloide con
estructura plana que fue aislado en 1957 por Goodwin, Smith y Homing de las hojas del
arbol Ochrosia elliptica Labil (Apocinacea), que crece de manera silvestre en Oceania
(Shi et al, 1998), pero fue hasta 1967 que se reportdé la actividad anticancer de la
elipticina, 9-metoxielipticina y otros de sus derivados (Dalton et al, 1967),

El eliptinum {(Celiptium®), derivado de la elipticina, se ha aislado de especies
pertenecientes a la familia de las Apocinaceas, como es el caso de Bleeckeria vitensis,
planta medicinal empleada en Fidj: para el tratamiento del cancer (Cragg et al, 1997b).

A partir de] reporte de Dalton, varios grupos de investigacion estudiaron la relacion
estructura-actividad de este tipo de compuestos y para 1998 se habian probado 112
derivados de la elipticina por el programa del NC1 (Shie et al, 1998).

La elipticina, 9-metoxielipticina (20) y 9-hidroxilipticina (21) muestran actividad sobre
las células de leucemia L1210, P388 y P1534, mieloma X5563 y linfosarcoma de
Gardner (Blask6 & Cordell, 1988). Inhiben los carcinomas inducidos experimentalmente
en el higado de rata. La elipticina incrementa la producciéon del citocromo P450 (Cordell,
1977). También se ha encontrado que algunos derivados de la elipticina, especialmente
los elipticiniums, muestran citotoxicidad selectiva sobre las lineas celulares cancerosas
derivadas del Sistema Nervioso Central (Acton et al, 1994).

La elipticina y sus anélogos se intercalan con el ADN, inhiben la topoisomerasa II (Shu,
1988), alquilan covalentemente las macromoléculas y generan radicales libres citotoxicos

(Shi et al, 1998).
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Debido a que la elipticina produce toxicidad cardiovascular y hemolisis, se detuvieron
los estudios preclinicos y el interés se desplazé hacia la 9-hidroxielipticina, 9-
metoxielipticina y eliptinium (Shi et al, 1998).

La 9-hidroxi-2-metilelipticina se empleé en un estudio clinico en un grupo de 135
pactentes con cancer de mama con metastasis 6sea y se encontré que dicho compuesto no
presentd toxicidad 6sea por lo que este quimioterapéutico puede emplearse en canceres
donde esté involucrado el sistema 6seo. Los efectos colaterales que se presentaron fueron
la inhibicion de la secrecién de saliva la que causé micosis en la lengua, anorexia y
astenia. Los desordenes inmunolégicos no fueron frecuentes y 4 pacientes (4/135)
desarrollaron insuficiencia renal severa (Juret et al, 1982).

El dateliptium (22) (analogo de la elipticina) se encuentra en estudios clinicos de fase 1l
(Shu, 1998).

E! interés por la elipticina y sus derivados sigue vigente ya que se ha observado que
algunos de estos compuestos restablecen la funcidn del gen supresor p53 (Shi et al, 1998;
Yanhua et al, 2003), inducen a los genes que responden a p53 (p21WAFI, MDM2) y
activan el receptor luciferasa de p53 (Yanhua et al, 2003). Esta propiedad puede
contribuir en la seleccion de los derivados de la elipticina para tratamiento de tumores
cuyas células expresen mutaciones en el gen p-53.

Las estructuras quimicas de la elipticina y sus derivados se muestran en la Figura 12 con

los mimeros 19, 20, 21 y 22.
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Figura 12. Compuesto anticancerosos semisintéticos derivados de la elipticina,

alcaloide aislado de Ochrosia elliptica Labil (Shu, 1998; Shi et al 1998),

Los compuestos anticancerosos que se han obtenido de plantas han sido 1) por serendipia
(vincristina y vinblastina), ii) al azar (camptotecina), 111} a través de estudios sistematicos
(taxol). También se observa que algunos de estos compuestos se han aislado de plantas
empleadas por diversas culturas en el tratamiento del cancer. China es uno de los paises
que emplea la medicina herbolaria para el tratamiento del cancer (Wong et al 2001; Lee,
2004) y quizas en un futuro préximo se cuente con nuevos farmacos anticancerosos

obtenidos de plantas empleadas en la etnomedicina.
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1.6 Asociacion de la dieta en la proteccion contra el cancer

Con respecto a la relacion dieta contra el cancer, ésta presenta un fenémeno muy
complejo ya que existe consenso general de que el cancer se presenta en personas
obesas (Josefson, 2001).

Existen evidencias convincentes de que dietas ricas en vegetales y frutas protegen contra
el cancer de estomago (Word Cancer Research Fund, 1997). La vitamina C contenida en
vegetales, frutas y otros alimentos de origen vegetal probablemente confieren proteccion
(Peto, 2001), asi que las dietas ricas en cereales de grano completos, carotenoides y té
verde también tendran efectos protectores (Parkin et al, 2001). Los estudios realizados en
poblaciones italianas y chinas han indicado que el ajo y la cebolla pueden reducir el
riesgo de contraer cancer del estomago (Buiatti et al, 1989; You et al, 1989). Por lo
anteriormente expuesto la dieta proporciona efectos protectores a través de los
fitoconstituyentes presentes en algunas plantas que forman parte de la dieta. Los efectos
quimoprotectores se atribuyen a las actividades antioxidantes y/o antiinflamatorias (Surh,
1999; Surh 2003). |

El té verde, que forma parte de la dieta de las personas en los paises asiaticos, contiene €l
30% del peso seco de compuestos de tipo polifendlico. El galato de epigalocatequina es
el compuesto que presenta la mayor actividad antioxidante y quimioprotectiva (Park &
Surh, 2004).

El estudio epidemioldgico, realizado en Japdn con 8552 personas, mostrd que ¢l té verde
tiene un efecto protector contra el cancer de estomago, pulmén, colorrectal e higado
(Imai et al, 1997). Otro estudio realizado durante 12 afios en Estados Unidos de

Norteamérica en 34,651 mujeres postmenopatsicas mostré que la ingesta de catequina,
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derivada de alimentos, presentd una relacion inversa sélo en el cancer de colon (Arts et
al, 2002).

Beber té verde también ha protegido del cancer colorrectal a mujeres de la provincia de
Hebei, China (Zhang et al, 2002), del cancer de estémago a los residentes de Nagoya,
Japon (Inoue et al, 1998), del cancer colorrectal y pancreatico a los residentes de Shangai,
China (Ji et al, 1999) y mujeres post-menopausicas de Saitama, Japon (Nakacki et al,
1998).

Los estudios realizados en células HNSCC (linea celular humana de carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello) mostré que el galato de epigalocatequina en una
concentracion de 10 pg/ml matd al 70% de las células (CL7p), incremento la proporcion
de las células en la fase G1, disminuyé la expresidn de la ciclina D y también incrementé
los niveles de las proteinas p21VAPY“"! (el gen p21, inhibe los complejos ciclina/CDK y
de esta manera evita la fosforilacién necesaria de pRB para que las células entren a la
fase S) y p27°™ (p27 es un inhibidor de CDK) (Masuda et al, 2001).

La administraciéon de dosis de 0.10 pug/ml (concentracion en el suero, después de la
administracién oral de galato de epigalocatequina) y medicamentos quimioterapéuticos
actuaron de manera sinergistica inhibiendo el crecimiento tumoral (Park et al, 2004).

En Estados Unidos de Norteamérica se ha evaluado la eficacia preventiva del extracto del
té verde (estudios clinicos en fase 1) en pacientes del Anderson Cancer Center (Houston,
Tx.), en colaboracién con el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (New York, N.Y)
(Pisters et al, 2001).

Los estudios epidemiologicos también han mostrado que las poblaciones que tienen una

ingesta alta de soya presentan una incidencia baja en cancer de mama y prostata, asi
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como de otros carcinomas. El estudio epidemiolégico, en el cual participaron 50 paises,
identificé a los productos de la soya como un alimento con efectos protectores contra el
cancer de prostata (Herbert et al, 1998). Con respecto a otros tipos de canceres se ha
encontrado que las mujeres asiaticas, las que consumen en gran cantidad productos
derivados de la soya, presentan una baja incidencia en céncer de mama, la cual no se
conserva en las segundas generaciones asiaticas que emigran a los Estados Unidos de
Norteamérica y que han adoptado los habitos alimenticios occidentales (Park & Surh,
2004). También se ha encontrado una asociacién entre la ingesta de soya y la baja

incidencia en el cancer de endometrio (Goodman et al, 1997).

El compuesto en la soya, que confiere la actividad protectora contra el cancer (Barnes,
1995) es la genisteina (4°,5,7-trihidroxi isoflavona), la que también se encuentra en otras
verduras y se considera como un fitoestrégeno. La distancia molecular entre los
hidroxilos del niucleo A y el que se encuentra en el 173-estradiol son similares y son los
dos hidroxilos de la genisteina los que le confieren una fuerte afinidad con el receptor del
estrégeno (Brzozowski et al, 1997).

Dado que la genisteina interfiere con el nivel de receptores a estrogeno, se considera a
dicho compuesto como inhibidor de tumores promovidos por estrogenos (Park & Surh,
2004). La genisteina es un inhibidor de la proteina tirosincinasa (enzima que con
frecuencia se expresa en las células cancerosas), inhibe la angiogénesis, inhibe la
formacién de radicales libres e interacciona con la topoisomerasa (Warber, 1999).

La genisteina inhibe el crecimiento de las células NIH 3T3 (linea de fibroblastos
embrionarios de raton), sin afectar el crecimiento de células normales e inhibe la

expresion del factor de crecimiento derivado de plaquetas inducido por los proto-
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oncogenes c-fos, c-jun en la linea de fibroblastos CH310T1/2 (Park & Surh, 2004). La
supresion de los proto-oncogenes c-fos y c-jun parece estar mediado a través de la
inhibicion de fosforilacidén de la proteina tirosina cinasa dependiente de receptor EGF.
La importancia de los factores de crecimiento como blanco molecular de la genisteina, se
ha observado en un modelo murino con adenocarcinomas prostaticos (Lamantiere et al,
2002).

Con respecto al ciclo celular, la genisteina detuvo las células de cancer de mama,
prostata, colon y pulmén en la fase G2/M (Park & Surh, 2004). El efecto
antiproliferativo de la genisteina sobre las células de cancer mamario se atribuyo a que
las células detenidas en la fase G2/M tuvieron un aumento de p21 WFICIPL 61 cual fue
mediado por un mecanismo independiente de p-53.

La genisteina presenta efectos antiangiogénicos que han sido atribuidos a una bajaen la
regulacién de MMP-9, VEGF y aumento en la regulacion de MMP-1 (Park & Surh,
2004).

Con respecto a la apoptosis, se ha observado que la genisteina afecta la regulacién de los
genes bel-2 y/o bax, (Park & Surh, 2004). También se ha sugerido que la genisteina
induce la apoptosis de las células DU-145 (cancer prostatico humano) a través de la
proteasa caspasa —3 (Kumi-Kiaka et al, 2000).

Las plantas del genero Linum, en especial Linum wsitatissimum L. se han empleado con
fines alimenticios y medicinales. Diversas culturas, entre ellas la egipcia, hindu, griega,
romana y mexicana, han empleado a la linaza (Linum usitatissimum) para tratar el cancer
de mama, cancer de colon, cancer de cervix, cancer de utero, cancer de piel, cancer de

boca, tumores del estdmago e intestino (Hartwell, 1970).
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I.a semilla es la parte que se emplea con fines alimenticios y medicinales. Dentro de los
compuestos quimicos presentes en la linaza estan el acido omega-3, acido linoleico y los
lignanos.

Los lignanos son compuestos difenélicos que generalmente tienen un esqueleto 2,3-
dibencilbutano y se cree que son producidos dentro del ciclo de la lignina (Ayres &
Loike, 1990). Dentro de las actividades biolégicas de los lignanos estd la actividad
antibacteriana, antifiingica, antimitética. Estas actividades sugieren que los lignanos de
las plantas son fitoalexinas producidas bajo condiciones de estrés y que pueden jugar un
papel en la defensa de la planta (Westcott & Muir, 2003).

La idea de que la linaza podria tener propiedades quimioprotectoras se generd a partir de
estudios que mostraron que la excrecion urinaria de lignanos era menor en mujeres con
cancer de mama. La similitud estructural quimica de los lignanos con el dietilstibestrol y
el tamoxifen (medicamento empleado contra el cancer de mama de tipo hormona
dependiente) conducen a pensar que los efectos de los lignanos pueden estar relacionados
con la actividad hormonal (Westcott & Muir, 2003).

Hoy en dia continiian los estudios in vitro e in vivo para conocer el papel de la linaza y

sus lignanos sobre diferentes tipos de cancer.

1.7. Las plantas en el tratamiento del cancer

El sistema de salud basado en plantas es muy antiguo y ha constituido parte de la
medicina tradicional de las diferentes culturas (Velasco et al, 2004). Hoy en dia se
contindan empleando las  plantas medicinales para el tratamiento de diversas

enfermedades como lo constata la Organizacién Mundial de la Salud, misma que estima
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que aproximadamente ¢] 80% de la poblacién mundial las usa para tratar diversos
padecimientos (Newman et al, 2003).

En el caso de México, el primer libro de medicina herbolaria azteca se conoce como el
Cddice de la Cruz-Badiano, en reconocimiento al médico indigena Martin de la Cruz
quien dictd los usos de las plantas en nahuatl y a Juan Badiano que lo tradujo al latin (De
la Cruz, 1991). Este libro fue escrito en 1552 y contiene 251 especies vegetales
endémicas de México.

Los trabajos de Jonathan Hartwell muestran que desde hace 3500 afios el hombre ha
empleado las plantas para el tratamiento del cancer (Hartwell, 1967). En su obra compilo
alrededor de 3000 especies de plantas, lista que publicé durante un periodo de 5 afios en
la revista Lioydia (Graham et al, 2000). Para la realizacion de este trabajo, Hartwell
incluyé la revision de literatura, fuentes etnomédicas y archivos del Instituto Nacional del
Céncer de los Estados Unidos de Norteamérica.

El trabajo de Harwell se continu6 y en el afio 2000 se adicionaron otras especies
empleadas para este proposito, usando como fuente de informacion las base de datos de
NAPRALET (Graham et al, 2000).

De los trabajos de Hartwell (Hartwell, 1967; Hartwell, 1968; Hartwell, 1969, Hartwell,
1969b; Hartwell, 1969¢; Hartwell, 1970; Hartwell, 1979b; Hartwell, 1971, Hartwell,
1971b) y Graham (Graham et al, 2000) se concluye que en México se han empleado
238 especies de plantas pertenecientes a 78 familias para el tratamiento de enfermedades
consistentes con sintomatologia de cancer {(Apéndice 1). El lapso de tiempo revisado por

Hartwell comprende desde el afio 1552 (Cédice de la Cruz Badiano) hasta 1959 (Erdos &
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Ferenci, 1959). En dicha revisién también incluyd archivos del Instituto Nacional del

Cancer de los Estados Unidos de Norteamérica.

1.8 GENERALIDADES DE Cuphea aequipetala Cav.

1.8.1. Aspectos botanicos y etnomédicos

Cuphea aequipetala, pertenece a la familia Lythraceae y tiene la siguiente sinominia
cientifica: Cuphea scabrida HBK., Cuphea virgata Cav., Parsonsia aequipetala Cav.
Standley (SEMARNAT, 1997). Es una planta nativa de México (Argueta et al, 1994).
Recibe los nombres comunes de alcancer, alfilerillo, canchanchillo, cordén de San
Francisco, guinda, hierba del angel, hierba del descancer, miel de abeja, mirto morado,
moyote, pelatito, rama roja, apanchola, topo de indias, tripa de tuza, atlanchana, hierba
del cancer y tozancuitlaxcolli (Argueta et al, 1994).

Se localiza en los estados de Michoacan, Durango, Guerrero, Jalisco, Morelos, Estado de
México y Veracruz (Argueta, 1994, Baytelman, 1993).

Su habitat son los bosques de encino, pino-encino, junipero y otras latifoliadas. Se le
encuentra entre 1900 y 2200 msnm. Se recoge de julio a noviembre y su colecta se rige
de manera general por Ja NOM-007-RECANAT-1997, la cual establece los
procedimientos, criterios y especificaciones para realizar el aprovechamiento, transporte
y comercializacion de ramas, hojas o pencas, flores, frutos y semillas (SEMARNAT,
1997).

Cuphea aequipetala (Figura 13), es una planta perenne, de 30 a 80 cm. de altura, de tallo

postrado y cubierto con pelillos violetas o rojizos. Las hojas son opuestas, con la base
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mas ancha. Sus flores tienen forma de trompeta y nacen en la union de la hoja y el tallo
(Argueta et al, 1994).

Las primeras referencias sobre la planta se encuentran en documentos del siglo XVI
escritos por Fray Bernardino de Sahagun (Cddice Florentino escrito entre 1557-1577) y
el Dr. Francisco Hernandez (1571-1577). Fray Bernardino de Sahagin describe el empleo
de las raices (tozancuitlacxollt) para tratar las caimaras de sangre (Baytelman, 1993). El
Dr. Francisco Hemandez (Hernandez, 1959) clasifica la raiz como fria, astringente y un
poco amarga. Indica que “la raiz de tozancuitlacxolli cura las ulceras putridas y
cancerosas y las que provienen del mal galico y engorda a Jos que estdn consumidos y
suelen también administrarlas los médicos indios a las parturientas para fortalecerlas;
tomada en dosis de una onza contiene el flujo del vientre y las desinterias™.

En la actualidad se continia empleando como planta medicinal (Baytelman, 1993,
Argueta et al, 1994; SEMARNAT, 1997) de acuerdo a los siguientes usos:

1) La infusion de la parte aérea se emplea en afecciones hepaticas y contra tumores
Cancerosos.

2) La planta hervida con sal y/o en cataplasma se emplea para curar heridas y
tumores.

3) Se emplea el cocimiento de la planta contra los golpes, para embarazarse, para
lavar heridas, granos, golpes e inflamaciones. También se emplea contra
afecciones urinarias, estomacales, ardores, diarrea, disenteria, afecciones de los
0jos, para purificar la sangre y como somnifero. Ademas en casos de paperas,

dolor de cintura, caida de pelo y como ténico vulnerario.
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Figura 13. Cuphea aequipetala Cav.

1.8.2. Aspectos quimicos

Con respecto a la composicion quimica, Maximino Martinez reporta en su libro Las
plantas Medicinales de Meéxico: que “la planta contiene grasa sélida, concha, aceite
esencial, acido tonico 5.35%, clorofila y material colorante amarillo, un glucésido, resina
acida y glucosa, principios pépticos 8.85 %, dextrina y sus analogos 9.46 %, almidén,

sales minerales, celulosa y lefiosa” {Baytelman, 1993).

1.8.3. Aspectos farmacoldgicos.
Los estudios relacionados con actividad bioldgica (Villarreal et al, 1992) muestran que
los extractos procedentes de las hojas de Cuphea aequipetala tienen CEsg >20 pg/ml. En

estos estudios se evalué la actividad citotoxica de los extractos obtenidos con hexano,

cloroformo y etanol. Dichos extractos se ensayaron sobre cultivos de las siguientes
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células cancerosas: P388 (leucemia murina), KB (carcinoma nasofaringeo humano) y
KB-VI (células de carcinoma nasofaringeo resistentes a vincristina). De acuerdo a los
lineamientos del Instituto Nacional del Cancer de los EEUU (Suffness & Pezuto, 1991),
estos extractos fueron inactivos en las lineas celulares evaluadas.

Los extractos también fueron evaluados con la prueba de astrocitoma de células humanas.
En este tipo de pruebas se emplea ¢l dibutiril adenosin mono fosfato ciclico para
convertir la morfologia de las células gliomas de fibroepiteliales a neurogliales o forma
de astrocito. Esta conversion se revierte en la presencia de inhibidores de la mitosis.

Los extractos, previamente mencionados, no mostraron respuestas positivas al ensayo de
inhibicion de astrocitos (Villarreal et al, 1992), lo que indica que estos extractos no
actuaron sobre la mitosis (Suffness & Douros, 1982).

En estudios realizados con el extracto metanol:H,O (7:3) de las partes aéreas de C.
aequipetala sc encontro actividad antibacteniana contra Staphylococcus aureus 11D 1677
(MRSA). Sin embargo, este extracto no inhibi6 a la verotoxina producida por Escherichia

coli O157:H7 (Sakagami et al, 2001).
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2. JUSTIFICACION

En México, al igual que en los paises industnializados, se ha incrementado la incidencia
del cancer (Parkin et al, 2001, Mohar et al, 1997). Esto se debe a factores genéticos,
ambientales y modificacion en el estilo de vida de la poblaciéon (Ponder, 2001; Peto
2001).

A pesar de que es grande la cantidad y diversidad de firmacos empleados en la
quimioterapia del cdncer, la mortalidad causada por esta enfermedad continua creciendo,
debido en parte a que las células cancerosas no se encuentran en la misma fase del ciclo
celular por lo que la radioterapia o quimioterapia no afectan a toda la poblacion de
dichas células (Tannock & Hill, 1998). Otro de los problemas se relaciona con la
inestabilidad genética de las células cancerosas (Gibbs, 2000), lo que ocasiona que se
formen nuevas clonas de células resistentes al o los fairmacos empleados. Por lo anterior,
]a bisqueda de nuevos farmacos en contra del cancer debe continuarse.

Algunos farmacos anticancerosos han sido obtenidos de plantas (Lee, 2004), de tal
manera que es razonable suponer que se pueden aislar mas substancias con propiedades
terapéuticas anticancerosas de especies vegetales, sobre todo de aquellas usadas
empiricamente por la poblacidn para el tratamiento de enfermedades con sintomatologia
cancerosa.

La existencia mundial de aproximadamente 250,000 especies vegetales, de las cuales
150,000 estan en los tropicos, plantea la necesidad de contar con estrategias para elegir
las especies potencialmente activas (Prance, 1977). Una de las estrategias empleadas se

basa en elegir plantas que de manera tradicional se emplean en la medicina herbolaria

(Cordell et al, 1994).
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México es un pais con una gran biodiversidad y con tradicién en el empleo de la
medicina herbolaria (Baytelman, 1992; Argueta et al, 1994), lo que lo convierte en una
gran fuente potencial de compuestos de origen vegetal para el tratamiento del cancer.

El interés de nuestro estudio se centra en Cuphea aequipetala, planta empleada desde la
época prehispanica para el tratamiento de tumores cancerosos (Hermnandez, 1959).

Dentro de los métodos empleados para evaluar a compuestos con uso potencial en la
clinica se encuentran los estudios in vivo e in vitro. Una ventaja importante que ofrecen
los estudios in vitro es el empleo de concentraciones pequefias de producto en estudio, asi
como la obtencién de resultados en tiempos mas cortos (Suffness & Pezzuto, 1991; Frei
111, 1982).

La investigacion de la actividad citotoxica de los extractos organicos de C. aequipetala
asi como la purificacidn de los posibles compuestos responsables de dicha actividad
permite la validacién cientifica de esta especie vegetal utilizada en la medicina

tradicional mexicana.
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3. HIPOTESIS

Los extractos de Cuphea aequipetala poseen actividad citotéxica, la cual puede ser

detectada in vitro mediante la inhibicidn del crecimiento de lineas de células cancerosas.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar mediante ensayos in vitro el efecto de los extractos y fracciones obtenidos de C.

aequipetala sobre la proliferacion de lineas celulares provenientes de canceres humanos.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

4.2.1. Evaluar la actividad citotéxica de la infusién acuosa y los extractos en diversas
lineas celulares cancerosas.

4.2.2. Fraccionar el extracto poseedor de la mayor actividad citotéxica

4.2.1. Determinar el tipo de metabolitos secundarios presentes en el extracto o fracciones
con actividad citotéxica.

4.2 3. Iniciar estudios dirigidos a la purificacion, aislamiento e identificacién de la o las

substancias responsable de la actividad citotoxica.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Adquisicién de Cuphea aequipetala

Se adquirid la planta fresca, durante las primeras dos semanas del mes de mayo de 2000,
en el Mercado de Sonora de la Ciudad de México. Se depositaron 3 ejemplares en el
Herbario de la Universidad Auténoma Metropolitana—Iztapalapa siendo clasificada, por
el Dr. Adolfo Serna Espejo como Cuphea aequipetala y se asigno el numero de voucher

UAMIZ56709.

5.2. Obtencion de extractos y fracciones

5.2.1 Obtencion de extractos

El resto de la planta se limpié de impurezas (otras plantas, tierra, etc.}) y se seco a
temperatura ambiente protegida de la luz y polvo. Se molid la planta completa y se
colocaron en un matraz 500 g y 2.5 L de hexano. E] matraz se tapé y cubrié con papel
aluminio y se dejé macerar durante 48 horas a la temperatura del laboratorio. Después de
este tiempo, se obtuvo el sobrenadante, se filtré a fin de que el extracto no tuviera restos
de la planta y se eliminé el disolvente por destilacidn, empleando para ello el rotavapor.
El extracto concentrado se colocd en un recipiente de vidrio previamente tarado y se
calculo el rendimiento.

La planta contenida en el matraz se tratd con acetato de etilo (segundo disolvente),
metanol (tercer disolvente). Ambos extractos se obtuvieron de la manera descrita para el

extracto hexanico.
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Posteriormente se adiciono agua (2.5 L) al resto de la planta y se dejo macerar durante 48
horas a la temperatura del laboratorio y se obtuvieron aproximadamente 500 ml de un
liquido de color amanllo, denso y dificil de filtrar por lo que se decidié poner
nuevamente la planta en contacto con agua. Se observd que el agua extraia una sustancia
de tipo mucilaginoso, lo que hacia dificil el filtrado y ademas restos de la sustancia
quedaban en el papel filtro. Se lavaron los papeles filtro, utilizados para este fin, con
acetona y se obtuvo una disolucion amarilla a la cual se le evapord el disolvente (extracto
VII) por destilacion.

La planta triturada dentro del matraz tomd la forma de pelota, probablemente unida a la
sustancia mucilaginosa y se decidid extraer la mezcla de estas substancias con acetona,
filtrar y evaporar los disolventes. Se detuvo la destilacion en el rotavapor cuando la
acetona dejo de hacerlo y el extracto se dejo en matraces abiertos, durante 24 horas, a fin
de eliminar residuos de acetona. Después se guardo este extracto (V1) en un frasco
ambar en el refrigerador hasta su liofilizacion. En el fondo de los matraces se formo un

sedimento amariltlo, el que se recuperd con lavados con agua caliente (extracto 1X).

5.2.2. Obtencion de las diferentes fracciones de la porcién mucilaginosa

La sustancia mucilaginosa adherida a la planta se extrajo con 2.5 L de acetona y se dejd
macerar durante 24 horas a la temperatura del laboratorio. Se filtrd el sobrenadante y se
destil6 el disolvente a presion reducida. Este tratamiento se detuvo cuando la acetona
dejé de destilar y el extracto se dejo en matraces abiertos, durante 24 horas, a fin de
eliminar residuos de acetona. Después se guardo este extracto en un frasco dmbar en el

refrigerador hasta su liofilizacidn. En el mes de diciembre se liofilizéd sélo una parte (100
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ml) y el residuo obtenido fue dificil de sacar del matraz de liofilizacion, por lo que se le
agregd primero metano} (extracto VIII-1), luego acetona (extracto VIII-2) y finalmente
diclorometano (extracto VIII-3). Después de agregarse el diclorometano se separd en el
matraz un polvo (VIII-4) y el resto se disolvié en agua. La porciéon acuosa se puso en
contacto con disolventes orgénicos y se obtuvieron las fracciones extraidas con
diclorometano (V1I-51), acetato de etilo (V111-52) y n-butanol (VI11-53). Después de este
procedimiento también quedé una fase acuosa (VIII-56).

Una parte del extracto completo (V111) no se terminé de liofilizar y se guard6 el matraz
con el extracto a 4°C, durante 40 dias y después se procedi6 a terminar la liofilizacidn.
La parte que se obtuvo al raspar el matraz se marcd como VIII y €l resto se traté como en
al caso anterior agregando los disolventes en el siguiente orden: acetona, diclorometano y
agua. Al conjunto de compuestos presentes en la fase acuosa se designé como VIII-H,O.
En el resto del material (guardado en el frasco ambar), se observd que a la temperatura
del refrigerador se formd una gran cantidad de un precipitado, el cual se separé por
filtracion (VIII®). Como el matenal carecia de los compuestos de la fraccion VIII® se
marc como VIII- VIII® a la cual se concentré por liofilizacion y el material resultante se
le agrego etanol-H2O (8:2) y una parte se llevo a sequedad empleando un flujo de argon y
la otra se dejo en una caja Petri abierta y a la temperatura del laboratorio y al dia
siguiente se observé que la mezcla etanol-agua se evapord totalmente por lo que se
decidi6 utilizar esta forma de eliminar disolventes y obtener la mezcla de componentes
VI1I- VIII°. La fraccidn a la cual se le eliminé el disolvente utilizando un flujo de argén

se marcod como VIlle-a.

5.2.3. Obtencion de la infusion acuosa (té)
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Se prepard una infusién acuosa (t€) adicionando 500 ml de agua caliente a 100 g de la
planta triturada. Se tapd y se dejo macerar a la temperatura del laboratorio durante 10
minutos. Este procedimiento se repitio 2 veces. La infusion acuosa se obtuvo filtrando el
sobrenadante a través de gasa, algodon y papel filtro y de esta manera se eliminaron
restos de la planta, asi como un sedimento mucilaginoso formado durante la infusién
acuosa. La infusién acuosa se concentro por liofilizacién, se determino el rendimiento y

el efecto sobre las lineas de células cancerosas PC-3 y U-251.

5.2.4. Obtencién y fraccionamiento del extracto acetona-agua

Dado que las fracciones obtenidas al extraer la fraccidn mucilaginosa con acetona
mostraron mayor indice de citotoxicidad, se decidié obtener un extracto acetona-agua
(7:3) con 100 gramos de la planta seca y completa usando 1000 m! de la mezcla de
disolventes en tres ocasiones consecutivas. Se obtuvo el filtrado y se evaporo la acetona
en el rotavapor. El licor madre que no se evaporo se filtro y se extrajo en diclorometano.
Se evaporo el disolvente de la fase organica en tanto que la fase acuosa se guardé en un
frasco ambar en el refrigerador, mientras se continuaba con el proceso de liofilizacion,
tiempo durante €] cual se formd un precipitado que se disolvié con metanol caliente y se
marcé como P2. Se concentro el extracto acuoso (AC), sin eliminar por completo el
agua, y en la temperatura del refrigerador se formé nuevamente un precipitado, por lo que
se filtrd la solucion y el precipitado (adherido a la pared del frasco) se extrajo con
metanol caliente y se marco como S1. En este extracto, a la temperatura del refrigerador,
se formé después de S1, un nuevo precipitado que se marcé como P3.

Después de separar P3, se fraccion6 AC en una columna empacada con celulosa. El

orden de los eluyentes fue: agua, agua-metanol en proporciones crecientes de este ultimo
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disolvente. Se obtuvieron 27 fracciones de 100 ml cada una. La mezcla de disolventes se
elimind por calentamiento en bafio Maria. Sélo se probo la actividad citotéxica de
algunas de estas fracciones.

Como la fase organica (porcion extraida con diclorometano) presento actividad citotdxica
sobre las lineas celulares U-251 y PC-3, y la cantidad de la que se disponia era poca para

continuar con su fraccionamiento, se decidio trabajar una cantidad mayor de la planta.

5.2.5. Obtencion y fraccionamiento de un nuevo extracto acetona-agua

(3007 gramos de planta)

El 29 de mayo de 2002, se pesaron 3007 gramos del mismo lote de la planta seca y
triturada de la que se elaboraron los extractos anteriores. La planta se colocd en tres
matraces y $e macero con acetona:agua (7:3) de manera tal que la mezcla de disolventes
cubriera en su totalidad a la planta, en tres ocasiones diferentes. El contacto entre la
planta y la mezcla de disolventes fue de méas de 48 horas, por el gran volumen
(aproximadamente 30 litros en cada una de las extracciones) que habia que destilar. El
sobrenadante del extracto acetona:agua se filtrd antes de eliminar la acetona en un
rotavapor.

Una alicuota de este material se sec6 en la campana de extraccion y se marcéd como CG.
El resto del material se concentro parcialmente (1/3 del volumen original) en la campana
de extraccion y se formo un precipitado, PB1. El sobrenadante se guardé en el
refrigerador y se formaron de manera subsecuente los precipitados PB2 (PB2a, PB2b) y

PB3 (PB3a, PB3b). El sobrenadante se extrajo con diclorometano y acetato de etilo.
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Se concentré una alicuota del material extraido con acetato de etilo (CAcOEt). Del
resto del material extraido con acetato de etilo se han obtenido fracciones que se
marcaron con un numero que corresponde a la secuencia del fraccionamiento.

La porcién acuosa se llevd a sequedad, en la campana de extraccién, y se formo alrededor
del contenedor un polvo dorado, PB4, y un residuo de apariencia chiclosa dificil de
obtener por lo que se adiciond metanol, obteniéndose dos porciones. La porcion que no
fue soluble en metanol se secd, empleando la campana de extraccion, quedando un sélido
que se marco como PBS.

Una alicuota de la porcioén soluble en metanol se calenté en el bafio Maria durante 30
minutos, se enfrid y se conservo a 4°C durante 21 dias, tiempo en el cual se formé un
solido de color amarillo-paja que se marcé como SM1. El liquido residual se filtré y dejo
en el papel filtro cristales blancos, marcado como SM2. Se calenté (en bafio Maria)
nuevamente el liquido filtrado y se formé un precipitado de tipo coloidal. El precipitado
se dejé madurar en presencia del sobrenadante a 4°C durante 7 dias y posteriormente se
separd por decantacion. Este precipitado se obtuvo en forma de esferas blancas y se
marcé como SM3.

La segunda alicuota de la porcidn soluble en metanol, se colocd en un vaso de precipitado
y se concentr6 hasta la mitad del volumen en bafio maria. Se dejé a la temperatura del
laboratorio y después de 5 dias se separé el precipitado. Dado que el punto fusién de este
compuesto fue de 165°C se marco el compuesto como 165.

La tercera alicuota de la porcion soluble en metanol también se concentrd hasta la mitad
del volumen, empleando el bafio maria. Se dejo a la temperatura del laboratorio y a los 14

dias se observo la formacidn de cristales de color ambar. Cuando se realizé la
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determinacién del punto de fusion se observd que estos cristales eran hexagonales. El

punto de fusién de este compuesto fue de 172 °C, por lo que se marcé como 172.

5.3. Determinacion de la actividad citotoxica

5.3.1. Lineas celulares

Las lineas celulares se obtuvieron del] Instituto Nacional del Cancer de EEUU en
ampolletas congeladas conteniendo cada una 1x10° células. Las lineas stock se
descongelaron y crecieron en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al
10.0%, 2.0 mM de glutamina y 0.10% de antibidticos. Una vez que se establecié el
crecimiento celular se emplearon dichas células para probar la actividad citotdxica de los

extractos y compuestos.

5.3.2. Mantenimiento de la linea celular.
Las células se mantuvieron en botellas de cultivo de tejidos. Cada linea celular se sembré
de manera tal que se tuviera del 70 al 90 % de células confluentes y continuar de manera

rutinaria para probar las fracciones de interés en el cultivo celular.

5.3.3. Preparacion e inoculacién de las células

Las células adherentes se despegaron de las botellas de cultivo con 2 a 3 ml de una
disolucién 0.05% de tripsina—EDTA 0.53 mM. Después se inactivo la tripsina-EDTA con
10.0 ml de medio RPMI-1640 suplementado con 10.0 % de suero fetal bovino, se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos. El boton celular se resuspendié y determind

la viabilidad celular con el colorante de exclusion azul tripano. Las células se contaron en
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un hemocitémetro (viabilidad > 97%) y se hicieron las diluciones para obtener la
densidad celular adecuada, Las densidades celulares que se utilizaron en los experimentos
estuvieron en funcion del crecimiento de la linea celular, dato que se indica en la Tabla

11

Tabla 11. Densidades celulares empleadas en las diversas lineas celulares.

|
Linea ‘ U-251 | PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 | HeLa | HEp-2 DU-145

Células/pozo | 7500 7500 ’ 7500 9500 5000 5000 9500 10,000

Las células se inocularon en un volumen de 100 pul/pozo en 6 de los 8 carriles de la placa.
En los dos carriles restantes se adicionaron 100 pl/pozo del medio de cultivo
suplementado (basal). Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C, para permitir que

las células se estabilizaran antes de la adicion de los extractos (Likhitwitayawuid et al,

1993).

5.3.4. Solubilizacién y dilucién de las muestras

Las muestras se solubilizaron en DMSO al 100.0 % para obtener una dilucion stock de
20.0 mg/ml. Los extractos no se filtraron o esterilizaron ya que la contaminacién
bacteriana se controlé con el empleo de medio de cultivo suplementado con antibidticos y
antimicoticos (penicilina, estreptomicina, anfotericina B). Se realizaron diluciones
sucesivas de manera tal que la concentracion de las fracciones en el pozo fuera de 100, 10

y 1 pg/ml. En el caso de la fraccién mas pura y control positivo (colchicina) se partio de
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una disolucién stock de 4.0 mg/ml DMSO y las concentraciones de éstos en los pozos
fueron de 20, 2.0 y 0.2 pg/ml. La concentracién de DMSO/pozo en todas las fracciones y
controles positivos fue de 0.5 %. Estas pruebas se realizaron por duplicado en dos

experimentos independientes.

5.3.5. Placa al tiempo cero

Esta placa se utiliz6 como control para saber si las células se replicaron y se prepar6 con
la misma densidad celular/pozo, y en lugar de extracto se adiciond medio. Después de 24
horas de incubacion, en las condiciones anteriormente descritas, se fijaron mediante la
adicion de 50 pl de la disolucién fria de acido tricloroacético al 50.0% (10%/pozo) y se
proceso de la misma manera que las placas que contenian los extractos de prueba. En el
caso de las células K562 (leucemia eritroide humana) se fijaron con 50 pl de acido

triclorocético frio al 80 % (16%/pozo) (Monks et al, 1991).

5.3.6. Incubacion de los extractos de prueba

Después de 24 horas de incubacion, en las condiciones descritas, se adicionaron los
extractos, fracciones o compuestos y nuevamente se incubd la placa a 37°C durante 48
horas en una atmdsfera de 5% de CO, y 100% de humedad relativa. Se evalud el
crecimiento celular de la placa por el método de sulforodamina B (Monks et al, 1991),

colorante que se pega a las proteinas de las células.

5.3.7. Método de la sulforodamina B (SRD B)
Las células adheridas se fijaron in sifu adicionando 50 pl/pozo de acido tricloroacético

frio al 50% (v/v) e incubando durante 1 hora a 4°C (la concentracion final del acido
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tricloroacético fue de 10%/pozo). Se descargé el sobrenadante y se lavaron las placas 5
veces con agua de la llave y después se secaron a la temperatura del laboratorio. Las
placas se tifieron adicionando 50 pl/pozo de la disolucién de SRD-B (0.4% masa/v en
acido acético al 1.0 % v/v) y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se
retird ta SRD-B que no se unié lavando 5 veces con 4cido acético al 1.0 % v/v. Después
se secaron las placas a la temperatura del laboratorio. La SRD-B unida a las proteinas
celulares se solubilizd con 200 pl/pozo de una disolucién de TRIS [tris (hidoximetil)
aminometano] 10.0 mM, pH = 10.0. Las placas se colocaron sobre un agitador durante 5
minutos y posteriormente se determind la Absorbancia a 492 nm en un espectrofotometro

automatizado para leer placas.

5.4. Analisis estadistico de datos biologicos

492

Los valores de absorbancia (" “A) de cada una de los pozos se procesaron para obtener la

sobrevivencia celular, empleando la siguiente formula:
% Sobrevivencia celular = (A” ea1/ A” (cal del control) x 100
Donde A” real = A’real —A (iempo cero

Ajiempo cero = valor medio de la A de las células en la placa T =0 menos el valor medio de

la A de los pozos que s6lo tienen medio.

A" em del control = valor medio de la A de las células con los extractos de prueba menos

la A del medio ~ la A al tiempo cero, To.

A’a del control = Valor medio de la A debida al DMSQ — la A debida al medio menos

el valor medio de la A al tiempo cero, To.
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En algunos casos se expresa el % Inhibicion del crecimiento el cual se obtiene al restarle

a 100 el valor de la sobrevivencia celular.

Los valores se expresan como la concentracion a la que sobrevive el 50% de la poblaciéon
celular (CEsp). Para obtener dicho valor se realizo una grafica (Figura 14) colocando en el
gje de las “Y” el % de sobrevivencia y en el eje de las “X” el log,o de la concentracion.
Se obtuvo la ecuacion de la recta, misma que se empled para calcular la concentracion a
la cual sobrevive el 50 % de la poblacién.

La actividad citotéxica también se expresa como la concentracién que se inhibe en un
100% el crecimiento de la poblacién celular (CEq), asi como la concentracién que mata
en un 50 % a la poblacién celular (CLsg). CEjgp se obtiene cuando el % de sobrevivencia
es cero. CLso se calcula empleando un porcentaje de sobrevivencia de -50 (Monks et al,
1991). En el Apéndice 2 se¢ muestran las graficas correspondientes a los diversos
extractos y fracciones evaluadas sobre los cultivo de las células cancerosas HEp-2, HCT-

15y DU-145.
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Figura 14. Efecto de la colchicina (control positivo) sobre el cultivo celular DU-145,

5.5. Pruebas quimicas

5.5.1 Determinacion de compuestos de tipo fendlicos y taninos

Una porcion del extracto o fraccion a investigar se disolvid en 10.0 ml de NaCl al 0.9 %
p/v. La solucion filtrada se colocd en dos tubos de ensaye. En el tubo 1 se adiciono 0.3
m! de FeCly 1%-HCI 1.0 M. El desarrollo de colores azul ¢ verde indica la presencia de

compuestos de tipo fendlico.
En el tubo 2 se adicionoé un volumen igual de una solucion gelatina 1%-NaCl 0.9%.

La reaccién con FeCl; se utiliza para identificar compuestos de tipo fendlico mientras que

la reaccién de gelatina identifica taninos (Risk, 1982).
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5.6. Pruebas fisicas

5.6.1 Determinacién del punto de fusién

En algunas fracciones se determiné el punto de fusion, en un aparato Fisher y los datos

que se muestran no estan corregidos para presién atmosférica de la Ciudad de México.
5.6.2 Analisis espectroscopicos

Dentro de los estudios no destructivos que se emplean en la actualidad estin la
espectrofotometria infrarroja, la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria
de masas. En algunas las fracciones y compuestos se realizaron los estudios
correspondientes a fin de obtener los espectros de infrarrojo (Apéndice 3), los espectros
de resonancia magnética nuclear (RMN) 'H-RMN (Apéndice 3B), C-RMN a 300 MHZ
(Apéndice 3C). En ¢l compuesto 165 también se obtuvo el espectro de masas (Apéndice
1F). Los espectros se interpretaron con la ayuda de tablas y trabajos descritos en la

literatura (Silverstein et al, 1981; Pouchert & Behnke, 1993).

5.7. Cromatografia en placa fina

Los primeros fraccionamientos se realizaron en cromatografia de placa fina (CCF)
utilizando como fase estacionaria silica gel y fase movil una mezcla de acetato de etilo-
metanol-agua (4:2:1) y se reveld con FeCl,, dando positiva la reaccion. La separacién no
fue satisfactoria por lo que se empled cromatogratfia de fase reversa, empleando como
fase movil etanol-agua (8:2). Se emplearon reveladores como Ce{SO04)2/H2SOq,
vainilhna/HCI, FeCl;/HCI, y Fe(NH4)2(SO4). dando, en todos los casos, positivas las

reacciones. En este sistema tampoco fue satisfactoria la separacion por lo que se empled
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un sistema bidimensional empleando como fase estacionaria silica gel y como primer
sistema acido acético-cloroformo (1:9) y segundo sistema acetato de etilo-tolueno (9:1) y
el revelador fue FeCly/HCI. La cromatografia que correspondioé a S1 mostré 2 manchas
bien definidas.

Posteriormente se fracciond S1 en placas de celulosa, de manera bidimensional
empleando como primer sistema de disolventes acido acético al 6% y como segunda fase
moévil la fase superior de la mezcla de n-butanol-acido acético-agua (4:2:1). Los
reveladores empleados fueron FeCly/HCI, vainillina/HC] y reactivo de Folin (Waterman
& Mole, 1994). Se ensayaron diferentes proporciones de los disolventes hasta lograr
separar satisfactoriamente los compuestos. En este caso se observaron 3 manchas bien
definidas. Como la celulosa resultd ser la fase estacionaria adecuada se fracciond la
porcion acuosa del extracto acetona-agua (7:3) empleando como fases moviles agua,
metanol, acetato de etilo y diclorometano. Estos disolventes se emplearon en
proporciones tales que descienda lentamente el indice elutropico de dichos
constituyentes. A las fracciones colectadas se les realizé una cromatografia en placa fina,
empleando como fase estacionaria celulosa y como fase mévil n-butanol: acido acético:
agua y revelando con FeCla/HCl y sulfato ferroso amoniacal.

Ya que el fraccionamiento fue satisfactorio se continud fraccionando el extracto acuoso
concentrado, por cromatografia en columna de celulosa. A las fracciones se les realizo
una CCF a fin de verificar la pureza y asi reunir las que sean similares y realizar con ellas

las pruebas de citotoxicidad correspondiente.



La CCF que es usé para detectar azicares empled placas de silica gel modificadas con
bisulfito de sodio y la fase movil fue una mezcla 2-propanol-agua (8.5:1.5). Se revelé la

placa con fenol (Adachi, 1965).

La CCF que se uso para detectar la presencia de flavonoides empled placas de silica gel
con fluorescina (60F;s4) y la fase movil fue una mezcla de AcOEt: ac. formico: ac.
acético: agua (100:11:11:27). Se detectaron los compuestos al observar la placa bajo luz
ultravioleta (254 nm) y con la placa tefiida con el compuesto Fast Blue Salt (cloruro de

3,37-dimetoxi-bifenii-4-4’-bis diazonio) (Wagner et al, 1984).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

El rendimiento de los extractos (Tabla 12) yté de C. aequipetala se muestran a

continuacion.

Tabla 12. Rendimiento de los extractos y té de Cuphea aequipetala.

Extracto % de rendlmlento |
| Hewmo 0.9284
Acetato de etllcT | 0.754
:— | Mﬁe_tami B | 6.83 |
| i ‘Agua I =

Té | 55

6.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA

6.2.1. Actividad citot6xica de los extractos y té sobre las lineas PC3 y U251

La citotoxicidad (Figura 15) se evalué sobre las lineas cancerosas PC-3 (carcinoma de
prdostata humano) y U251 (glioma humano) y se probé en una concentracion unica de 100
ng/ml. Los datos obtenidos se muestran como % de inhibicion del crecimiento (100-% de

sobrevivencia).
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Figura 15. Inhibicion del crecimiento de las diferentes preparaciones de C.

aequipetala en una dosis inica de 100 pg/ml.

Estos datos muestran que con excepcion del té, todos los extractos presentaron mayor
efecto sobre la linea cancerosa U-251. La concentracion probada fue de 100 pg/ml, asi
que se puede inferir que los extractos obtenidos con hexano, metanol, agua y la infusion
acuosa (té) necesitaran de una concentracion >20pg/ml para inhibir el crecimiento
celular en un 50 % (CEsp), por lo que se considera que dichos extractos y el té son

inactivos sobre las dos lineas celulares probadas. Las fracciones provenientes de la
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porcién mucilaginosa extraida con acetona, Acetona-2 y Acetona-4, inhibieron el
crecimiento de ambas lineas cancerosas en mas de un 100%. Esto significa, que a la
concentracion probada, ambas fracciones ocasionan muerte celular en los cultivos de
células U-251 y PC-3.

6.2.2. Actividad citotéxica de lo extractos y fracciones de la porcién mucilaginosa
sobre las lineas celulares HCT-15 y HEp-2

La actividad citotoxica de los extractos organicos, porcidén mucilaginosa extraida con
acetona y sus fracciones se muestra en la Tabla 13. Dicha tabla contiene las
concentraciones a las cuales se inhibe en un 50% el crecimiento celular (CEsq) de las
lineas celulares HEp-2 (carcinoma humano de laringe} y HCT-15 (carcinoma de colon
humano).

Tabla 13. Concentracién en la cual los extractos y fracciones inhiben el 50% del
crecimiento (CEs en lig/m]) de los cultivos HCT-15 y HEp-2.

Extracto fraccién | CEx, (ng/ml)

' - HCT-15 ' HEp-2 ]
Hexano 1 No hay inhibicion ' No hay inhibicién
Acetato de etilo ) 22.33 >100
Metanol | Nohayinhibicion | No hay inhibicién
Acuoso - ‘ 3589 | >100
VI | 18.64 | >100

Ve | 1633 | >100
Vill-4 a7 | =100
Colchicina | 0.074 | 0.040 i

De acuerdo a la nomenclatura empleada en la obtencion de los extractos y fracciones:
VI1lI= Porcién mucilaginosa extraida con acetona.
VIII°= Fraccidn precipitada, en frio, de VIII. VIII-4 = Fraccién obtenida de VIIL.
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Estos datos muestran que los extractos obtenidos con hexano y metanol no inhibieron el
crectmiento de los cultivos HEp-2 y HCT-15.

Con respecto a los extractos obtenidos con acetato de etilo, agua, porcién mucilaginosa y
sus fracciones afectaron mas el crecimiento de las células transformadas, HCT-15.

De acuerdo a los lineamientos del Instituto Nacional del Cancer de EEUU (Sufneess &
Pezzuto, 1991), los extractos y fracciones probados no fueron activos sobre la linea HEp-
2. La actividad mostrada por los extractos de acetato de etilo y acuoso sobre la linea
HCT-15 de acetato de etilo estan fuera de los intervalos que para el caso de extractos o
compuestos no puros, considera el Instituto Nacional del Cancer de EEUU (NCI) como
activos. De acuerdo con dichos lineamientos, la porcién mucilaginosa extraida con
acetona (VI11l), asi como sus fracciones contienen compuesto(s) citotoxico(s) sobre la
linea HCT-15 ya que la concentracién en la que inhiben el 50% del crecimiento celular
tienen valores de CEsq < 20 pg/ml.

Los datos de ésta Tabla permiten concluir que la actividad es especifica ya que las
fracciones y extractos probados mostraron actividad citotdxica diferente en las dos lineas
de células cancerosas probadas.

La actividad citotdxica de la porcién mucilaginosa extraida con acetona (VIII) y sus
fracciones se muestran en los diferentes pardmetros empleados para expresar la actividad

citotoxica, (Tabla 14) sobre la linea HCT-15.
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Tabla 14. Actividad citotéxica de la porcién extraida con acetona (VIII) y algunas de

sus fracciones (CEsq pug/ml) sobre la linea HCT-15.

Fraccion |  CEs (ug/ml) I_CEwo (ug/mb) | CLs (ugmb) |

Completa (VII) |.,_ 1870 |  >LOx10° "\_31.0;(10“ _!

VI | 1682 | 2644 | s10x10' |
VIIl-4 a0 1733 |  51.0x 10"

" Colchicina | 0074 9747 [ >1ox10 _

La fraccidén VIII-4 es la que en una concentracién menor inhibe el 50% del crecimiento
celular, en tanto que la fraccién VIII® es la que en concentraciones menores inhibe el 100

% del crecimiento (CE;qp) y mata en un 50% a la poblacién celular,

6.2.3 Actividad citotéxica de diversas fracciones del extracto acetona:agua de C.
aequipetala sobre diversas lineas cancerosas

La citotoxicidad (Tabla 15) de las fases organica y acuosa del extracto acetona-agua (7:3)
se probd sobre las lineas U-251 (céncer de células gliadas humanas) y PC-3 (carcinoma
prostatico humano) en una concentracién uUnica de 100 pg/ml. Los resultados se
muestran en % de inhibicién.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de las fases organica y acuosa de

C. aequipetala.

Fase % Inhibicién del %inﬂlbICIOH del
crecimiento, U-251 crecimiento, PC-3 |
 Acuosa | 82.55 J ' 91.55
Orgénica 162.99 _[ 1342
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Con estos datos se corrobora que el extracto acetona-agua es el que presenta la actividad
citotoxica. A la concentracion probada, la fraccion organica ocasioné muerte celular y
afecté mas a la linea celular U-251. La fase acuosa también afectd el crecimiento de
ambas lineas celulares pero no ocasioné muerte celular. Estos datos también muestran
gue los compuestos presentes en ambas fases afectan los cultivos de las dos lineas de
células transformadas.

La actividad citotoxica (tabla 16) de la mezcla de compuestos provenientes de la fase
acuosa del extracto acetona-agua (7:3), designado en el texto como S1, P2, P3, asi como
las fracciones procedentes de la cromatografia en columna que tuvieron una reaccién
positiva para los compuestos polifendlicos, se probaron en una concentracién Unica de

100 ng/ml sobre las lineas neoplasicas K-562, U-251, HCT-15, HeLa, MCF-7 y PC-3.

Tabla 16. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de diversas fracciones presentes
en la fase acuosa del extracto acetona:agua de Cuphea aequipetala, en una

concentracion de 100 pg/ml.

FRACCION LINEA CELULAR CANCEROSA (% DE INHIBICION)
U-251 PC-3 K-562 | HCT-15 | MCF-7 HeLa
Sl 47.29 27.34 83.37 46.81 29.65 41.12
P2 N.D. N.D. N.D. 54.43 80.49 N.D
“A” N.D N.D. N.D. 39.58 86.74 N.D
ACI 121.6 66.64 76.05 124.7 63.5 N.D.
P3 74.24 32.1 N.D N.D. N.D N.D.
ACCI 15.38 N. H. N.H. 128.3 116.8 N.D
ACC3 20.80 N.H 11.64 40.10 61.89 N.D.

U-251, cancer del sistema nervioso central; PC-3, carcinoma prostatico; K-562, leucemia eritroide; HCT-
15, carcinoma de colon; MCF-7, carcinoma de mama; HeLa, carcinoma cérvical.
N.D: No disponible. N.H: No hay inhibicién
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Como se puede observar, la mezcla de compuestos presentes en S1 y P3 mostré actividad
importante sobre la linea K562 en tanto que P2 lo hace sobre MCF-7. Con respecto a los
compuestos ACl y ACCI, fraccionados por cromatografia en columna, presentaron
actividad importante sobre HTC-15. ACl y ACC! presentaron actividad importante
sobre las lineas U-251 y MCF-7, respectivamente.

También cabe mencionar que las fracciones que ocasionaron muerte celular fueron ACI
ACCI. La fraccidén ACI ocasiond muerte en los cultivos celulares de las lineas U-251 y
HCT-15, en tanto que ACC1 causé muerte en los cultivos celulares de HCT-15 y MCF-7.
En el caso de las fracciones P3 y ACC3 no se encontrd actividad importante. Estos datos
nuevamente nos indican que las fracciones procedentes del extracto acetona-agua actian

de manera selectiva en los cultivos de células transformadas.

6.2.4. Fraccionamiento biodirigido del extracto acetona:agua C. aequipetala

En la Figura 16 y Tabla 17 se muestra la actividad citotdxica de las diferentes fracciones

evaluadas sobre un cultivo de células cancerosas DU-145.
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Tabla 17. Actividad citotoxica de las fracciones provenientes del extracto acetona-

aguna de C. aequipetala sobre el cultivo celular DU-145.

| Fraccién o compuesto | CEsp (ug/ml) | CEug (ng/ml) CLso(ug/ml)

| E.completo (CG) | 8.1 | 292,67 Lox10'
PB 2.48 ' 3.131 x 10° >1.0x 10°

PB2 96.7 576 x10° 21.0x 10°
-PB3 R | >100 :—1.0)(10;1 >10x10_m_7
PB4 204 320100 | 56x10°
PB5 ol 12.15 14x10°

CAcOEt T oams 49x100 | >10x10°

SM3 3.90 75.85 _ 1.47 x 10°

Colchicina 0,054 1211 27.17

El extracto acetona-agua, asi como algunas de sus fracciones mostraron actividad
citotoxica sobre la linea DU-145. Al comparar el efecto del extracto completo sobre las
lineas HEp-2, HCT-15 (Tabla 13) y DU-145 observamos que el mayor efecto se presentd
en la linea DU-145.

De acuerdo con los lineamientos establecidos por el NCI de EEUU, el extracto completo
y las fracciones PB, PBS, CAcOEt y SM3 son activos. La fraccién PB4 se encuentra muy
cerca de los limites establecidos. Con respecto a quienes son mas efectivos para inhibir el
100% del crecimiento estan PBS5, SM3, el extracto completo, PB4 y CAcOEt. Finalmente
observamos que PBS5, PB4 y SM3 son los que necesitan menores concentraciones para
matar en un 50% la poblacion celular.

Sin embargo, el extracto y sus fracciones fueron menos activos que la colchicina,
alcaloide empleado como control positivo. A pesar de que la colchicina es un inhibidor
de tumores con actividad antileucémica no se emplea en la clinica ya que tiene efectos

toxicos sobre todos los drganos secretores (Kintzios & Barberaki, 2004).
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Figura 16. Fraccionamiento y actividad citotéxica del extracto acetona-agua C.

aequipetala sobre la linea cancerosa DU-145.
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6.3. CARACTERISTICAS QUIMICAS Y DATOS ESPECTROSCOPICOS

6.3.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de las diferentes fracciones de C. aequipetala
Extracto acuoso

La reaccion con FeCl; mostrd la presencia de compuestos de tipo fendlico. Los taninos
son compuestos de tipo fendlico que estan unidos a P-D-glucosa y presentan las
reacciones caracteristicas de los fenoles pero difieren de éstos por que tienen la capacidad
de precipitar las proteinas (Haslam, 1996). Dado que al adicionar gelatina/NaCl al

extracto acuoso se formé un precipitado se confirmé la presencia de taninos.
Fraccién VIII-4

Es un polvo de color café-amarillo, soluble en DMSO. El espectro infrarrojo (Apéndice
3) mostrd bandas en la regién de: 3402 (grupo OH de fenoles o acido carboxilico); 2967

(-C-H); 1723 (grupo carbonilo), 1612 (C=C de tipo aromatico); 1041 (C-O de alcohol).

El espectro de resonancia de hidrégeno, (apéndice 3B), presenté sefiales entre 6.985, 6.9
y 6.91 ppm que sugieren la presencia de hidrégenos de anillos arométicos. La sefial ancha
de 4 a 3.5 ppm indicé abundantes hidrégenos unidos a oxigeno, los que podrian asociarse
a azucares. La sefial de 2.33 ppm se debe a un metilo unido al grupo fenilo. La seiial de

2.50 ppm se debe al disolvente empleado (DMSO).

La presencia de anillos aromaticos y aziicares se evidencian en el espectro de C-RMN,
{apéndice 3C), que muestra las sefales de 174.7 ppm (C=0), 1454 ppm (C=C de
compuesto aromatico), 73.3, 79.1, 78.9, 98.5 ppm (C-O, pentosa); 72.7, 71.3, 70.6, 69.7 y

63.8 ppm (hexosa); 30.8 ppm (metilo) y 190.0 ppm (metilo unido a un carbonilo).
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Los espectros de RMN, asi como el de Infrarrojo sugieren la presencia de compuestos de

tipo aromatico unidos a hexosa y pentosa ademas de grupos hidroxilo y carbonilo.

La cromatografia bidimensional en placas de celulosa, revelada con FeCl3/HCI mostré 5
manchas azules y 2 verdes. Las manchas azules se deben a la presencia de compuestos
polifendlicos y los verdes a unidades flavan-3-ol. Las evidencias espectrales y las
reacciones con FeCl; conducen a pensar en taninos (Haslam, 1996) hidrolizables (azules)

y condensados (verdes).
Fracciéon VIII-2

Es un polvo de color amarillo soluble en DMSO. El espectro infrarrojo (Apéndice 3)
muestra bandas en la regién de 3402 (grupos OH de fenoles o acido carboxilico); 2967 (-
C-H); 1723 (grupe carbonilo), 1612 (C=C de tipo aromatico); 1041 (C-O de alcohol). Es
muy similar al espectro de la fraccion VIll-4, la zona de los sustituyentes de los grupos

aromaticos es donde presentan pequefias diferencias.
Fraecion VII-VIII®

Polvo amarillo, soluble en DMSO. El espectro de resonancia de hidrégeno, Apéndice 4,
mostré sefiales entre 7.0 a 6.5 ppm, mismas que sugieren la presencia de hidroégenos de
anillos aromaticos. La sefial ancha de 4-3.5 ppm indica abundantes hidrégenos unidos a
oxigeno (OH) los que podrian asociarse a azucares. La CCF revelada con FeCly mostré

varias machas azules, mismas que pueden asociarse a taninos hidrolizables.
Fraccion S1

Sélido café claro de apariencia laminar. El espectro de 'H-RMN (Apéndice 3) mostré

sefiales entre 6.7 a 6.9 ppm que indican la presencia de hidrdégenos unidos a oxigeno. El
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doblete de 3.4 y 3.8 ppm con constante de acoplamiento de 5.76 Hz no se presenta en los
otros espectros y probablemente se deba a que el DMSO empleado contenga algo de
agua. La sefial de 2.4 se asocia al disolvente empleado (DMSO). La sefial de 1.2 ppm se

asocia a una cadena alifatica (CHj)n.

La CCF bidimensional en placas de celulosa, revelada con FeCl;/HC] mostrdé 3 manchas
bien definidas. La Cromatografia bidimensional en placas de silica gel, revelada con
FeCly/HCI presenté | mancha azul en el origen y 2 manchas muy cercanas de color

amarillo.

Fraccion P2

Polvo café, que se formo en la fase acuosa del extracto.
Fraccion A

Se refiere a la fraccion acuosa concentrada, sin los precipitados S1 y P2. La reaccién con

FeCls fue positiva o que indica la presencia de compuestos de tipo fenolico.
Fraccién AC1

Primera fraccién obtenida al separar por cromatografia en columna de celulosa los
compuestos presentes en la fraccion A. Es un polvo café brillante, soluble en DMSO y
dio positiva la reaccidon con FeCls. Asi que esta fraccion contiene compuestos de tipo

fenélico y/o taninos
Fraccion P3

Polvo café que precipité de A, adhiriéndose a la pared de la botella y extraido con

metanol caliente. Es soluble en DMSO.
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Fraccion ACC1

Primera fraccién obtenida al fraccionar AC (fraccidn acuosa sin el precipitado P3) en una
columna empacada con celulosa y eluida con agua. Soluble en DMSO y dio positiva la

reaccion con FeCl; por lo que se trata de compuestos de tipo fendlico.
Fraccion ACC3

Tercera fraccion obtenida al fraccionar AC en una columna empacada con celulosa y
eluida con agua. Soluble en DMSO y dio positiva la reaccidon con FeCls, lo que indica

presencia de compuestos de tipo fendlico.
Fraccion CG

Extracto completo obtenido con acetona-agua, soluble en agua y DMSO. Esta fraccion
se adhirié fuertemente sobre las placas de silica gel lo que aunado a las pruebas de
solubilidad sugieren la presencia de compuestos polares. La reaccion positiva con FeCls
indica la presencia de compuestos de tipo fendlico mientras que la solubilidad sugiere la

presencia de fracciones polihidroxilicas en la molécula.
PB

Sélido de apartencia metalica. Soluble en agua y DMSO. La CCF bidimensional
realizada en placas de celulosa y revelada con FeCls mostrd 9 manchas, 7 de color azul y
dos de color verde. Las manchas azules indican presencia de taninos de tipo hidrolizables

mientras que las verdes sugieren la presencia de taninos condensados.
PB2a

Polvo café claro de apariencia metalica, soluble en DMSO. Dio positiva la reaccion con

FeCls, o que indica que esta formado por compuestos de tipo fenolico.
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PB3a

Polvo café¢ claro de apariencia metalica. Dio positiva la reaccion con FeCls, lo que indica

que esta formado por compuestos de tipo fenélico.
PB4

Polvo dorado de apariencia metalica. Dio positiva la reaccion con FeCls, lo que indica la

presencia de compuestos de tipo fendlico.
PBS

Polvo de apariencia metalica. Dio positiva la reaccién con FeCls, lo que indica la
presencia de compuestos de tipo fen6lico. La CCF bidimenstonal realizada en placas de
celulosa y revelada con FeCl; mostrd 5 manchas, 3 de color azul y dos de color verde.
Las manchas azules indican presencia de taninos de tipo hidrolizables mientras que las

verdes sugieren la presencia de taninos condensados.
SM3

Sélido de apariencia globular, blanco-paja. Soluble en agua, DMSO. No dio positiva la

reaccion con FeCls.

Sus espectros de RMN 'H y c (Apéndice 3B y 3C) fueron similares a los del
compuesto 165, indicando por lo tanto que se trataba del carbohidrato manitol. Sin
embargo, el punto de fusion (158-161°C) obtenido es menor que el de manitol puro {pf =

168-169 °C) lo que indica que SM3 no esta formado por un solo compuesto.

165
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Los datos espectroscopicos fueron similares a los del compuesto SM3. El espectro de 'H-
RMN mostré un conjunto de sefiales en la region de 3.6 a 3.9 ppm, sugirniendo un
carbohidrato. El espectro de *C-RMN mostré tres sefiales en 63.2, 69.3 y 70.8 ppm,
Estos valores de desplazamiento quimico indicaron que cada atomo de carbono debe estar
unido un atomo de oxigeno. Ademads, el experimento DEPT (Apéndice 3D) indicé que
éstas corresponden a los carbonos de un metileno (63.2) y 2 metinos (69.3, 70.8),
respectivamente. Este conjunto de datos sugiere la presencia de un monosacarido tipo
hexosa. Al comparar los datos de RMN, asi como el punto de fusion de este compuesto
(165°C) con los reportados con la literatura se encontrd que concordaban con los del
compuesto D-manitol, cuya formula molecular es C¢H404, con peso molecular de 182.
La identidad de este compuesto se corroboré mediante el espectro de masas obtenido por
impacto electronico (Apéndice 3F). Dicho espectro mostré el 160n M+1 en m/z 183, asi

como el patrén tipico de fragmentacion de manitol, observando el pico base en m/z = 73.

IR (KBr) U max (cm'): 3169 ancha (OH), 2754 (C-H), 1451 (CH,), 1373 (CH),
1089, 1021 (C-0).
RMN"C (75 MHz, D,0), 5 ppm: 63.2 (CH,OH), 69.3 (CHOH), 70.8 (CHOH).

EMIE (70 eV, m/2): 183 M'+1 [CsH406+H] (3%), 123 (20%), 103 (65%), 73(100%),

61(75%), 43(35%) y 31 (18%).

CAcOEt

Porcién extraida con acetato de etilo, séhido amarillo-naranja, soluble en metanol, dio

positiva la reaccién con vainillina-H,SO4 y FeCl;. La CCF mostré manchas que
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fluorescen bajo la luz ultravioleta de onda corta. La CCF, revelada con Fast Blue Salt
mostrd 4 compuestos con valores de Rf de 0.72, 0.80, 0.86 y 0.91. Los tres reveladores

empleados sugieren la presencia de flavonoides (Wagner et al, 1984).

El espectro infrarrojo (Apéndice 3) mostré una banda ancha en 3344 que indica la

presencia de grupos hidroxilo.

En su espectro 'H-RMN (Apéndice 3B) esta mezcla de compuestos muestra sefiales de
6.7 a.7.8 de protones aromaticos. Las sefiales dobles de 6.1 y 6.3 se asocian a protones
vinilicos lo que permite suponer que corresponden a flavonas. Ademas Ja region de 3.40 a
4.0 ppm indica la presencia de 3 a 4 de hidrdgenos caracteristicos de azucares. La sefial
en 5.2 ppm, indica protones anomericos de los azucares. Lo anterior sugiere una flavona

substituida por una porcidn glucosidica.
IR (KBr) © max (cm™): 3344 ancha (OH).

Las caracteristicas quimicas y fisicas de los extractos y fracciones de Cuphea aequipetala

se resumen en Ja Tabla 18.
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Tabla 18. Resumen de las caracteristicas quimicas y fisicas de extractos y diversas

fracciones de Cuphea aequipetala.

Codigo Apariencia
|

| Extracto acuose | s
i

Fraccion VIII-4 Polvo café-amarillo
Fraccién VHI-2 Polvo amarillo
Fraccion VllI-Vlll"_ [T Polvo amarillo
_i;rac;;c')nr; S 1- ; S_élido café de aparie_ncia
laminar
Fraccion A [ ameme
Fraccion ACI - Polvo café brillante

Fraccidon ACCl e
| Fraccion ACC3 | e

| Fraccion GC | s

| pB  S6lido metalico
' PB2a Café claro
PB3a Polvo- café de ai)ariencia
metéalica
PB4 Polvo dorado metalico
PB5 Polvo de apariencia metalica e
SM3 | Soélido de apariencia globular i

blanco-paja

16 | tmsddien

CACcOEt | Sélido amarillo-naranja
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Tipo de estfuctura
quimica
Taninos
Taninos
Taninos

Taninos

Taninos

Compuesto polifenolicos
Taninos -
Compuesto polifendlicos
Compuesto polifenolicos
Taninos
Taninos
Compuesto fenolico

Compuesto fendlico

Compuesto fenolico

Taninos

i
i
H

Manitol y compuesto no |

identiftcado

Manitol y compuesto no

identificado

Flavonoides



6.4. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS PRESENTES EN LAS FRACCIONES CON

ACTIVIDAD CITOTOXICA

La planta emplea aproximadamente el 90 % de sus componentes en su desarrollo y
crecimiento. Este tipo de compuestos se conocen como metabolitos primarios y son
asimilados por la planta, principalmente a través de los principales ciclos catabélicos
(Kintzios & Barberaki, 2004).

Los metabolitos secundarios (10%) son compuestos complejos que pertenecen a una gran
variedad de compuestos quimicos. Durante algin tiempo se consider6 que los metabolitos
secundarios eran productos que desechaban las plantas durante el metabolismo primario,
acumulandose en éstas como consecuencia de defectos del sistema de excrecion.
Fraenkel sugirid en 1959 que dichas sustancias inducen o previenen la toma de nutrientes
por animales herbivoros y, posteriormente Ehrlich & Raven propusieron que los
metabolitos secundarios juegan un papel importante en la defensa de la planta contra el
ataque de los insectos herbivoros (Harbone, 2001).

Debido a las funciones fisioldgicas de los metabolitos secundarios, se sugirié que dichas
substancias son fuente potencial de compuestos anticancerosos que actian modulando o
inhibiendo el crecimiento tumoral (Kintzios & Barberaki, 2004).

Aunque las plantas se han empleado desde hace 3500 afios para tratar el cancer {Hartwell,
1967), fue hasta 1959 que se iniciaron de manera sistematica los estudios para conocer la
actividad antitumoral de las plantas (Cordell, 1977). Y para 1986 se habian evaluado la

actividad citotoxica de aproximadamente 35,000 plantas (Philipson, 2003).
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Los productos naturales que han mostrado actividad anticancerosa o tumoral representan
una gran variedad de estructuras quimicas. En el caso de los productos naturales que
inhiben la neoplasia ovarica, se han reportado 69 compuestos que representan (Tabla 19)

15 clases de estructuras quimicas (Silva et al, 2003).

Tabla 19. Porcentaje de productos naturales que presentan actividad en las

neoplasias ovaricas (Silva et al, 2003).

Tipo de estructura quimica N I_ ml;orcent-aﬁje -

i Alcaloides o e 37
l?o—mpuestos no alcaloides, N-heterociclicas ‘ - 13
Lactonas diversas o | an
|'Diterpenos o o | 6 ) r
Proteinas B | 6 '
| Antraquinonas - o o 4
| Péptidos - - | 3
Flavonoides o - R 3 |
ILign-anos - o a| - 3 l
i_Qainoidcs— - - '— 3
ggsquiterpenos - o o 3
| Antracenos - o | o - i
' Benzenoides - ‘ D
I_Ca_rgohidratos_ - = = L |
,_Carotenm — . ,_ — . r
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Dentro de las estructuras quimicas presentes en las fracciones con actividad citotdxica,
procedentes del extracto acetona/agua de C. aequipetala se encuentran los flavonoides,

mismos que estan presentes en la fracciéon denominada en el texto como CAcOEt.

6.4.1. Caracteristicas quimicas y actividades biologicas de los flavonoides

La estructura basica de los flavonoides es el nicleo flavan, el cual contiene 15 atomos de
carbono arreglados en tres anilios (C6-C3-C6). Se origina una gran variedad de
flavonoides va que el esqueleto basico puede tener diferentes grupos hidroxilo y
metoxilo. Es comin encontrarlos en las plantas en forma de glucdsidos, caracteristica que
hace dificil la determinacion de la estructura quimica. Las diferentes clases de los
flavonoides incluyen a las auronas, antocianinas, catequinas, calconas, flavanonas,
flavanonoles, flavonas, xantonas, flavonoles, i1soflavonas y leucoantocianidinas. Estos
compuestos se pueden distinguir porque presentan anillos heterociclicos que contienen
oxigeno y grupos hidroxilo (Brielman, 1999).

Los flavonoides se encuentran distribuidos ampliamente en el reino vegetal, y esto
incluye algunos de los pigmentos mas comunes, que con frecuencia fluorecen después de
la irradiacidén de luz ultravioleta. También actian como reguladores metabodlicos y
protegen a la célula vegetal de la radiacion ultravioleta. Los flavonoides tienen una
funcién clave en los mecanismos del reconocimiento bioquimico vy traducciones de
seflales, similares a los reguladores del crecimiento (Kintzios & Barberaki, 2004).

Dentro del reino vegetal encontramos a los flavonoides en las frutas (p. e€j., manzana,
uvas, cereza y arandano), verduras (p. ej. cebolla, tomate, brdcoli y pimiento verde), en

las hojas de té, soya y hierbas (p. €j., Silybum marianum,dlpinia officinarum, Hypericum
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peroratum 'y Artemeia sylvatica). Los flavonoides, presentes en la mayoria de plantas
substancias comestibles, tienen acciones benéficas como son los efectos antioxidantes,
inhiben la actividad de las células antitumorales e inducen la apoptosis en las lineas
celulares cancerosas, de manera tal que los flavonoides han atraido la atencién ya que se
les considera como agentes quimioprotectores (Kang et al, 2004).

La raiz de Scutellaria baicalensis (Huangqin) contiene las flavonas baicaleina, wogonina
y los 7-O-B-D-glucopiranosidos de baicalina y wogonosidos. Las baicalina y la baicaleina
inhiben el crecimiento de las células HPL/PRF/5 (hepatoma humano) y Hep-G2
(hepatoma humana) asi como las células BxPC-3 (carcinoma pancreatico humano). La
baicalina, baicaleina y wogonina muestran actividad citotéxica sobre las células
cancerosas KU-1, EJ-1 (carcinomas de vesicula humana) (Ikemoto et al, 2000). La
baicalina, baicaleina, wogonina, wogonosido y skulcapflavona 11 (neobaicaleina) inhiben
el crecimiento de LKFL 529L (carcinoma humano de células grandes de pulmén) y HL60
(linea celular de leucemia promioelocitica) en concentraciones pmolar (uM) (Tang et al,
2003).

La baicaleina inhibe la topoisomerasa 1l, probablemente al estabilizar el enlace del
complejo intermediario enzima-ADN (Matsuzaki et al, 1996).

La baicalina, wogonina, wogonosido y skulcapflavona 11 (neobaicaleina) sélo presentan
actividades inhibitorias débiles sobre la tirosina cinasa del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) con ICsq mayor de 60 pM. Sin embargo, la baicaleina es
un potente inhibidor de EGFR con ICso de 1.1 pM. La baicaleina es mucho mas activa en
las células A431 (carcinoma epidermal humano), linea celular que tiene una sobre-

expresion de EGFR (Tang et al, 2003).
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La bacaileina y wogonina también inhiben la enzima xantina oxidasa, lo que indica que
estos flavonoles podrian usarse en pacientes con tumores cerebrales ya que los niveles
séricos de la enzima se incrementan en estos pacientes (Chang et al, 1993).

La Tangeretina y nobiletina son polimetoxiflavonas con actividades antiproliferativas
contra un gran numero de lineas celulares cancerosas (Kawaii et al, 1999), y también
inducen in vitro la diferenciacion de las células HL-60 (Tang et al, 2003).

De Acronicia oblongifolia se han aislado los flavonoides 5,3’-dihidroxi-3,6,7,8,4’-
pentametoxiflavona,  5-hidroxy-3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona,  digicitrin,  3-O-
demetildigicitrina,  3,5,3’-tribydroxy-6,7,8,4 -tetrametoxiflavone y  3,5-dibidroxy-
6,7,8,3" 4 -pentametoxiflavona. Estos flavonoides tienen actividad citotéxica contra
células KB (carcinoma nasofaringeo humano) con un 1Cso de 0.04pg /ml e inhiben el
ensamble de la tubulina dentro de los microtubulos con un 1Csq de 12 uM (Lichius et al.,
1994).

Los flavonoides también inhiben a la enzima famesil protein transfera (FPTasa). Esta
enzima es necesaria durante la primera etapa post-translacional del proto-oncogene Ras
(se encuentra mutado en aproximadamente el 25% de los canceres humanos). La FPTasa
puede tener un papel importante dentro del disefio de agentes anticancerosos especificos,
ya que esta actividad enzimatica podria conducir a la obtenciéon de medicamentos
anticancerosos que no afecten las funciones de las células normales (Kang et al, 2004).
Dentro de los flavonoides que han probado tener actividad sobre la FPTasa estan la
morina (flavanol), TDF (flavona) y buteina (calcona). Estos flavonoides, a la
concentracién de 100 pg/ml, inhibieron la actividad de FPTasa en un 96, 84 y 72 %,

respectivamente, y los valores de ICso son de 6.0 pg/ml para la morina, 5.0 pg/ml para la
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quercitina y 7.0 pg/ml para la miricetina. La naringenina (flavanona), genisteina
(isoflavona), taxifolin (flavanonol) y catequina {flavanonol), en concentraciéon de 100
pug/ml no afectaron significativamente la actividad enzimatica (Kang et al, 2004). Estos
datos indican que los flavonoides deben presentar determinadas estructuras quimicas a fin
de inhibir a la enzima FPTasa.

El flavopiridol (flavona sintética) se ha reportado en estudios clinicos de fase IVII, y se
esta empleando para tratar una gran variedad de tumores. Tiene un mecanismo de accién
interesante ya que inhibe a las ciclinas dependientes de cinasa (CDK), por lo que regula

el paso de las células durante Jas fases G2 a M del ciclo celular (Newman et al, 2000).

6.4.2 Caracteristicas quimicas y actividades biologicas de los taninos

Dentro de las estructuras quimicas presentes en las fracciones con actividad citotéxica,
procedentes del extracto acetona/agua de C. aequipetala se encuentran los taninos.

Los taninos son compuestos polifendlicos, solubles en agua y con masas molares entre
300 y 3000 Daltones. Presentan las reacciones caracteristicas de los fenoles (p.gj.
reaccionan con el Fe(II[)/HCI, formando colores azul), precipita los alcaloides, gelatina y
otras proteinas (Haslam, 1989). Sin embargo, esta definicién no incluye a todos los
taninos ya que recientemente se ha encontrado a compuestos de este tipo con masa molar
de 20,000 Daltons.

Con base en el tipo de estructura molecular, se definen a los taninos como substancias
fendlicas macromoleculares y se dividen en taninos hidrolizables y taninos condensados.

Los taninos hidrolizables son esteres de galoil y hexahidroxidifenoles en tanto que los
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taninos condesados contienen al menos dos unidades catequina (Khanbabaee & van Ree,
2001).

Los estudios fitoquimicos realizados en plantas empleadas en la medicina herbolaria
china y japonesa han conducido al aislamiento e identificaciéon de una gran variedad de
taninos hidrolizables, mismos que han mostrado una diversidad de efectos
farmacoldgicos (Yang et al, 1999).

Los taninos han atraido la atencién ya que dentro de sus actividades biologicas se
encuentran los efectos antivirales (Nakashima et al, 1992), antibacteriano (Burapadaja &
Bunchoo, 1995) y antitumorales (Miyamoto et al, 1993). Ademds presentan actividad
antioxidante ya que atrapan a los radicales libres (Miyamoto et al, 1999).

Agrimonia pilosa (Xian he cao) es una de las famosas hiervas magicas empleadas en la
medicina tradicional china. De esta planta se aislé el tanino agrimonia que mostrd
capacidad para inducir la produccién de interleucina-1{IL-1) en un cultivo de células
mononucleres sanguineas humanas. La agrimonia también fue capaz de inducir la
produccion de 1L-1 en ratones, de ahi que se le considere como inductor de citocinas
(Murayama, 1992). 4. pilosa también presentd actividad citotéxica contra células
tumorales, ademas de que afecta menos a las células nommales (Kintzios & Barberaki,
2004).

De Cuphea hyssopifolia se aislaron los elagitaninos macrociclicos cufina D, cufina D;,
oenoteina B y woodfordina C (Chen et al, 1999} vy todos inhibieron el crecimiento de las
lineas cancerosas humanas KB, HeLa, DU-145, HL-60 y Hep 3B (Wang et al, 1999).

Estos taninos también inhibieron el crecimiento de tumores S-180 en ratones. La cufina

=S Ay 1
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D; (CD)) fue la que aumentd mas la sobrevivencia de los ratones con tumores S-180
(Wang et al, 1999).

En concentraciones de 6.25 a 50 ug/ml CD; mejord la incorporacidn de *H-timidina de la
concanavalina A, estimulé la proliferacién de células mononucleares sanguineas y la
secrecion de citocinas. La CD| también estimulé a los linfocitos de la sangre a liberar la
IL-1B, IL-2 vy TNF-a. Estos datos indican que la actividad antitumoral in vitro puede
deberse a un mecanismo de accién mediado por el huésped (Wang et al, 2002).

Las células Hela tratadas con CD; mostraron condensacion de la cromatina, ademas de
que el anilisis de citometria de flujo mostré que las células tenias valores bajos de ADN.
Otro de los efectos causados por CD; sobre las células HeLa fue la fragmentacion del
ADN, inhibicion de Bel-2 y pro caspasa 3. Estos resultados indican que CD; actia sobre
la células HeLa a través de un mecanismo de apoptosis (Wang et al, 2002a).

Las células HL-60 tratadas con CD, presentaron condensacion de cromatina, ademds de
que el analisis de citometria de flujo mostré que las células tenian bajo contenido de
ADN, disminucion de la poblacion celular en la fase G2/M y un incremento de la
poblacién celular en la fase G1. CD, también causo fragmentacién de DNA e inhibio la
expresion en las células HL-60. Estos resultados sugieren que CD, induce la expresion
de Bcl-2 en las células HL-60 y que actia induciendo la apoptosis. (Wang et al, 2000).
Los taninos aislados de Cuphea hyssopifolia, asi como los taninos presentes en algunas
de las fracciones de de Cuphea aequipetala presentaron actividad citotdxica sobre la linea
celular cancerosa DU-145. Las estructuras quimicas de cufina D) (2), cufina Dy (3),
woodofordina C (1) y oenoteina B (4) aisladas de Cuphea hyssopifolia se muestran en la

Figura 17.
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Figura 17. Estructuras quimicas de cufina D, (2), cupina D; (3), woodofordina C (1)

y oenoteina B (4) aisladas de Cuphea hyssopifolia (Wang et al, 1999).

6.4.3. Caracteristicas quimicas y biologicas del manitol
El manitol es un polihidroxido con férmula molecular CsH 4Os, con punto de fusion de

168- 169 °C (Pouchert & Behnke, 1993).
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Este azucar se aislé de Cuphea wrightii (Pérez & Maldonado, 20003) y las autoras
reportan un punto de fusién de 168-169 °C, tomado en la ciudad de México. Otras
especies de plantas del género Cuphea de las que se aislé manitol son C. epilobilofia, C.
infundibulum,C. carthagenesis (Gonzalez et al, 1994).

El manitol se emplea como marcador de permeabilidad intestinal (Melichar et al, 2001),
diurético (Yoshizawa et al, 1998) y junto con medicamentos anticanceroso como el 5-
fuoruracilo (Cartei et al, 1996). En el caso de! 5-fluoruracilo (5-FU), se administré el
farmaco en forma de tabletas cubierta con manitol a pacientes con cancer gastrointestal y
observaron que el 5-FU/manitol es mas efectivo que el 5-FU ademas de que no presenta
efectos mielosupresivos (Cartei et al, 1996).

En otro estudio clinico evaluaron la respuesta del etopdsido intravenoso, asi como la
eficacia del manitol para aumentar el efecto tumoricida del etopodsido en pacientes con
tumores cerebrales recurrentes. La conclusidn a la que llegaron fue que el etoposido tiene
una baja actividad en el tratamiento de atrocitomas, meduloblastomas y tumores
neuroectodermales primitivos. Ademas, la administracidén intravenosa de manitol no

mejora la actividad del etopdsido (Kobrinsky, et al, 1999).

Los estudios realizados en la linea celular cancerosa A549 (carcinoma humano de
pulmén) la mezcla de manitol y arabitol no inhibieron el crecimiento de A549 (Isoda &

Nakahara, 1997).

Los estudios realizados con SM3, obtenida de C. aequipetala, mostrd tener actividad
citotoxica sobre la lineca DU-145 (CEsp = 3.89). SM3 se obtuvo en forma de glébulos
color blanco-paja, con punto de fusion de 158-161°C, cuyos estudios espectrales indican

que la estructura quimica de SM3 corresponde al carbohidrato manitol.
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La actividad citotdxica de SM3 se puede explicar con base en:

iii)

El punto de fusion de SM3 estd un poco alejado del obtenido por Pérez &
Maldonado, quienes reportaron un valor de 168-169°C, lo que indica que

SM3 esta formado por otro compuesto ademas del manitol.

La forma de glébulo de SM3, quizas se deba a que debido a la forma en la
cual se aisld, se formaron nanoesferas entre los dos compuestos lo que
condujo a que el segundo compuesto presentara una mayor citotoxicidad

(Santhi, et al, 2002).

El segundo compuesto que conforma SM3 esta en una concentracién baja, asi

que si dicho compuesto estuviera puro, tendria una actividad citotdxica alta.

O bien que el manitol actuara incrementado la permeabilidad celular y de esta
manera el segundo compuesto tiene una mayor oportunidad de dar en un

blanco de las células cancerosas.

.Y como explicar la actividad citotéxica de Cuphea aequipetala cuando un trabajo

cientifico tenia CEsg mayores a los aceptados para los extractos considerados activos?

Los estudios previos de la actividad citotoxica de Cuphea aequipetala mostraron que los

extractos etandlico, cloroférmico y éter de petroleo inhibieron el crecimiento con valores

de CEsp mayores a 20 pg/ml. En dicho estudio se emplearon las hojas y los extractos se

probaron en las lineas celulares P338 (leucemia murina), KB (carcinoma nasofaringeo

humano) y KB-V1 (carcinoma nasofaringeo humano resistente a vinblastina) (Villarreal

et al, 1992). Nuestros estudios muestran que los extractos obtenidos con hexano y
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metanol no inhibieron el crecimiento de los cultivos de células cancerosas HCT-15 y
HEp-2. El extracto obtenido con acetato de etilo tiene un CEso de 22.33 1ig/ml en la linea
neoplasica HCT-15 y para HEp-2 de >100 pg/ml. El extracto acetona/agua, que fue el
extracto activo, mostrd valores de CEsg para las lineas DU-145, HCT-15 y HEp-2 de 8.1,
11.9 y > 100 pg/mi, respectivamente, e indican que la citotoxicidad es selectiva.

Si bien, los investigadores (Villarreal et al, 1992) emplearon solventes diferentes, las
polaridades del hexano y éter del petréleo son similares, por lo que también los
compuestos extraidos con ambos disolventes son similares. En este caso, los datos
obtenidos por ambos grupos de trabajo coinciden ya que el extracto hexanico no presentd
actividad citotoxica en ninguna de las lineas cancerosas probadas.

Por otra parte el etanol y metanol también presentan polaridades cercanas, asi que al igual
que con ¢l éter de petroleo y hexano, los compuestos extraidos serian muy similares y los
valores de citotoxicidad obtenidos por los dos grupos de trabajo muestran que estos
extractos no se consideran con actividad citotoxica.

Otros investigadores (Wang et al, 1999) mostraron que la actividad citotdxica que ejerce
un compuesto varia dependiendo de la linea celular donde se pruebe y en éste estudio

encontramos que la actividad citotoxica fue selectiva.
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7. CONCLUSIONES

1.

Cuphea aeguipetala Cav. posee actividad citotdxica en la porcidén extraida con
acetona-agua y es selectiva ya que la inhibicidn del crecimiento celular varia
en las diferentes lineas celulares empleadas, siendo la linea celular cancerosa
DU-145 la de mayor sensibilidad.

Las fracciones PB, PBS5, SM3 y CAcOEt inhiben el 50 % el crecimiento
celular de la linea neoplasica DU-145 en concentraciones menores a los
limites que establece el NCI de EEUU.

A pesar de que la fraccidon PB4 se encuentra muy cerca del limite superior que
el NCI de EEUU considera para extractos o compuestos no puros citotéxicos,
ésta quedd dentro de las tres fracciones que matan al 50% de la poblacion
celular DU-145.

Las pruebas quimicas indican que las fracciones PB y PB5 estan formadas por
taninos, en tanto que CAcOEt esta formado por flavonoides.

Con respecto a las fracciones mas efectivas para inhibir el 100% del
crecimiento celular de las lineas cancerosas estudiadas, estan PBS, SM3, el
extracto completo, PB4 y CAcOEtL. Las fracciones PB5, PB4 y SM3 son las
mas activas para matar en un 50% la poblacién celular.

Los estudios espectroscopicos indican que SM3 contiene manitol. El punto de
fusion indica que SM3 esta constituida por manitol mas otro compuesto en
pequefia proposicion. La actividad citotéxica de SM3 se debe al compuesto

presente en menor proporcion y es favorecida por el mismo manitol.
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8. PERSPECTIVAS

1.

La revision bibliografica efectuada no mostré estudios quimicos previos en C.
aequipetala por lo que se purificara la fraccién CAcOEt, que estd formada por 4
flavonoides.

En los cristales (SM4) obtenidos del licor madre, que quedaron al separar a SM3,
se realizaran los estudios quimicos y espectroscdpicos que conduciran a la
identificacion de 1 compuesto.

Se identificara quimicamente al compuesto que acompaiia al manitol en SM3 y
establecer si tiene relacion con SM4.

La actividad de las fracciones PB5 y CAcOEt actualmente esta siendo evaluada

sobre los cultivos primarios de células de bazo y medula 6sea de raton.
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APENDICE 1

Compilacion de plantas mexicanas empleadas contra enfermedades con sintomatologia

Nombre Cientifico

Nombre comun Parte Preparacién Enfermedad
- empleada |
Alternathera ramosissima Chac-mo-al | Tumores
(Mart). Chad | .
Gomphrena decumbens Jacq. | Hierba del cancer de Hojas Cataplasmas o Ulceras cancerosas
| Meéxico | _decoccion
Agave americana L. Maguey Jugodelas | Ulceras cancerosas
| hojas - !

Agave sp. Teoamatl, maguey, | Jugo dela Decoccidn, Tumores, Tumores

maguey chichimeco, duba | corieza, lavados internos

xha (en Tehuantepec) hojas,

corteza
Metopium brownei Urb. | Coneza I |
Narcisus sp | Axochit] | Tumores
Anacardium occidentale L. Marafién Pericarpio, | ‘ Verrugas
Jugo

Comocladia engleriana Loes. | Cinco negritos Savia | | Verrugas
Rhus terebinthifolia Schlecht & | Quauhchichioalli Polvo | | Ulceras cancerosas
Cham_ = . _
Schinus molle L. _ Schinus | Tumores
FEchites yucatanensis Stand. Latex (hoja) | Usado contra granos,

Tabernaemontana citrifolia L.

Cojén de gato, lechen'llo | Lalex

Thevetia ahouia A D.C.

'quy
partes
| aéreas
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VEITugas

Verrugas

Verrugas




| Thevetia thevetioides (H.B K)

‘ Thevetia gaumeri Hemsley

Thevetia peruviana Schum

Thevetia yacotli AD.C.

Posibleniente sea una
apocinaceq

Spathiphyllum sp.

Aristolochia odoratissima L.

Codo de fraile, venenillo,
yoyote,

Yoyotli, yoyote
Conguricua

Hierba del manso

Hoehoetzontecomatl,
cacanac, xoclutl.
Aconextzon, (zonpantli

Aristolochia so. O spp.

Asclepias eurassavica L.

Tomahuactlacopatli,
totomahuac, tlatlacopatli
Ponchishuis, cancerillo,
chilillo-xiu, cancerillo,
algodoncillo rojo

Asclepias glaucescens HB.K.

Cenanan (el quinto),
cenantli,
quauhnahuacense,
tozampotzali,
quantaxuqua

Asclepias lanuginosa HBK.

Asclepiaas verticillata L.

Cenanan telzcoquense,
cenanan de Tezcuco
cenantli; centlinan, centli
guan

Yamanquipahtli

| Tepeacoxoyatl

Gonolobus pedunculatus Hemsl | Tiallayotli

Hojas, Tumores
semillas g =
Hojas y | Verrugas
partes
| aéreas i
Hojas, ! Destruir tumores
partes !
acreas 8
Hojas _ Tumores =
Ulceras cancerosas de
partes sexuales
| | (Michoacan)
Decoccion | Cancer, empleado po
1 | _tribu Yaqui.
Raiz | Ungiiento ‘ Tumores
Raiz Emnplasto Tumores
Hojas, raiz | Fresca, Cancer de eslémago,
' pulverizada intestino, (tero y rifidr
~+ fresca, decoccidn —
Leche i Cancer, tumores
i

Jugo

Tumores

Condiloma, tumores

Raiz Emplasto

Tumores
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Tabetula rosea D.C.

Bixa orellana L.

Tlapalachiyoll, achiotl,
changuarica, pamagua

Bourreria huanita (Llave & Yzquixochitl
Lex) Hemsl. |
Heliotropium curassavicum L. | Quevauhquilitl
Heliotropium sp (?) Totecyxiuh
_ Lithospermum sp (7) Zacazilin
Tournefortia capitaia Mart. Tlachichinoa
_&Gal.
Tournefortia mexicana Vatke
Tournefortia umbelatia H.B K.
Bursera fagaroides (H.B.K) Yztacquauhxiotl,

Engl.
Elaphrium fagaroides HB K.

changuarica, pamaqua
iztac quauhxiotl, palo
leproso, 4rbol leproso

Bursera tecomaca (D.C.)
Standl.

(Elphrivm tecomaca (D.C.)
Standl.

Simmondsia chinensis (Link)
Schneid.

Lophocereus schottii (Engelm)
Brti&Rose.

Mammillaria geminispina Haw
(Mamillaria bicolor Lehin.)

Yztac quauhxiotl, palo
leproso, arbol leproso

Jojoba

Tolem pole, cactus. cinita,

sinila. cana. cancering
Metzollin, hoeicomitl

Neomammillaria spp.

Pachycereus pecten-
aboriginum (Engelm.) Britt &
Rose.

Pachyycereus pringlei (Walts.)

Pitahayo, cardén, cactus,

organo

Corteza

Semillas
Corteza

Hoja
Jugo

Goma

Goina

Aceile

Parte aérea

Jugo, leche

Savia

Partes
aéreas
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Pocimna

Pocima

Triturado

Polvo para

cataplasmas o
inyeccion

Céncer uterino
Condiloina, tumores

Condiloma

Ulceras cancerosas
Tumores de mama
Tumores

Cancer de utero

Cancer

Tumores (México)
Tumores

Tumores

Cancer, citando a
Clavijero, 1789.

Decoccion para

beber ¢ lavados

Cancer, Cancer de
inlestinos

Carnosidades en los o]

Verrugas

Hecho en una
bebida

Cancer

| Decoccion para

Cancer de utero. Una




Especie no identificada
Canna indica L.

Drymaria gracilis Chamm &
Schltdl

Carica papaya L.

‘ Musaro, echo {cactus)

| Tozcuitlapilxochitl,
€Ocoyolzin

Chich-put, papaw, papaya

Drymaria cordata L. Willd.

Mavtenus trichotoma Turcz.

Stellaria nemorum L.
Stellaria spp

Beta vulgaris L. var. crassa
Alef.

Terminala catappa L.

Commelina spp.

Ahuachpathi

Cococaton
Aoachcueton
| Remolacha

‘ Almendro

| Matlalitztic de Tezcuco

Achillea millefolium L,

Baccharis glutinosa Pers,

Calendula officinalis L.

Conyza filaginoides (D. C.)

| Tlalquequetzal

| Axixtlacotl, quapopoltzin.
iztacxihuatl, vara
diurética

| Mercadela

| Tzonpopolo

Dahlia Cariabilis Desf

| Acocotli,

paciente en buen ¢stac

enema y
administracién de salud (1961)
. _onl -
Decoccion para Céncer. Reporte de 2
| beber casos curados
Tumores
Hojas ¥ Tumores
partes
adreas
Goma, hoja Tumoraciones rojas o
ulceras {mayas)
Tumores
Planta Agente antitumoral
completa
Jugo | _Tumores
| Tumores
Jugo | Carcinoma de pulmén
Partes Pécima ‘ Condiloma
.agreas = !
Raiz | Emplasto |
|
Polvo | Tumor
| Tumor
Hojas, Decoccion en | Céancer
flores, jugo | leche
| Carnosidades
| | Tumores
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quauhnahuacense,
chichipatli

Gnaphalium conoideum HB K.

Gordolobo

Mikania micrantha HB K.

Montanoa tormentosa Cerv,

Uahkoxiu

Cihoapactli sinhuapastli,
zoapatle, zoapatli

Senecio bellidifolius

Tagetes fucida Cav, (1)

Tagetes sp.

Verbesina crocata (Cav) Less*
* de acuerdo a Maximino
Martinez

Especie no determinada.

Chucaca

Rosa del angel

Nauhtepotzet

Atziyatl, cainpozahuac de
quauhquechulla, inedicina

| _de los tumores

Especie no determinada

Campozactli,

| _vacapichtlense

Ipomea sp.

Cornus urbiniana Rose

_Colyledon umbilicus L.
Seddum acre L.
Seddum spp (7)

Atezcanenxochitl

Chichicquahuitl
Ombligo de Venus

Siempreviva

Cancer (Empleado en
Arizona por Mexicanc
indios)
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Planta Tumores (Y ucatin)
completa :
Tumores de estomago
fibromas uterinos,
tumores uterinos
Planta Mezclado con Tumores. Medicina nz
. comnpleta aceitle de oliva de México. 1946
para usarlo comno
B _emplasto
o Triturado | Tumores
Hojas Decoccién para | Canceres, llagas
fomentos -
Hojas Emplasio Tumor
Hojas Tumor
Tumores
Hojas Untado_ Tumnores
Pulpa - Granos
Jugo _Granos
Hojas Triturado Granos (medicina

tradicional de hispano
amercanos de Nuevo



Sempervivum tectorum L,

_Acalypha langiana Muell. Arg.

Brassica oleracea L. i Col

Dithraea wislizeni Engelm.

Sisymbrivm nasturiium L. | Berros

Dicscorea alata L. (7) | Tepatli

Equisetum arvense L. | vara de oro

Acalypha californica Benth, |

Acalypha hederacea Yerba del (de) cancer
(nombre comiin desde
1940)

Acalypha hypogaea Yerba de cancer
{nombre comin desde

| 1937)
Acalypha phiecides Cav, Yerba del cancer;.

castariuela

Pulpa [ | Granos
Partes Espolvoreado | Céncer (remedio usad
aéreas - por los Mayas)
Lociones, Granos (usado por los
| emplasto o indios Navajo de Nue:
| ungiiento México)
' Emplasto | Tumores glandulares
Raiz il | Tumores
Cancer (1959)
Hojas ] | Céncer
Cancer
Cancer
Decoceion para Cancer (1847)

Hierba del cincer

Acalypha lindheimeri

Acalypha phieoides Cav.

Yerba del (de) cancer

Hierba del cdncer

Cnidoscolus chayamansa
McVaugh

Croton cortesianus HB K.

_(Croton flavens L.
Croton morifolivs Wild.

Euphorbia campestris Cham et
| Schlecht

Chilpatli

Palillo

Cucultzin

lavados

| Cancer (nombre comi

Jugo. hojas,
leche

Hojas,
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Cancer (nombre comil
_desde 1941)

| Cancer (en Sinaloa)

Vermugas, tumores,
ulceras cancerosas

Vermigas

Dolor de estdmago,

| cancer

Carnosidades en los o




Euphorbia i;;rophyﬁa L.

Ei:phofb"ia hypericifolia L.

Euphorbia lathyris L.

Euphorbia maculata L (7)

Euphorbia maculata L

Euphorb ia;iluﬁﬁera L.

Fupharbia postrata Ail
Fuphorbia serphyliifolia Pers.

Euphorbia sp y spp (?) Memeya,
ocopetlayucense,
yxpapachca, memeya

- quauhnahuacense

Hura polvandra Hill, |

Jatropha canescens Muell,

Arg. -

Mannihot esculenta Crantz Quauhayohuachti

(Manihot utilissima)

Jatropha dioica Sesse |

Pedilanthus pavonis (K1 & Chapolxochitl,

Garcke) Boiss (7) mincapatli, flecha,

B pinipiniche

Pedilanthus tithymaloides Poit Chapolxochitl,

) mincapatli, flecha

| pinipiniche

Pedilanthus tithvmaloides

Nuevo México)

Leche, raiz

Partes ’ Verrugas
| Aacreas o
Acocotli Leche Tumores, carnosidade
quaunhnahuacense (el
segundo), mememyain I -
| Térago | Jugo | | Verrugas
Xpakumpak 's | Verrugas (citando un
| trabajo de 1834)
| Yeiba de la golondrina Verrugas (hispano-
americanos de Nuevo
| 1 | México).
| | | Camosidades en los o;
| - | | Camosidades en los g;
Yerba de la golondrina Partes Savia Cancer
aéreas, raiz (Hispanoamericanos ¢
|

Tumores, cancer

| Hojas | Verrugas
Jugo Verrugas
Jugo Carnosidades en los o)
Raiz | | Cancer _
Hojas, parle Tumores
aérea
Hojas, parte | | Tumores
aérea |
| Latex N Verrugas
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Sapium macrocarpum Muell Partes Verrugas
agreas i -
Tragia nepetaefolia Cav Popox ' Cancer (citando un tra
| de 1834)
Quercus gambelii Nutt, Encino Corleza Hervido para Canceres externos (us
locién por Hispano-american
de Nuevo México)
Quercus sp. y spp. Roble Corteza Decoccion Llagas cancerosas (se
citan dos casos curadc
- México)
Gdrrya racemosa Ramirez | Cuauchichic Hojas Inflamacién de tumo:
| (de acuerdo a
| Heméndez)
Geranium carolinianum L. | Tlaltlauhcapatli Raiz | _Tumores
Isoloma deppeanum Hemsl. Tlachichineca | Céncer uterino (cura
| repomadas)
Cenchrus tribuloides L. Zacapolin | Tumores
Liquidambar styraciflua L. Xochicotzoquahuit Savia, | Tumores
resina. |
Amphipterygium adstringens Chalalactli Corteza Molido Tumores
(Schiechts.) Schiede (?)
Juliana adstringens (?7) B |
Juliana adsiringens Cuachalalda, cuachalalate, | Corleza | Molido | Céancer estomacal ¢
cuachalala, matixeran, : intestinal
volador B . | | -
Krameria cytisoides Cav | | Raiz | _Cancer de estémago
Lepechinia spicata Wild Parte no | Tumores uterinos
especificad
- N - a
Mentha sp. y spp. | Chiciantic oaxtepecense Tumores
Salvia hispanica L. | Chia Raiz | Polvos para Tumores (citando a A
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Gal.

segundo)

| cataplasmas Baz, 1851
Salvia indica Hierba del cancer de Hojas Catapiasma y Llagas cancerosas
Meéxico decocciones
FEspecie sin nombrar Hoitzitziltapazollin Tumores
Persea gatissima Gaertn Aguacate Pulpa Tumores
Aeschnomene fasciculares Cabalpich, pega-pega Planta Decoccioén Tumores (remedio ca
Schlecht &Cham. - completa | en Yucatin)
Caesalpina pulcherrima (L.) Chamolxochitl, cacalca Flores Tumores
Swartz.
(Poinciana pulcherima (L.)
Swariz). o
Calliandra anomala Kunth. Tlacoxilohxochitl, Corteza, Decoccion Condiloma, carnosid:
| Machr. xiloxochitl, tzonxcochit! flores Trituradas en superfluas alrededor
agua los ojos
Caliiandra grandiflora. Benth Tlacoxilohxochitl, Flores Mezcladas con Carnosidades superfl
xiloxochitl, (zonxcochitl agua, trituradas alrededor de los 0jos
| Canavalia villosa Benth, Cicimalic, palancapatli Carnosidades saliente
Cassia occidentalis L. Tlalhoaxin, ecapatli | Tumores
Centrosema pubescens Beth | Flores . _Céncer
Dalea lagopus Wild Colcotl | Tumores
Dalea leporina Bullock Parte no Tumores
| especificad
| a
| Dalea lutea Wild | Parte no Tumores
especificad
| a
Dalea plumosa S. Watls Axixpatli (el segundo) Tumores
(Parosela plumosa S. Walls B -
Daleasp. (Y | Zahoyacpatli Resina Polvo Tumores
Desmodium parviflorum Mart & | Cimatl tolopecense (el | Raiz En agua Tumores
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Haematoxylon basilefto Karst.

Huilzquahuitl

Krameria lanceolata Torr. Crameria
(Krameria pauciflora Moc &
Sesse L
Myroxylon pereirae (Rovle) | Hoitziloxitl
_Klotzsch - |
Prosopis juliflora (Sw). DC (de Mizquitl
acuerdo a Martinez)
Sesbania sesban (L.) Merr.
(Sesbania picta Pers).
Especie ro identificada Quachtlacalhoazs
Aloe vulgaris Lam. Zabila
Schoenocaulon officinale A. Sebadilla

Smritax cordifolia Humb &
Bompl

Cozolmecatl, cocolmecatl,
olcacan

Smilax mexicana Griseb (7)

Especie no identificada.

Cozolmecall. cocolmecatl,
olcacan

Zacalelpatli (el segundo),
tletalia

Especie no identificada

Cozticpatli huexocinense,

cozcatlacuaton,
cozcatlacuatzin

Linum usitatissimum L.

Mentzelia sp. (?)

Buddleia americana L.

Cuphea aequipetala Cav,

Linaza
Zazalic de Chietla

Zayolizcan, topozan,
cayolican, topocan

Apanchola, Yerba del
cancer, alcancer
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E‘onem Decoccién Condiloma
Cancer
Tumores
Jugo Carnosidades superfl
Hojas Molido con Inflamacion, tamores
aceite de castor
Carnosidades en los.
Jugo, hojas ~ Cataplasma Tumores
Polvos Cancer (usado por lo:
I — Mayas)
Raiz Polvo Camosidades superfl
Raiz Polvo Camosidades superfl
Raiz Trturada Tumores
Hojas Tumores
Emoliente Tumores en el estom
inlestinos
| Tumores (México, 1!
Raiz, Emplasto Turnores (México, 12
corleza,
lipjas B
Decoccion Tumores (México, 12

Cancer (usado por im




Lythrum alatum Pursh,

Lythrum atbum HB K.

Nesaeusp. (?) .
Byrsonima crassifolia (L.). DC.

Gossypium indicum Lam,

fibiscus sp (?)
Sphaeralceae fendeleri A. Gray

_Swietenia humilis

Swietenia sp.

Castilla elastica Cerv.

Cecropia mexicana Hemsl.

Cecropia spp.
Dorstenia contrajerva L.

Ficus petiolaris H.B K.

Ficus spp

Commicarpus scandens Standl.

Cataplasmas y
decoccion

y mexicanos del sure

| de Arizona)

Ulceras cancerosas,

Cancer (usado por in

y mexicanos del sure
| de Arizona

Cataplasmas y

| decocciones

| Pulverizada

Ulceras cancerosas

Tumores (México, 1

Polvo

Infusién

| Liquido aceitoso

Pécima

Usado como

| _emplasto

Yerba del cancer Hojas
Hierba del cancer de Hojas
Chiantzotzolco Raiz
Nanche Corteza
Algodon Corteza
Achilton
Yerba de la negrita Hojas
Seinillas
Tzopilotzonlencomatl. Semillas
tzopilotl
Holli Resina
Coiltapalo Jugo
Jugo
Contrahierba, tozpatli, Raiz
cabalahauche, cabalhau
Texcalamatlchichic Hojas.
corteza |
Fruto. hojas |
| Chirigara, mala hierba, Hojas, |
sifcusa partes |
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Pdcima

Tumeores de las pien
(citando a F. Hernang
1652)

Fibromas uterinos

Tumores (México. 1:

Tumores (usado por
hispano americanos ¢
| Nuevo México)

| Céncer
| Tumores (1577)

Condiloma (usado pc
| aztecas)

Camnosidades y verru

| Verrugas
Tumores

Condiloma (usado pc
Azlecas)

Céncer (usado por in

| Verrugas
! Austeco de México;




Olea eurcpaea L. | Oliva

|
Oenthera rosea Ait. Yerba del golpe
Oenthera sp. Coscatlacuallan
Sabal japa Wright Xan: xaan; guano

Argemone mexicana L.
Argemone ochoroleuca Swett

Argemone ochoroleuca Swett

Bocconia arboreae S. Watts.
- Bocconia frutescens L.
Petiveria alliacea L.

Phytholacca americana L.

Chicallotl

Chicalote, chillazotl,
chilacotl. chichillotl

Coccoxihuitl, llora sangre

Coccoxihuitl

Payche, payche zorrillo,
| yerba de las gallinitas,
| zomillo

| Yyamilin
Phytholacca icosandra L. Yyainolin
(Phvtholacca longisperma Moq.)
Phytholacca octandra L. Yyamolin
Yyamolin rugosa A. Br. & Yyamolin

aéreas

Aceite

Flores,

| tubérculo

Jugo
Jugo

Jugo

Hojas,
Aceite del
fruto. aceite
de las
semillas
Aceite del

fruto, planta

completa
Hojas
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Ungiienio,
pomada

Tumores en los dedo:
(usado por
Hispancamericanos ¢
Nuevo México.

Cancer (usado por
mexicanos ¢ indios
nativos de Anizona)

Calaplasma

Tumores

Tumores ¢n ¢l brazo
(medicina popular M

Verrugas

Verrugas

Verrugas

Cataplasma,
emplasto

Verrugas de la parte
sexual, (umores

Tumores

Tumores

[
| Tumores
| Tumores

| T_umorgs
| Tumores




| Broché

Rivina humilis L.

| Yerba del céncer

_Taxodium distichum L.

Taxodium mucronatum Ten.

|
Ahuehuete, tambor de
agua

Cedar
Genero y especie o
determinada
Plantago hirtella Kunth |
Plantago mexicana Link. Acaxilotic
Plumbago enropea L.
Rumex hymenosepalus Torr. Canegeira

Adiantum sp (?)

Cozticpatli adiantito,
cocozlli, cocoztic

Adiantum trapeciforma

Polypodium lanceolatum L.

Portulaca satina Haw.

Clematis dioica L.

Ranunculus sp. & spp (7)

| Ranunculus stoloniferas Hemsl.

Tlalquequetzal

Tlaquequetzal

Ancharupa

Barbas de chivo

Ichcatlepatli (el cuarto)

Atlepatli

|
B | Chncer
Hojas | Tumores
Hojas, Ungiienlo o Tumores, tumores de
resina, emplasto piernas, tumores de ;
corteza Mucosa
Hojas y Tumores d¢ mama
Jugo de la
Planta Enfermedades cancer
completa R
Tumores (de uso pop
en México, cerca de
N Xochimilco)
Raiz | | Verrugas
Raiz | Cancer de piel (usadc
indios y mexicanos ¢
| Nuevo México)
Raiz Aguas | Cataratas
Jugo Partes rastrera en | Condiloma
agua caliente y |
beberla =
Jugo Mezclarlo en Condiloma
agua calientey |
- beberlo |
Planta Triturada en | Camosidades de la w
comipleta vinagre verrugas (usado en
México por los indic
Raiz Polvo Camnosidades en la us
| (citando a Ximénez)
Raiz Triturada Camosidades
Carmosidades superfl
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¥
[ ..
| Thalictrum hernandezii Tausch. |

Raiz, jugo

Cotzticpatli, Araxi | | Tumores, cataratas
Chrysobalanus icaco L. | Capollaxipehualli ) Corteza Pé6cima Condiloma
Amygdalus comnunis L. | Almendro | Aceite | Tumores
Prunus capuli HBK | Capollaxipechualli | Corteza Pécima | Condiloma
Prunus sp. (?) | Cacapolton | Hojas | Tumores
Rosa spp &sp | Rosa - Hoja, aceite | Triturada | Tumores
Didymaea mexicana Hook F. Acocoxochit] Planta | Molida | Tumores
| completa | i
Pshychotria papantlensia Qerst. | Cancerillo | Se emplea en Yucatas
Hermsl . _
Sickingia rhodoclada Standl. (7) | Chupire, charapeti Raiz | Decoccion | Tumores
Exandra rhodoclada Standl. (7) Charapeti | Raiz, hojas | Triturado | Tumores
Casimiroa edulis Llave & Lex Zapote blanco, Semillas Asadas y molidas | Carnosidades grande:
[ cochitzapotl o | |
Casimiroa sapota Qgrsl. Zapote blanco, | Semillas Asadas y inolidas | Carnosidades grandes
cochifzapotl - —
Serjania mexicana Wild. Quahmecatl (¢l segundo) | ' Tumores
Serjania mexicana Wild. (7) Quahmecatl, ' Twmores
cozcozcapatli, cozcozgig, ’
- _palancapatli S
Amemopsis californica Hook. & | Yerba del manza, collar Raiz Pasado por agua Cancer (usado por 11K
Am. de Apache y mexicanos en el Are
e — - — = | Phoenix, Arizona (19
Amemopsis californica Hook. & | Yerba mansa Céncer (usado por
Am. mexicanos ¢ indios e
area de Tucson, Ariz(
| (1964)
Castilleja tenuiflora Benth Parle no Cancer
| cspecificada
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Waltheria americana L.

‘ Ramas, hojas,

Cancer

Tropaeotum majus L Hojas y partes Cancer de pulmén
- - _| | aéreas _ -
Coulteri S, Wats (7) | Aquilotl Hojas Molida, Tumores
emplasto,
[ calaplasma
Castilleja communis Benth. Hierba del cancer Tumores (Yucatin)
(Castilleja arvensis Millsp) -
Veronica americans Schwein (7) | Tonalxihuitl, Tumores
yacapichilense .
Capsicum frutescens var. Chile, chili Tumores intemos (us
longum Bailey por los aztecas, de
acuerdo con F.
Hernandez). Usado p
| Hispanoamencanos ¢
! | _Nuevo Mé¢xico
Datura arborea L. Floripondio | Hojas Cataplasma | Tumores
Nicotina rustica L. | Piciet], taunaco Hojas Emplasto Verrugas cancerosas,
— | — e e e induraciones y ulcera
Nrcouna D. & spp | Yelccompatll | - | Tumores -
Physalis nicandroides Schecht. ‘ Coyotomatl Tumores
M .
Physalis sp. (7) | Tolomaton . | _Tumores
Sotanum somniculentum Kunze ‘ Quauyacahtli Tumores
™ _
Solanum or Physalis sp: (prob) | Ayacachtomatl | | Tumores
Solanum sp & spp (7) | Toonchichi | | _Tumores -
Ayenia pusilla L. Hierba del cancer | | Sinaloa, no hay datos
—— _ | | sobrelosusos
Arracacia aegopodioidese ’ Pipitzatli, hOCllZlTZlqmllll | Decoccién Tumores
(H.B.K) Coult. & Rose (7) | o = |
Petroselinum sp (2) | Perejil | Hojas | | _Tunores -
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Urtica chamaedryoides Pursch _Yoﬁuayanlzilzicaztli Triturada | Twnores
)] o !
Valeriana ceratophyvila HB K. Valeriana Raiz Cataplasma Tumores
Lipia cuneifolia (Torr). Steud. Planta del cancer | Cancer
- I
Verbena litoralis HB K. | Verbena del campo Varas Decoccion para Tumores infernos
B beber
Verbena officinalis L. | Chichiantic ! - | Tumores
Vitis sp & spp. | Pasas deuva Fruto Decoccién Tumores tniermos
(refiriéndose a una
. | publicacién de 1837.
Geranium carolinianum L. | Tlaltlauhcapatli | Raiz | Tumores
Isoloma deppeanum Hemsl. Tlachichinoa Céncer uterino (curas
= reportadas)
Cenchrus tribuloides L. | Zacapolin Tumores
Liguidambar styraciflua L. | Xochicotzoquahuitl Savia, Tumores
resina.
Amphiptervgium adstringens | Chalalactli Conteza Molido Tumores
(Schlechis.) Schiede (7) |
Juliana adstringens (1) )
Juliana adstringens Cuachalalda, cuachalalate, | Corteza Molido Cancer estomacal ¢
cuachalala, matixeran, intestinal
volador _ |
Krameria cytisoides Cav | | Raiz | Céncer de estémago
Lepechinia spicata Wild | Pane no Tumores uterinos
especificad
a P—
Mentha sp. y spp. | Chiciantic oaxtepecense | | _Tumores ]
Salvia hispanica L. | Chia Raiz Polvos para Tumores (citando a A
| cataplasmas Baz, 1851)




Satvia indica Hierba del cancer de Hojas Cataplasma y Llagas cancerosas
México | decocciones | B
Especie sin nombrar Hoitzitziltapazollin | Tumores
Persea gatissima Gaertn. Aguacate Pulpa Tumores
Aeschnomene fasciculares Cabalpich. pega-pega Planta Decoccion Tumores (remedio ca
Schlecht &Cham. completa | _enYucatdn)
Caesalpina pulcherrima (L.) Chamolxochitl, cacalca Flores | Tumores
Swartz.
(Poinciana pulcherima (L.)
Swartz). —— —~ -
Calliandra anomala Kunth. Tlacoxilohxochitl, Corteza, Decoccion Condiloma, carnosid:
Machr. xiloxochitl, tzonxcochitl flores Trituradas en superfluas alrededor
agua los ojos i
Calliandra grandiflora. Benth Tlacoxilohxochitl, Flores Mezcladas con Carnosidades superfl
' xiloxochitl, tzonxcochitl | agua, tnturadas alrededor de los pjos
Canavalia villosa Benth. Cicimatic, palancapatli Carnosidades saliente
Cassia occidentalis L. Tlalhoaxin. ecapatli | Tumores
Centrosema pubescens Beth | Flores = | Cancer
Dalea lagopus Wild Colcotl _ | Tumores
Dalea leporina Bullock Parte no Tumores
especificad
————————— e — N— — I a ——
Dalea lutea Wild Parte no Tumores
especificad
, _———— | a : —
| Dalea plumosa S. Watts Axixpatli (¢l segundo) | | Tumores
(Parosela plumosa S. Walts I - _ .
Dalea sp. (7) Zahoyacpatli | Resina | Polvo Tumores
Desmodium parviflorum Mart & | Cimatl totopecense (el | Raiz En agua Tumores
Gal. | _segundo) | ] J —
Haematoxylon basiletfo Karst. Huitzquahuitl | Corteza | Decoccidn | _Condiloma
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Krameria lanceolata Torr. | Crameria Céancer
(Krameria pauciflora Moc &

Sessé . _ -
Vitis tiliaefolic Humb & Bompl | Ceoalchichiliic, Hojas ‘ Tumores
N xocomecatl

Hartwell, 1967, Hartwell, 1968, Hartwell, 1969; Hartwell, 1969b; Hartwell, 1969¢; Hartwell, 1970; Hartwell, 1970b; Hartwell
Harwell, 1971¢; Graham et al, 2000.
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APENDICE 2
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100 - y=-16.401x + 85.346
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Figura 18. Efecto del extracto AcOEt de (. aequipetala sobre el cultivo celular

HEp-2.
120 - y=-19.501x + 99.263
2 _
?:'; 106~ R’ =0.9978
2 60
]
S 40
X 20 -
05 0 0.5 1 1.5 2

Log. concentracion

Figura 19, Efecto del extracto acuoso de C. aequipetala sobre el cultivo celular HEp-
2.
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120

o 100 y=-16.601x + 88.136
e e R’ =0.9205
2 \
& 60 -
3 40 -
L 20 -
[ ﬂ‘_¥ _—_ ! T, T
0.5 0 0.5 1 15 2

Figura 20, Efecto de

Log. concentracion

la Fraccion VIII® de C. aequipetala sobre el cultivo celular

HEp-2.
120 y=-21363x+102.02
g T~ . R? =0.8367
=
s 60 - S
S 40 -
wn
X 20 *i
W N E— | -
-0.5 0 0.5 1 15 2

Log. concentracion

Figura 21. Efecto de la fracciéon VIII-4 de C. aequipetala sobre el cultivo celular

HEp-2.
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y = -7.0031x + 100.07

105 ~ )
E H\ R*=0.9603
5 i0
2
™
-gé 95 .
7 90 - .
X
[ 85 \_ T — | i
-0.5 0 0.5 1 1.5 2

Log. concentraciéon

Figura 22. Efecto de la fraccion VIII de C. aequipetala sobre el cultivo celular

% Sobrevivencia
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5 |
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30 -

HEp-2.

y=-10.483x + 35.409

60
0 | R*=0.9275

20 |
10 -

- ol

-0.5 0 0.5 1

Log. concentracion

Figura 23. Efecto de la colchicina sobre el cultivo celular HEp-2.
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60 - y=-12.152x+36.321

& 50 - R’ = 0.9499
£ *
o) .
2
s 20
X 10 -
[ I I —9— — I
-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1
Log. concentracion
Figura 24. Efecto de 1a Colchicina sobre el cultive celular HCT-15.
30 y=-19.484x + 63.105
= 2 _
% 60 R™=0.9891
2 50
& 40 -
< 30
& 20
N 10
-0.5 0 0.5 1 15 2

Log. concentracion

Figura 25. Efecto de la Fraccion VIII-4 de C. aequipetala sobre el cultivo celular
HCT-15,
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y=-15.755x + 70.018
R = 0.9968

% Sobrevivencia

T ! 1

0 0.5 1 1.5 2 2.5

Log. concentracién

Figura 26. Efecto de la Fraccion VIII de C. aequipetala sobre el cultivo de células

cancerosas HCT-15.

120 - y=-41.354x + 100.17

2 _
S5 R°=09168

80 -
60 -
40 -

-0.5 0 0.5 1 1.5 2

% Sobrevivencia

Log. concentacion

Figura 27. Efecto de Ia Fraccién VIII® de C. aequipetala sobre el cultivo celular
HCT-15.
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y=-22.686x+ 80.639

s 10 R*=0.9973
g "~z e
2 |
= 40 -
&
c\o 20 N
. _ 01— - o _—
-0.5 0 05 1 1.5 2

Log. concentraciéon

Figura 28. Efecto del extracto de Acetato de etilo de C. aequipetala sobre el cultivo

celular HCT-15.

y=-25.941x +90.338

120
| R?=0.9831
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Figura 29. Efecto del extracto acuoso de C. aequipetala sobre el cultivo celular HCT-

15,
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K> y=-32.07x+ 79.097
2 80 2
§ R°=0921
5 60
L
5 40 -
A 20 -
O\o O ‘ I 1 ]
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Log. concentracion

Figura 30. Efecto del extracto acetona-agua (CG) de C. aquipefala sobre el cultivo
celular DU-145.

3 80 7 y=-16.13x + 56.387
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2 60 R =0.912
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Figura 31. Efecto de la fraccion PB de C. aequipetala sobre el cultivo celular DU-
145.
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c 150 y=-28.17x + 105.94
Z 100 . R’ =0.8003

=

£ 50 5

c\o 0 o T | T — T 1

0 0.5 1 1.5 2 2.5

Log. concentracion

Figura 32. Efecto de la fraccion PB2 de C. aequipetala sobre el cultivo celular DU-
145

B 0] y =-37.02x + 3.0896
2 : R® =0.9873
&
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> , 13 L
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Log. concentracién

Figura 14. Efecto de 1a Colchicina sobre el cultivo celular DU-145,
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% Sobrevivencia

y=-24231x+26.285

' R*=0.9948
2.5

Log. concentracion

Figura 33. Efecto de la fraccion PBS de C. aequipetala sobre el cultivo celular DU-
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145.

y=-38815x+ 72.972
R>=0.714
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Figura 34. Efecto del compuesto SM3 de C. aequipetala sobre el cultivo cetular DU-

143.

152



120 -

) y =-40.12x + 100.57
g 1007 R? =0.8671
=
2 807
S 60 -
3 40 ¢

L
X 20
04— S i
0 0.5 1 1.5 2 25

Log. concentracién

Figura 35, Efecto de la fraccion PB4 de C. aequipetala sobre el cultivo celular DU-

145,
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Figura 36. Efe
DU-145.

Log. concentracion

cto de la fraccion CAcOEt de C. aequipetala sobre el cultivo celular
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Figura 37. Efecto de la fraccion PB3 de C. aequipetala sobre el cultivo celular DU-
145,
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APENDICE 3

ESPECTROS DE INFRARROJO
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Figura 38. Espectro infrarrojo de la fraccion VIII-2 de C. aequipetala.
[ f ;" P
R § ST
] , ;
wé /
" /
- / ; .
- - | i
] / | 17 3
l = ] ! INSTITUTO DE QuimiCa i 1 J
S ] / Dr M Jimaner  MUIEE-VIN-4 | '%"6
- / Keeasie I, Lo
.. ) ,;" AP '\'mll_. f \
e i
B | P | O L T
3 Yabeo|
” \J ‘H‘ A
. e AN
- “ / 1700 5 ‘.\
i \ fiead
] —3 i\
| \‘_,
woon ao00 2000 oon

Figura 39. Espectro infrarrojo de la fraccion VIII-4 de C. aequipetala.
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40. Espectro infrarrojo del SM3 de C. aequipetala.
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Figura 41. Espectro infrarrojo de 165 de C. aequipetela.
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Figura 42. Espectro infrarrojo de la fraccion CAcOEt de C. aequipetala.
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APENDICE 3 B

ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

HIDROGENO ('H-RMN)
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Figura 43. Espectro ('H-RMN) de la fraccién VIII-4 de C. aequipetala.
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Figura 44. Espectro ('H-RMN) de la fraccién VIII-4 de C. aequipetala.
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Figura 45. Espectro ('H-RMN) de la fraccién VIII-4 de C. aequipetala.
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Figura 46. Espectro (‘"H-RMN) de la fraccién VILI-VIL® de C. aequipetala.
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Figura 48. Espectro ('H-RMN) del compuesto SM3 de C. aequipetala.
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APENDICE 3C

ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO
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APENDICE 3D
ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO
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Figura 54. Espectro de resonancia, (DEPT), del compuesto 165 de C. aequipetala.
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APENDICE 3E

ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENO
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Figura S55. Espectro HETCOR del compuesto 165 de C. aequipetala.
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APENDICE 4

PREPARACION DE REACTIVOS y TECNICAS DE REVELADO

L.

Suero Fetal. En condiciones de esterilidad, se inactiva el suero fetal a 56 °C durante
treinta minutos. Se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos. Se filtra el
sobrenadante, empleando membranas millipore estériles de 0.22 um de didmetro y se
guarda en alicuotas en el congelador hasta su uso.

Medio de cultivo suplementado con suero fetal de bovino. En condiciones de
esterilidad se mezclan 41.5 de medio RPMI-1640, 4.5 ml de suero fetal bovino
inactivado y 45 pl de la suspensién de antibidticos.

0.05% de tripsina-EDTA 0.53 mM (comercial).

Acido tricloroacético (TCA) al 50.0% p/v. Se disuelven 50.0 g de TCA vy se afora con
agua destilada hasta un volumen final de 100 ml.

Acido tricloroacético (TCA) al 80.0% p/v. Se disuelven 80.0 g de TCA vy se afora con
agua destilada hasta un volumen final de 100 ml.

Acido acético al 1.0 % v/v. Se diluye 1.0 m! de acido acético glacial con agua
destilada hasta un volumen final de 100 ml.

Sulforodamina B {(SRD-B). Se disuelven 0.40 g de SRD-B en acido acético al 1.0 %
v/v y se afora con el mismo 4cido hasta un volumen final de 100 ml

TRIS [tris(hidoximetil)aminometano] 10.0 mM, pH = 10.0. Se disuelven 1.22 g de
TRIS y se afora agua destilada hasta un volumen final de 1.0 £.

NaCl al 0.9%. Se disuelven 0.90 g de NaCl y se afora con agua destilada hasta un

volumen final de 100 ml.
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10.

1.

12,

13.

14.

15.

16.

HC] 0.10 M. Se coloca en un matraz volumétrico de 100 ml, aproximadamente 75 ml
de agua destilada y se adiciona resbalando por la pared 0.85 ml de HCI concentrado (p
=1.18 g/ml, %pureza = 37.0)

FeCl;0.10 M-HCI 0.10 M. Se disuelven 2.70 g de FeCl3.6H,0 en 100 ml de HCI 0.10
M.

Solucidn gelatina 1%-NaCl 0.9%. Se disuelve 1.0 g de gelatina en 100 ml de NaCl al
0.9 %.

Ce(SO,4)/H,804.  Se disuelve 12.0 g de CeSO4 en 350 g de hielo y lentamente se
adiciona 22.3 ml de H,SO, concentrado. Esta solucién se aplica a la placa por
aspersion y posteriormente se calienta la placa hasta la aparicion de colores.
Vainillina/HCIL. Se disuelve 5.0 g de vainillina en etanol y se afora a 100 ml. La mezcla
que se emplea para revelar se prepara antes de usarse en una proporcién de 4 partes de
vainillina al 5.0% con una parte de HCI concentrado. Los colores se intensifican al
calentar la placa durante 5 minutos a 100° C.

Vainillina/H;S0;. Solucién I. Diluye 5.0 ml de H,SO4 concentrado con etanol y afore
a [00 ml. Solucién 11. Se disuelve 1.0 g de vainillina en etanol y se aforaa 100 ml. La
placa se rocia primero con la solucion 1 y posteriormente con la solucion 1I. Después
caliente la placa durante 5 minutos a 100°C.

Fe(NH4)2(S04); 0.20 % p/v. Se disuelven y 0.20 g de sulfato ferroso amonical en agua,
y se afora a un volumen de 100 ml. Se rocia la placa e inmediatamente se forman los

colores.
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17. Fenol/H;SO4. Se disuelven 3.0 g de fenol en 95 ml de etanol y se mezclan con 5.0 ml
de H;SO,. Se aplica la mezcla por aspersidon y posteriormente se calienta la placa a
110°C durante 10 minutos.

18. Fast Bue Salt (FBS). Solucion 1. FBS al 0.5%. Se disuelven y aforan 0.5 de FBS en
100 m! de agua. Solucion [1. NaOH 0.10 M. Se disuelven y aforan 0.40 g de NaOH en
100 m! de agua. Se aplica, por aspersion, a la placa la solucién 1 y posteriormente la

solucion 1.
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ABSTRACT

ruphea aequipetala (Lytraceae) is a perennial plant
the! has been used in Mexican traditional medicine to
treeit different types of tumors since prehispanic
times. In the present work the cytotoxic potential of
different fractions from acetone-water extract from the
whole plant was investigated using a sulforhodamine
B assay. Fractions were subjected to a bioscreening
assay using several cell lines: HEp-2 (human larynx
carginoma), HCT-15 (human colon cancer) and DU-
145 (human prostate carcinoma). Colchicine was
used as positive control. Data are presented as the
dose that inhibited 50.0% control growth (EDsp). The
cytotoxic activity is selective since the EDsp is
different for the three cell lines employed. The
highest activity was seen against the DU-145 cell
line. “E” and PB1 fractions had the highest cytotoxic
activities with EDgp values of 0.418 and 2.40 pg/ml
respectively, on the DU-145 cell line. The “E” fraction
was a yellow powder; it was methanol soluble and
contained at least four separate components when
separated by thin-layer chromatography. PB1 was a
solid with metallic appearance; it was water soluble
and its two dimensional chromatography showed 9
spots. These fractions have cytotoxic actives
because their EDg, is less than 20 pg/ml and they will
be further characterized.

INTRODUCTION

Cancer is a group of more than 100 ilinesses with
different etiology and symptomatology [1] whose cells
have defects in regulatory signaling that govern
normal cell proliferation and homeostasis [2].

Cancer has become the second leading disease-
related cause of death of the human population [3].
Forf example, in Mexico, cancer is the second leading
~ayse of death behind cardiovascular disease and
‘produced 56,201 deaths in 2001 [4], representing
12.68% of all mortality. Incidence of cancer in
persons under 24 vyears of age consisted of
leukemias, lymphomas and sarcomas [4,5].
Carcinoma of the cervix is the first cause of death in
women between 24-65 years meanwhile prostate
cancer is the principal cause of death in men over 65
years [4]. Carcinomas are rare in persons under 24
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years, and their appearance with increasing age
emphasizes the importance of cumulative exposure
to environment carcinogens in their induction [6].

Carcinogenesis is a multi-step process. Most, if not
all, cancer cells have genetic damages two sorts:
dominant, with targets known as proto-oncogenes;
and recessive, with targets known variously as tumor
suppressor genes, growth suppressor genes,
recessive oncogenes or anti-oncogenes. The
dominant damage typically results in a gain of
function, whereas the recessive lesions cause a loss
of function [7]. The cancer cells genotype is a
manifestation of six essential alterations in cell
physiclogy that collectively dictate malignant growth:
self-sufficiency in growth signals, insensitivity to
growth-inhibitory (antigrowth signals), evasion of
programmed cell death (apoptosis), limitless
replicative potential, sustained angiogenesis, tissue
invasion and metastasis [2].

The curative therapies for cancer are surgery,
radiation and anticancer drugs. Anticancer drugs are
grouped as chemotherapy, hormonal therapy and
immunotherapy. Chemotherapy included a number of
families defined by their chemical structure and
mechanisms of action: alkylating agents, antibiotics,
antimetabolites, topoisomerase | and |l inhibitors,
mitosis inhibitors, platinum compounds and others
[8].

Cancer chemotherapy emerged in the 1940s from
toxicological studies of nitrogen mustard-based war
gas [9]. Presently there are 140 anticancer drugs
commercially available and approximately 67% have

Table I. Cytotoxic values (EDsg) in pg/mi on human cancer
cells lines.

Sample Hep-2 HCT-15 DU-145
Whole acetone- >50 18.70 8.1
waler exiract

Colchicine <0.006 0.006 0.089




a natural origin [10]. Drugs of natural origin have
been classified as original natural products, products
derived semi-synthetically from natural products, or
synthetic products based on natural products models
[11]. The original natural products include microbial
agents and plant-derived agents [12].

Plants have been used in the treatment of cancer for
more than 3500 years [13]. The plant-based
treatments continue to play an essential role in
prirary health care, and it has been estimated by the
World Health Organization that approximately 80% of
the world's inhabitants rely mainly on traditional
me licines for their primary health care [14]. In
Me <ico, about 256% of the population still depends on
the use of medicinal plants [15]. Mexican traditional
medicine has its roots in the ancient Meso America
[16).

in the present work, we have chosen Cuphea
aecuipetala (Fig. 1) that has been used to treat
difflarent types of tumors since pre-Hispanic times
(17]. 1t is a perennial plant, known as “hierba del
cancer’, and its habitat is forest’s pine-oak [18].

MATERIALS AND METHODS

Plant Material. The plant was obtained in May 2000 from the
“"Mercado de Sonora” in Mexico City (a public market), and it was
autenticated in the herbarium at \he Universidad Auténoma
te ropolitana-lztapalapa by Dr. Adolfo Espejo Serna. A voucher
is kapt in this university with the reference number 56709UAMIZ
HERBARIUM for future reference. The whole plant was cleaned,
dried at room temperature and ground.

Plant Extract and Their Fractions. The plant powder was
macerated with acetone-water (7:3) during 48 br (3 times); the
extract was filtered and concentrated under reduced pressure
until acetone was eliminated (liquor). One aliquot of this liquor
was taken, and all solvent was removed and dry residue (CG)
was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) atl concentration of
20 mg/ml. Their cylotoxic activities were evaluated with
sulforhodamine B assay [19] using three different cancer cell
lines and EDsg values as shown in Table L.

The other aliguol was concentraled at room temperature to one
third of the total volume and a first precipitate (PB1) was formed
and separated from the residual liquid (L1). This liquid was stored
at 4°C. Precipitators (PB2) and (PB3) were gernerated in an
ideritical fashion from the residual liguid (L2). The residual liguid
wasg extracted with dichloromethane (D} and ethyl acetate (E). All
thege fractions were dried, and their cytotoxic activities were
asspyed using DU-145 cancer cell line as was described
previously. A bfock diagram of the separation with cytotoxic
+aldes is shown in Figure 2.

Evaluation of Cytotoxic Actlvity. Human carcinoma cell lines
werle obtained from the American type Cullure Collection (ATCC)
{Rockville, Maryland, USA). Hep-2 (Human larynx carcinoma),
HCI-15 (Hyman colon cancer) and DU145 (human prostate
carcinoma) were grown in RPMI 1640 (GIBCO, Grand Island,
USA) supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine serum
(GIBCO), 2 mM L-glutamine and an antibiotic mixture of
straptomycin {50 pg/ml) and penicillin (50 Ul/ml). Al cells were
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cultured at 37°C in an atmosphere of 5% CQ./95% air (100%
humidity). At 70-80% confluence cells were detached from the
cultured flask by treatment with 0.05% trypsin-EDTA (GIBCO).
The cells were counted and their viability determined using
trypan-blue exclusion dye on a hemocytometer. After counting,
dilutions were made to obtain the densities of 1.0 x 10° cells/m.
In each case, 96 well tissue culture plates were used. A 100 pt of
cell suspension was added to the 96-well plates. 100 pl of
complete medium was added to cell-free wells. The microtiter
plates containing cells, and medium were preincubated for
approximately 24 hr at 37°C in a CO; incubator to allow
stabilizalion prior to the addition of sample. Afler this, 100 pl test
samples were added to the wells. Test samples were solubilized
in DMSO and serial dilutions were made with culture medium and
its final concentration in the well was 0.5%. Three concentrations
were tesled (for triplicate), and three independent expenments
were made. The plates were incubated for 48 hr and fixed by
addition of 50 ul of cold 50% (w/v) agueous trichloroacetic acid —
TCA- (Sigma) and plates were incubaled for 60 min at 4°C. The
supernatant was discarded, and the plates washed five times with
tap water and dried. One hundred microliters of sulforhodamine B
—SRB- (Sigma) solution {0.4% w/v in 1% acetic acid) was added
to each microtiter well, and were incubated for 30 min at room
temperature. Unbound SRB was removed by washing five times
with 1% acetic acid. Plates were air-dried; bound SRB was
solubilized with 200 pl of 10 mM unbuffered Tris base (Sigma) pH
10. The plates were placed on a shaker for 5 min. and the
absorbance was read in a spectrophotometric plate reader at 485
nm (BIC-RAD Model 450, USA). A measure was also made of
the cell population density at time zero (the time at which the
sample was added) from reference plates of cells fixed with TCA
just prior to sample addition and processed as described above.
The absorplion values obtained with each of the treatment
procedures were averaged, and the average value obtained with
the zero-day control subtracted. Cell survival was obtained as
(T/C) x 100 where T and C represent the mean absorbance cell
treated with sample and vehicle control (DPMSQO) respectively.
Results were expressed as the dose that inhibits 50% control
growth after the incubation period {EDsg). The EDsg values were
calculated by regression analysis (percent survival versus log
concentration). Colchicine (Sigma) was used a posilive control.
According to the standards of the National Cancer Institute (NCI),
EDso values of < 20ug/ml for extracts and < 4ug/m! for pure
compounds are considered active [20].

Chemical Analysis. The solubility test was made with CG, PB1
and E fractions (Fig. 2). One solution of each sample was used to
investigate the presence of phenolic compounds by adding a few
drops of 1% FeCiz-HCI (1.0 M) solution. The reaction was
considered positive when a blue, green or blue-green color was
formed [21].

Thin Layer Chromatography. Cellulose and silica gel plates
were used as adsorbent for the preliminary chromatography. CG
and PB1 were best separated by a cellulose layer, using a two-
dimensional syslem; the first system was n-butanol: acetic acid:
waler (4:1:5) and the second system was acetic acid 2%. The
plates were dried and wetted with 0.2% ferrous sulfate
ammonium solution [22]. "E” was applied over silica-gel plates
with fluorescein, Silica gel 60Fzs4 (Merck) and developed with
flavonoid chromatography solvents ethyl acetate: formic acid:
acetic acid: water (100:10:11:27) solution. The dry plates were
viewed under ultraviolet (U.V) light for spol detection and then
treated with 1%FeCl3-HCI (1.0M), 1%vanillin/ 5% H2SQ. or Fast
Blue Salt reagents [23]. The spots were marked and Rf values
were obtained.



Figure 1. Cuphea aequipetala

RESULTS AND DISCUSSION

Cytotoxic activity of extracts of C. aequipetala was
different in the three cancer cell lines employed. The
whole acetone-water extract didn’'t show cytotoxic
activity on Hep-2 cells and the best cytotoxic activity
was on DU-145 cells (Table ). Therefore DU-145
cells were used for the bio-guided assay.

The cytotoxic activity of different fractions from
acetone-water extract is resumed in Fig. 2. "E” had
the highest cytotoxic activity (EDsp = 0.418 pg/mi).
Aczording to the National Cancer Institute (NCI) [20],
PE1 (EDsy = 2.48 pg/ml) and “E" fractions can be
coasidered as having cytotoxic activity.

"E " was a yellow powder, soluble in methanol and its
chromatographic plate showed four spots. These
spots were viewed under U.V. light and gave positive
re%ction with FeCl;-HCI, vanillin/H.SO, reagents, This
plate was treated with Fast Blue Salt solutions [23]
andi their Rf values were 0.72; 0.80; 0.86 and 0.91.
Majybe, "E” fraction has compounds with flavonoid
striictures [23].

was a brown powder. PB1 was a sofid with
meitallic appearance. They were water-soluble and
pogitive in the FeCl;-HCI test, strongly adsorbed by

I test indicates phenolic compounds meanwhile
ubility suggests the presence of polyhydroxyls [24].

PEI1  two-dimensional chromatography (cellulose
plates) showed nine spots, 7 blue and 2 green. The
blue spots could be hydrolysable tannins meanwhile
greeen spots might be condensed tannins. Bate-Smith
an?l Swain [25] defined the plant tannins as water-
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s« Francisco Hemandez (1514-1578) wrote:
“Tozancuitlaxcolli's roots are employed to treat putrid
ulcer and cancerous ulcer” {17).

¢ Cuphea auquipetala is a perennial plant, 30 to 40 cm
high. Its stems are covered with violet hair and
opposed leafs with a wide base. Its flowers are small
and violet.

e Currently it is used 1o treat infections in
mucocutaneous tissues and the gastrointestinal tract.
lt is also employed as a soporific and a treatment
against certain cancers.

soluble phenolic compounds having a molecular
weight between 500-3000, showing the usual phenol
reactions (e.g. Blue color with FeCls, and precipitating
alkaloids, gelatins and others proteins). Meanwhile
Griffith [26] defined tannins as “macromolecular
phenolic substances” and divided them in two major
groups, the “hydrolysable” and "condensed” tannins.

Tannins are polyphenolic secondary metabolites of
higher plants, and are galloyl esters and their
derivatives in which galloyl moieties or their
derivatives are attached to a variety of polyol-,
catechin- and triterpenoid cores (gallotannins,
ellagitannins and complex tannins), or they are
oligomeric and polymeric proanthocyanidins that can
possess  different interflavanyl coupling and
substitution patterns (condensed tannins) [27].

In medicine, especially in Asian (Japanese and
Chinese) natural healing, the tannin-containing plant
extracts are used against stomach and ducdenal
tumors [28]. Studies have led tc the characterization
of numerous hydrolysable tannins with diverse
structures and biological activities [29]. The
pharmacological properties found include inhibitory
effects on various enzymes as reverse transcriptase,
histidine carboxylase and protein kinase C. Tannins
are also antitumoral, antiviral and antiinflammatory
activities [30]. Tannins with antitumor activities were
obtained from Cuphea hissopifolia and had cytotoxic
activities over DU-145 celis [31].

More experiments are needed to examine the PB1
and "E" fractions. There must be fractionated and
their pure products analyzed to elucidate their
structures and biological activities.
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